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RESUMO

Um dos grandes desafios na concepcao de medicamentos € a identificacdo de compostos com
potencial toxicidade para as células-alvo e a compreensdo do seu modo de agdo. Nesta tese,
foi analisada a propriedade antitumoral do complexo de ruténio mer-[RuCls(dppb)(VPy)]
(dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano e VPy = 4-vinilpiridina) (RuVPy), e os resultados
mostraram que este composto levou a uma taxa de mortalidade de 50% de células de cancer
de laringe (HEp-2) com 120 + 10 pmol L™, indicando sua alta toxicidade. Para a compreens&o
do modo de acdo em nivel molecular deste complexo, associada a sua interacdo com
membranas celulares, monocamadas de Langmuir foram utilizadas como um modelo simples
de membrana. O RuVPy apresentou um forte efeito sobre as isotermas de pressdo de
superficie, especialmente sobre as propriedades elasticas do  zwitteribnico
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e dos fosfolipidios carregados negativamente
dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) e dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS). Resultados dos
parametros termodindmicos indicaram que ha miscibilidade entre os componentes das
monocamadas mistas ndo ideais. Interacdes preferencialmente atrativas e repulsivas foram
constatadas entre o0 RuVPy e os fosfolipidios zwitteribnico e anibnicos, respectivamente,
sendo a monocamada mista de DPPS/RuVPy energeticamente desfavoravel. A interacédo entre
0 grupo de maior densidade eletronica do RuVPy, obtido por calculo de teoria funcional da
densidade (DFT), e o grupo fosfato dos fosfolipidios foi confirmada por espectroscopia de
infravermelho de reflexdo e absorcdo de modulo polarizado (PM-IRRAS) realizada na
interface ar-4gua. Prova desta interacdo foi constatada por resultados eletroquimicos dos
filmes Langmuir-Blodgett da mistura fosfolipidio/RuVPy. A presenca do complexo no
substrato condutor, por ter maior densidade eletronica, forma “defeitos” na monocamada dos
fosfolipidios aumentando o acimulo de elétrons na interface eletrodo/solucdo tornando o
material mais permeavel. Desta forma, € evidente que além de eventuais contribuicdes de
outros receptores ou componentes celulares ndo poderem ser descartadas, os resultados aqui
apresentados trazem os efeitos significativos nas membranas celulares que provavelmente

estdo associados a alta toxicidade do RuVPy.

Palavras-chave: complexo de ruténio, anticancerigenos, fosfolipidios, filmes de Langmuir.



ABSTRACT

One of the major challenges in drug design is to identify compounds with potential
toxicity toward target cells, preferably with molecular-level understanding of their mode of
action. In this study, the antitumor property of a ruthenium complex, mer-
[RuCls(dppb)(VPy)] (dppb = 1,4-bis(diphenylphosphine) butane and VPy = 4-vinylpyridine),
(RuVPy) was analyzed. Results showed that this compound led to a mortality rate of 50% of
human laryngeal carcinoma HEp-2 cell with 120 +10 pmol L™, indicating its high toxicity.
Toward a better understanding if its mode of action is associated with its interaction with cell
membranes, Langmuir monolayers were used as a membrane model. RuVPy had a strong
effect on the surface pressure isotherms, especially on the elastic properties of the zwitterionic
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) and the negatively charged
dipalmitoylphosphatidylglycerol (DPPG) and dipalmitoylphosphatidylserine (DPPS)
phospholipids. Results of thermodynamic parameters indicated miscibility between the
components is not ideal mixed monolayers. Preferably attractive and repulsive interactions
between RuVPy and zwitterionic or anionic phospholipids, respectively, are observed with
the mixed monolayer of DPPS/RuVPy energetically unfavorable. These data were confirmed
by polarization-modulated infrared reflection-absorption spectroscopy (PM-IRRAS). In
addition, interactions between the positive group from RuVPy and the phosphate group from
the phospholipids were corroborated by density functional theory (DFT) calculations,
allowing the determination of the Ru complex orientation at the air-water interface. Proof of
this interaction was confirmed by electrochemical results of Langmuir-Blodgett films of the
phospholipid/RuVPy mixture. The presence of the RuVPy on the conductor substrate, which
presents higher electron density, form "defects” in the monolayer of phospholipids increasing
the accumulation of electrons in the electrode/solution interface making it more permeable
material. Although possible contributions from receptors or other cell components cannot be
discarded, the results reported here represent evidence for significant effects on the cell

membranes which are probably associated with the high toxicity of RuVPy.

Keywords: Ruthenium complex, anticancer, phospholipids, Langmuir films.



LISTA DE FIGURAS
Figura 1: (A) Representacdo da interagdo entre os orbitais dt do metal (M) e orbitais 3p do ligante (L), onde 1 é

a ligagdo o e 2 é retrodoagio 7; ¢ (B) Angulo de cone de Tolman para PR3. Imagens adaptadas da referéncia 52.

Figura 2: Estruturas propostas para os complexos (A) fac-[RuCl;(NO)(dppf)], onde dppf = 1,10-
bis(difenilfosfina)ferroceno representado por X na estrutura; (B) da série [RuCl,(NO)(dppp)(L)]PFs, onde dppp=
1,3-bis(difenilfosfina)propano e L = piridina, 4-metilpiridina, 4-fenilpiridina e dimetilsulféxido; (C) mer-
[RuCl3(dppb)H,0] aqui denominado Ruaquo, onde dppb=1,4 bis(difenilfosfina)butano e (D) da série
[RuCl(dppb)L]CI, onde L = 2-benzoilpiridina tiosemicarbazona (H2Bz4DH), N(4)-metil (H2Bz4M) e N(4)-fenil
(HZ2BZAPR). ...ttt ettt et e b et e et e et e e be e be e b e e be e be e b e e abe e Ee e ebe e nbeenbeenbe e beenteenteeateearaenreeas 24
Figura 3: Grafico de pressdo de superficie vs area por molécula (isoterma) e ilustracdo do processo de formacao
de filme de Langmuir para uma molécula ideal anfifilica, 0 4&Cid0 StEAriCO. ........ccevvvvviiiiiiiiiiie e, 30
Figura 4: Representacdo da organizacdo estrutural dos filmes LB formados por deposi¢fes do tipo Y, X e Z,
adaptacao da refErENCIA [B5]. ..voiivveiieeiiie et e e e et e et e et e e sat e e s s e e st e e nte e e nneeennteennreean 32
Figura 5: Espectros de absorcéo na regido do ultravioleta visivel para o complexo RuVPy com concentracéo de
0,5 mmol L™ em CH,Cl, e DMSO realizados com solucio fresca € apis 24 N. ..........cccevveveeereeereeessrenennnes 51
Figura 6: Espectros de RMN de *'P do complexo RuVPy em DMSO no tempo inicial do experimento (a), apds
2 horas de adicdo de DMSO (b) e 24 horas de adi¢do de DMSO (c). Referéncia D,0/ H;PO, 85%, a 200 MHz a
LR L= - W=V 0] oL =PRSS 52
Figura 7: Mecanismo dissociativo proposto do RuVPy na presenca de DMSO formando o complexo
mer-[RuCls(dppb)(DMSO0)] e posteriormente o complexo trans-[RUCl(dppb)(DMSO),]....cvvevvveviveiieeiiieeene 53
Figura 8: Estrutura molecular do fosfolipidio zwitteridnico DPPC (A) e dos aniénicos DPPG (B) e DPPS (C).54
Figura 9: Espectros de absor¢do na regido do ultravioleta visivel para (A) o DPPC, DPPG, DPPS (0,5 mM) e
sua respectivamente misturas de DPPC/RuVPy, DPPG/RuVPy e DPPS/RuVPy com 10 e 50% do RuVPy (0,5
mM) em (B) CHCI; e (C e D) solucdo de CHCIZ/MEOH (4:1 ViV)..oouiiiiiiieiieiiee ettt sttt 55
Figura 10: Espectros de RMN de *'P do complexo RuVPy, (A) do DPPC e da mistura DPPC/RuVPy (90/10,
massa/massa) (B) do DPPG e da mistura DPPG/RuVPy(90/10, massa/massa) e (C) do DPPS e da mistura
DPPS/RuVPy (90/10, massa/massa), em CHCI; ou CHCIls/MeOH e como referéncia D,O/HsPO, 85% 400 MHz.

Figura 11: Efeito do RuVPy no indice de sobrevivéncia de células normais VERO (A) e de células cancerigenas
HEp-2 (B) por 24h. Cada coluna representa a média + desvio padrdo para dois experimentos cada, realizado em
=X LH o] [T L SO USSTS 59
Figura 12: Isotermas de = vs area por molécula do complexo RuVPy em subfase de (A) agua ultrapura e (C) em
tampdo fosfato salino a 20 °C. Estruturas espaciais do complexo RuVPy obtidas por céalculos tedricos para (B)
subfase de &gua ultrapura e (D) tampé&o fosfato salino. No espaco em destaque é representada a area ocupada
entre os 4tomos H68, H57 e CI71, a qual corresponde a area extrapolada (25 A?) (A) e 4&tomos H67, H55 e C75,
o qual corresponde a rea extrapolada (43 A?) (C) para monocamadas condensadas. (E) é o mapa de potencial
eletrostatico do RuVPy no espago (isovalor 0,05) com escala de cor do vermelho(negativo) de -0.18 u.a. para o

VAU (oo NNV [o) oLl 0 AT I TSSO 63



Figura 13: Isotermas =t vs area por molécula dos compostos (A) DPPC, (B) DPPG, (C) DPPS, a 20 °C, em
tAMPAO FOSTALO SAIINO. ... ettt sttt e et e e sbb e e ss e e snbe e e beeesbeeesnaeas 64
Figura 14: Isotermas = vs area por molécula dos compostos RuVPy, (A) DPPC, (B) DPPG, (C) DPPS e suas
respectivas misturas, (—) 10% Ru, (—) 30% Ru, (—) 50% Ru, (—) 70% Ru e (—) 90% Ru, a 20 °C em tamp&o
fosfato salino. Figura inserida: Médulo de compressibilidade (Cs™) versus a presséo de superficie para os
COMPOSLOS PUFOS € FESPECTIVAS MISTUIBS. ... .c.vievietietieitie ittt ettt ettt sttt bbb b nnees 66
Figura 15: Graficos da area de maior ordenamento das monocamadas mistas e pressdo de colapso (A)
DPPC/RuVPy, (B) DPPG/RuVPy e (C) DPPS/RuVPyY em fungdo da proporcdo de RuVPy (0, 10, 30, 50, 70, 90 e
00U ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt 68
Figura 16: Areas moleculares experimentais (linha sdlida) e ideais (linha tachada) para as monocamadas mistas
(A) DPPC/RuUVPYy, (B) DPPG/RuVPYy e (C) DPPS/RuVPYy, em diferentes propor¢des de RuVPy (0, 10, 30, 50,
70, 90 e 100 %), obtidas sobre subfase aquosa contendo solucéo tamp&o PBS, nas pressdes de 5-30 mN m™....69
Figura 17: Relagdo entre a area molecular em excesso (AAF) das misturas (A) DPPC/RuVPy, (B) DPPG/RuVPy
e (C) DPPS/RuVPy sobre subfase aquosa contendo solucdo tampéo PBS, em funcdo da proporcao de RuVPy (0,
10, 30, 50, 70, 90 e 100 %) em diferentes presses de SUPEITICIE. ........cuevrrerereerie i 71
Figura 18: Energia livre em excesso para as monocamadas mistas (A) DPPC/RuVPy, (B) DPPG/RuVPy e (C)
DPPS/RuVPy, em diferentes proporc¢des de RuVPYy (0, 10, 30, 50, 70, 90 e 100 %), obtidas sobre subfase
aquosa contendo solucdo tamp&o PBS, nas pressdes de 5-30 MN M™. .......ooiiviiieieieee e 72
Figura 19: Energia livre para as monocamadas mistas (A) DPPC/RuVPy, (B) DPPG/RuVPy e (C)
DPPS/RuVPy, em diferentes proporcdes de RuVPYy (0, 10, 30, 50, 70, 90 e 100 %), obtidas sobre subfase
aquosa contendo soluc&o tamp&o PBS, nas pressdes de 5-30 MN M™. .......ooiiiiieiee e 73
Figura 20: Energia livre para as monocamadas mistas DPPC/RuVPy, DPPG/RuVPy e DPPS/RuVPy com 10%
de RuVPy, em diferentes pressdes de superficie (27, 28, 29, 30, 31 e 32 mN m™), obtidas sobre subfase aquosa

contendo SOIUGAOD tamPEOD PBS, PHT,4. .....voiiiie et anes 74
Figura 21: Coeficiente de atividade f; (A) e f, (B) da monocamada mista DPPS/RuVPy em tampéo PBS, pH
7,4, em fUNGAOD da ProPOrGAO MOIAI. .. ...eeiviiiiieiie ettt b e sre e rbesneesneeaneas 75

Figura 22: Troca de energia (A) e par@metro de interacdo (B) das monocamadas mistas DPPS/RuVPy em
fUNGAO da raz80 MOIAr A8 RUVPY. ...o.uiiiiiiiiiiiie bbbt ettt be e 76
Figura 23: Imagens de BAM correspondentes ao filme de Langmuir do complexo RuVPy obtido em diferentes
pressdes, em subfase de tampao fosfato salino (pH 7,4) a 20 °C. Devido o intenso brilho das monocamadas de
RuVPy foi necessario utilizar o auto ajuste do equipamento a fim de diminuir a intensidade de luz refletida até o
fim da coleta de imagens do fIlME. .......eiiiii i e e e e e s 78
Figura 24: Imagens de BAM correspondentes aos filmes de Langmuir dos fosfolipidios (A) DPPC, (B) DPPG e
(C) DPPS, em subfase de tampao fosfato saling, @ 20°C. .......coceeiiiiieiie i 79
Figura 25: Imagens de BAM correspondentes aos filmes de Langmuir mistos, DPPC/Ru, DPPG/Ru e DPPS/Ru,
com 10% de RuVPy, em subfase de tampao fosfato saling, @ 20°C. ........cccvvieiiiiiiiiiiie s 81
Figura 26: Espectro de massas ESI para o complexo RuVPy oxidado 0,2 mg.mL ™ em solugo de acetonitrila
(o700 0 - Tot T [0 I 014 1 1T T o SO TRTR 83
Figura 27: Espectros de PM-IRRAS das monocamadas obtidas em subfase de tampéo fosfato salino, em presséo
de 30 mN m™ dos compostos puros DPPC (A), DPPG (B) e DPPS(C) e das misturas com 10% de RuVPy........ 85



Figura 28: Espectros de PM-IRRAS dos filmes LB em Si (3 bicamadas) dos compostos puros e mistos com
RuVPy (10%) para DPPC (A), DPPG (B) € DPPS(C)....ccecitieiiieitieitie it se et ste e ste et steesteesta e sbeesteestaestaestaesnaens 90
Figura 29: Voltamogramas ciclicos do LB/RuVPy (1 e 3 camadas) sobre substrato de ITO em solucdo de HCI
1x107 mol L™ como eletrélito suporte, @ 50 MV S V8. AGIAGCL. .....vvveevereceeeeeeeeeeeeeeeeee e 92
Figura 30: Voltamogramas ciclicos do substrato ITO (A) e dos filmes LB com 3 camadas dos compostos puros
e mistos com RuVPy (10%), DPPC (B), DPPG (C) e DPPS(D) em tamp&o PBS (pH=7,4) a 50 mV s™ versus

N 17X [ RO 94
Figura 31: Voltamogramas ciclicos do substrato ITO (A) e dos filmes LB dos compostos puros e mistos com
RuVPy (10%), DPPC (B), DPPG (C) e DPPS (D) sobre substrato de ITO, em tamp&o PBS pH 7 com 5 mmol L™
da sonda redox, Ks[Fe(CN)s]:K4[FE(CN)g], VErsuS AQ/AGCL......ccoiiiiiiiiiiiieie s 96
Figura 32: Diagramas de Nyquist do substrato ITO (curva em preto) e dos filmes LB do RuVPy (curva em
rosa), do DPPC puro (curva em vermelho), do filme misto com 10% de RuVPy (circulos vazios), em tampao
PBS pH 7,4 com 1 mmol L™ da sonda redox [FE(CN)6]>™ .........ovrmeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeee e 99
Figura 33: Voltamogramas ciclicos (A) e diagramas de Nyquist (B) do eletrodo de CV, dos filmes LB e cast dos

filmes puros e mistos de DPPC com RuV/Py (10%) em tamp&o PBS pH 7 com 5 mmol L™ da sonda redox

K3[Fe(CN)g]: Ka[FE(CN)g] VEISUS AGIAGCL. ..ottt 102
Figura 34: (A) Estrutura de lipossomos adaptada da referencia 170 e (B) Imagem das solucdes lipossdmicas de
DPPC a direta, e de DPPC/RuVPy na propor¢do 90/10% a esquerda, ambas em tampdo PBS pH 7,4. ............. 105

Figura 35: Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis de soluces de RuVPy e do DPPC puro (1 mmol. L™) e
do complexo que foi encapsulado em lipossomos na proporcao de 10% de RuVPYy apds liofilizacdo e

o] [ o1 T2 Yo Lo T 4 I O o P TR 105
Figura 36: Imagens de MEV para os filmes casted contendo os lipossomos de DPPC (A) e DPPC/RuVPy com
10% de RUVPY(B) €SCAIA = 1 8 2 MM ....vviiiiiiiiie ettt ettt e et e e sn e st e st e e sne e e snaeesnteeanteeenreeennee s 109
Figura 37: Efeito do RuVPy no indice de sobrevivéncia de células cancerigenas HEp-2 por 24h. Cada coluna

representa a média + desvio padrdo para dois experimentos cada, realizado em sextuplicata.............c....ceeueee.. 110



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Concentracéo de ICso (umol L™) ou RCso, % de inibigo de crescimento de células de tumorais para
complexos bifosfinicos de ruténio e metalodroga de refer€nCia. ...........coovvereeiieii i 28
Tabela 2: Nimeros de onda e atribui¢do das principais bandas do RuVPy em filme de Langmuir sobre subfase
de tampéo fosfato salino, em pressdo de 30 MN M™ . ......oiiiiiiiiieeccece e 86
Tabela 3: Numeros de onda e atribui¢do das principais bandas dos compostos puros DPPC, DPPG, DPPS e das
respectivas misturas com 10% de RuVPy em filmes de Langmuir sobre subfase de tampé&o fosfato salino, em
Pressio de 30 MN M ™ ... ettt ettt ettt ettt n ettt n et 87
Tabela 4: Numeros de onda e atribuigdo dos principais estiramentos dos grupos funcionais dos compostos puros
e da mistura fosfolipidios/RUVPY em filMes LB €M Si. .......ccooiiiiiiiiiieie e 91
Tabela 5: Dados obtidos dos voltamogramas do substrato ITO e dos filmes LB dos compostos puros e mistos na
presenca Par redoX FE(CN)s ™. ... oottt 97
Tabela 6: Dados de resisténcia obtidos dos Diagramas de Nyquist do substrato ITO e dos filmes LB dos
compostos puros DPPC, DPPG, DPPS e RuVPy e dos filmes mistos de fosfolipidios com 10% de Ru\/Py......100
Tabela 7: Dados obtidos dos voltamogramas e diagramas de Nyquist do substrato ITO e dos filmes LB dos
COMPOSLOS PUFOS € MIESEOS. ©.veuvvreirvreesireeiieestieessteessteeesseeessteessteeasteessseeessseessteessteeateeesseeessseeanseesnsesassenessenesnsees 102
Tabela 8: Distribuicdo média de tamanho e carga dos lipossomos de DPPC puro e da mistura DPPC/RuVPy na
proporcoes 90/10 % em TUNGED A0 TEIMPO. .. .eiviiiiiiiii et 106
Tabela 9: Nimeros de onda e atribuicdo dos principais estiramentos dos grupos funcionais dos lipossomos de
DPPC e da mistura DPPC/RUVPY em filmes cast SODIe €M Si. .......ccoiveeiieiiiiiiiie e s nee e e e 107



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A - angstrom, 10 m

AFM - microscopia de for¢a atbmica

Ay, - rea molecular média no filme misto

BAM - microscopia de &ngulo de Brewster

BiPy- 2,2 -bipiridina

DLS (Dynamic Light Scattering) - espalhamento de luz dindmico
dppb - 1,4-bis(difenilfosfina)butano

DPPC - dipalmitoilfosfatidilcolina

dppe -1,2-bis(difenilfosfina)etano

dppf - 1,10-bis(difenilfosfina)ferroceno

DPPG - dipalmitoilfosfatidilglicerol

dppm - 1,1-bis(difenilfosfina)metano

dppp -1,3-bis(difenilfosfina)propano

DPPS - dipalmitoilfosfatidilserina

Epa - potencial de pico anodico

Epc - potencial de pico catodico

FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy) - espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier

f1, f - coeficiente de atividade para os componentes da mistura
HEp-2 - linha de célula de carcinoma de laringe humana

1C5, — concentragdo da droga estabelecida para inibir crescimento celular em 50%
Ip - pardmetro de interagdo

Ipa — corrente de pico anddico

I - corrente de pico catddico

ITO - 6xido de estanho dopado com indio

KP1019 —HInd[trans-RuCl4(Ind)2] (Ind = indazolium)

LB - Langmuir-Blodgett

MEYV - Microscopia eletronica de Varredura

MeOH — metanol

NAMI-A —HIm][trans-RuCIl4(DMSO)Im] (Im = Imidazolium)
PM-IRRAS- espectros de reflexdo-absorcdo modulada de polariza¢do na regido do infravermelho
RC(50) - inibicdo do crescimento celular em 50% das células
RMN - ressonancia magnética nuclear

RuVPy - mer-[RuCl;(dppb)(VPy)]

TCLM - transferéncia de carga ligante-metal

TEM — microscopia eletronica de transmisao

UV-Vis - espectroscopia eletronica na regido do ultravioleta-visivel

VC- voltametria ciclica



VERQO - linha de células do tipo fibroblasto normais
VPy — 4-vinilpiridina

AAEF - &rea em excesso

AGE- energia livre em excesso

AG" - energia livre da mistura

A - comprimento de onda

7 — A - pressdo de superficie vs area por molécula (isoterma)

® - troca de energia
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1. INTRODUCAO

Segundo o Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),
aproximadamente 576 mil novos casos de cancer sdo estimados para o0 ano de 2014 no Brasil
[1]. Segundo a definicdo deste instituto, Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100
doencas que tém em comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os
tecidos e Orgaos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regiGes do corpo. Esse
crescimento desordenado s6 ocorre quando uma célula normal sofre alteragbes no DNA de
seus genes, uma mutacdo genética. As alteracBes podem ocorrer em genes especiais,
denominados protooncogenes, que a principio sdo inativos em células normais, mas podem
vir a transformar-se e serem responsaveis pelo surgimento destas celulas de cancer. Os
diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células do corpo. Se o cancer tem
inicio em tecidos epiteliais, como pele ou mucosas, ele € denominado carcinoma. Se comeca
em tecidos conjuntivos, como 0sso, musculo ou cartilagem, é chamado de sarcoma. Os termos
“cancer”, “neoplasia maligna” e “tumor maligno” sdo sindnimos e distinguem-se dos tumores
benignos pelo poder de invaséo e capacidade de disseminar-se para outras partes do corpo [2].
Dentre os tratamentos mais conhecidos desta doenca pode-se citar: (i) cirurgia, procedimento
médico que extrai 0 tumor cancerigeno quando as condicfes iniciais sdo favoraveis, (ii)
radioterapia, terapia na qual radiacdo € utilizada para destruir tumores localizados que nédo
podem ser removidos por cirurgia, ou ainda, aplica-se nos locais onde se extraiu 0s tumores
para evitar o retorno destes e (iii) quimioterapia, onde medicamentos séo aplicados no intuito
de destruir, inibir ou controlar células de cancer, sendo administrados por via oral, venosa ou
intramuscular [3]. Normalmente altas doses dos quimioterapicos sdo utilizadas para destruir
as células neoplasicas e preservar as normais [4], podendo ainda ocorrer terapia combinada,
onde é associado mais que um tipo de tratamento. Um fator muito importante para o sucesso
destes tratamentos depende de um diagnostico precoce da doenca [5], sendo de grande
relevancia nesta etapa compostos inorganicos, utilizados no diagnostico como é o caso de
complexos de Gd3+, como marcador em exames de ressonancia magnética, e BaSO,4, como

agente de contraste em exames de Raio-X [6, 7].

No tratamento quimioterapico utilizam-se classes de medicamentos variadas, sendo

estes atuantes nas diferentes etapas de sintese, transcri¢do e traducdo de DNA, o que é muito
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importante, pois garantem eficacia na acdo em células que estdo em diferentes etapas da vida

celular.

Dentro do conjunto de drogas antineoplasicas conhecidas inclui-se agentes quimicos que
podem impedir o desenvolvimento de tumores através da inibicdo do crescimento celular ou
pela morte das células que estdo se replicando de forma continuada [8]. Estes medicamentos
sdo comumente conhecidos como agentes antineoplasicos ciclo-celular especifico (CCS do
inglés “Cell Cycle-Specific”). Exemplos destes compostos sdo alguns hormonios, compostos
naturais e metabdlitos. Outro tipo de agentes antineoplasicos conhecidos sdo os de ciclo-
celular ndo especifico (CCNS do inglés “Cell Cycle-NonSpecific”) que exibem efeito
citotoxico em células, podendo interagir ou intercalar com DNA, mas também atuam em
outros sistemas dentro das células. Segundo algumas defini¢fes de citotoxicidade esta pode
ser atribuida a caracteristica de destruicdo celular ou ainda a mudancas metabdlicas ou uma
alteracdo de sinalizacdo célula-célula, que poderia promover um aumento inflamatério ou
uma resposta alérgica[9]. Dentro do grupo CCNS encontram-se alguns antibioticos,
compostos alquilantes e os complexos de platina [5 10]. O complexo cis-
diaminodicloroplatina (I1) (cis-[PtCl2(NHz3)2]), conhecido como cisplatina, foi descoberto em
1844 por Peyrone e é atualmente um dos compostos mais utilizados no tratamento do cancer
[11]. No entanto, sua atuacdo antitumoral foi descoberta somente em 1964, quando em
ensaios realizados por Barnet Roserberg com aplicacdo de um campo elétrico em células
bacterianas de Escherichia Coli, via eletrodos de Pt, causavam inibicao da divisao celular [12,
13, 14]. Anos posteriores [15, 16] foi descoberto que a administracdo deste complexo ocorre
via corrente sanguinea, onde mantém sua neutralidade devido a grande concentracdo de ions
CI" no plasma. A caracteristica neutra do complexo facilita a passagem pela membrana celular
e nuclear. Contudo ao adentrar a célula, um ambiente com baixa concentracdo de CI’, este
complexo pode formar espécies catibnicas que sdo atraidas eletrostaticamente pelo DNA, o
qual apresenta grupos carregados negativamente como fosfatos, e se coordenam com as bases
nucleicas. Com a coordenacéo, a fita de DNA curva-se e desenrola-se parcialmente, sendo
alvo de proteinas marcadoras que sinalizam esta célula para morrer em um processo
conhecido como apoptose. Apesar de reconhecida eficiéncia, a cisplatina possui sérios efeitos
colaterais como danos aos rins [17] além de ser mutagénica, genotdxica, tumorogénica em
outros tecidos e 6rgaos [18]. Em estudo com cisplatina frente a células VERO, uma linha de
celulas do tipo fibroblasto normais, estas sofrem alteracdes na morfologia e crescimento

quando sdo expostas a concentragdes de 25, 50, 100 ou 200 pg mL™ deste medicamento num
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periodo de 24 e 72 [18]. Além da cisplatina, os complexos de ruténio estdo entre os mais
promissores agentes antineoplasicos pelo fato de demonstrarem atividade antimetastética, e o
cancer metastatico ser de dificil controle. Desta forma muitos esforgos séo realizados na busca
de novos quimioterdpicos baseados em compostos inorganicos como complexos de ruténio,
que apresentem menor toxicidade e maior seletividade [6]. Resultados destes trabalhos foram
organizados em artigos de revisdes [19, 20, 21, 31, 42, 44]. Dos trabalhos apresentados,
alguns mostram a importancia dos ligantes fosfinicos, mais especificamente do tipo
bifosfinico ligados em ponte por grupos como metano, etano, propano ou butano [47, 48, 54,
56-59], em testes de atividade bioldgica. Em especialmente envolvendo o estudo de inibi¢do
de tumores malignos, percebe-se que a toxidade destes complexos variou de acordo com o
estado redox do metal, do tipo do ligante a ele coordenado, como também necessita de doses

controladas do metalofarmaco.

Nesta tese explorou-se a atividade bioldégica do complexo bifosfinico mer-
[RuCls(dppb)(VPy)], onde dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano e VPy = 4-vinilpiridina,
designado como RuVPy, contra a linha de célula de carcinoma de laringe humana, HEp-2
(ATCC CCL23), e em células controle normais de rim de macaco verde africano,
denominadas células VERO. Investigou-se 0 modo de acdo deste complexo sobre as
membranas celulares. As evidéncias para isto foram obtidas via experimentos onde o0 RuVPy
foi exposto aos modelos de membrana constituidas por monocamadas de Langmuir de
diferentes fosfolipidios, o zwitteribnico dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e os carregados
negativamente dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) e dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS).
Célculos termodinamicos foram realizados e trazem uma noc¢do qualitativa do tipo de
interacdo existente entre o lipidio e 0 complexo. Além disso, as interacfes em nivel molecular
entre RuVPy e os fosfolipidios foram também confirmadas pelas mudancas observadas nas
bandas na regido do infravermelho nos espectros de reflexdo-absorcdo modulada de
polarizacdo (PM-IRRAS) das monocamadas e de filmes Langmuir-Blodgett. Sobre estes
filmes, quando estes foram caracterizados por técnicas eletroquimicas como voltametria
ciclica e espectroscopia de impedancia, uma compreensdo do comportamento de transferéncia
de carga do complexo RuVPy na presenca dos fosfolipidios foi obtida. Aléem dos filmes de
Langmuir de fosfolipidios, obteve-se vesiculas lipossomais de DPPC, com o intuito de
compreender a presenca do RuVPy neste modelo de membrana. Resultados da caracterizacao

dos lipossomos mostram alteragdo no tamanho destes devido a presenga do RuVPy, o que
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corrobora com os estudos de Langmuir onde em filmes mistos, 0 complexo RuVPy também

causa alteracdo no formato e tamanho dos dominios dos fosfolipidios.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Atividade bioldgica de complexos de Ruténio

Os primeiros resultados de atividade bioldgica e atuacdo como agente antitumoral de
complexos de ruténio foram descritos nos trabalhos de Dwyer e colaboradores em meados da
década de 50 e 60 do século passado [22,23]. Inicialmente estes estudos mostraram a forte
toxicidade do complexo Ru com n-heterociclicos frente a animais de pequeno porte, nos quais
doses letais na ordem de mg por kg. Quando foram realizados testes com tumores, ocorreu um
significativo efeito de inibi¢cdo quando o ligante 1,10-fenantrolina e bases correlatas estavam
presentes [23]. Atualmente complexos metalicos de Ru séo atrativos por sua baixa toxicidade
e eficiéncia contra tumores resistentes a cisplatina [24]. Normalmente estes complexos
apresentam uma gama de estados de oxidacdo acessiveis em condicdes fisioldgicas (+2, +3 e
+4), com geometria octaédrica que possibilita a interacdo ou intercalacdo com DNA devido
aos sitios de coordenacdo adicionais. Outra caracteristica dos complexos de Ru é que eles
podem interagir com o esqueleto de fosfato e apresentam versatil troca de ligantes comparada

aos complexos de platina [10].

Dentre os complexos metélicos reconhecidos por sua atuacdo anticancerigena,
destacam-se os complexos de Ru (I11), tal como o fac-triaminotricloreto de ruténio (I11) ( fac-
[RuCl3(NHs)s]), o qual é carregado para dentro das células cancerigenas pela proteina
transportadora transferrina [25,26]. O transporte via transferrina € facilitado, pois como os
tecidos tumorais necessitam de maior concentracdo de ferro, e pelo fato do Ru ser similar a
este metal visto que ambos sdo pertencentes ao grupo VIII da série dos metais de transicao,
forma-se um complexo de ruténio-transferrina[27]. Outro exemplo de complexo a ser
destacado por inibir a proliferacdo das células cancerigenas (cancer solido-pulméo) e ter
chego a etapas de testes clinicos (testado em 24 pacientes humanos) foi o HIm[trans-
RuCly(DMSO)Im], onde Im = Imidazolium e DMSO = dimetilsulfoxido (NAMI-A),

desenvolvido por Alessio e colaboradores [28], e 0 HInd[trans-RuCls(Ind)] (Ind =
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indazolium), denominado KP1019, desenvolvido por Keppler e colaboradores [29]. O
KP1019 mostrou-se citotoxico para celulas de céncer por mecanismos de dissociacdo de
cloreto, enquanto o NAMI-A apresenta menor toxidade em comparagdo com a cisplatina, mas
apresenta atividade antimetastatica, ou seja, evita a propagacdo de cancer [30]. Mesmo que a
atividade antimetastatica ndo tenha sido elucidada completamente, esta foi relacionada ao
baixo nivel de oxigénio no ambiente do tumor, o qual pode transformar as espécies de Ru (I11)
em espécies mais reativas de Ru (Il). Estas espécies de Ru(ll) por sua vez, podem ligar-se a
varias biomoléculas, incluindo o DNA [31] por mecanismos, tais como: (i) ligacdo
eletrostética, (ii) ligagdo externa a fita, (iii) ligacdo interna, nos entremeios da estrutura
“groove binding” e (iv) ligagdo intercalativa (intercalagéo de grupos volumosos entre a dupla
hélice de DNA) [32].

Apesar do DNA ser o alvo principal dos complexos de Ru, existe evidéncias
quimicas e bioquimicas do envolvimento de outras biomoléculas que podem ser alvos dos
compostos, tais como 0s aminoacidos, agentes redutores, horménios, peptideos e proteinas.
As interagdes de complexos de Ru com proteinas e lipidios localizados em superficie celular,
sdo do tipo ndo covalente, as quais dependem do tipo de ligante presente e do estado de
oxidacdo do centro metalico [33,34]. Por exemplo, a atividade antitumoral de alguns
complexos de Ru contendo ligante heterociclico nitrogenado é atribuida a interagdo néo
covalente entre os anéis aromaticos do ligante e biomoléculas [35]. Em funcéo disto, estes
compostos sdao chamados de “pro-drogas”, pois seus ligantes podem ser substituidos por
outros presentes no meio biolégico, em processos de hidrdlise, reagdes com biomoléculas no
sangue ou no interior da célula; ou até mesmo o metal sofrer reacdes de dxido-reducao antes

de alcancar seu alvo bioldgico[36].

Outra classe de complexos de Ru que também tem recebido destaque é a de Ru-areno
[37] desde os primeiros trabalhos desenvolvidos independentemente por Sadler e Dyson, 0s
quais sintetizaram os complexos organometalicos [(n°-PhCsHs)Ru(en)CI]*, onde en = 1,2-
diaminoetano [38,39] ¢ [(n°-p-MeCgHsPr)Ru(P-pta)Cl,], onde pta = 1,3,5- triaza-7-
fosfatriciclo[3.3.1.1] decano [27,40]. Neste momento 0s autores nao conseguiram explicar
exatamente 0 modo de acdo, contudo em um trabalho recente de Giannini e colaboradores
indicam uma possivel correlacdo entre a elevada atividade anticancerigena in vitro destes

complexos e seu potencial catalitico para a oxidacdo de glutationa (GSH) [41].
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De forma geral percebe-se que muitos séo os trabalhos que relatam a exploracéo de
complexos de ruténio como potenciais agentes tumorais com mecanismo de agédo diferente
daqueles estabelecidos para os complexos de Pt [27, 29, 30, 37 ,42, 43, 44, 45, 46,]. Este fato
estimula os estudos com novas e diferenciadas classes de complexo de Ru.

2.2 Atividade antitumoral de complexos bifosfinicos de ruténio

Os complexos bifosfinicos tém mostrado relevante atividade contra células
cancerigenas humanas nas quais a cisplatina tem eficiéncia limitada [47,48,49]. Este tipo de
ligante apresenta ampla gama de propriedades estéricas e eletrdnicas, uma vez que um par de
elétrons do P é capaz de formar ligagcdes o estaveis com o metal além de formar orbitais
hibridos, do tipo 3po*dn vazios, capazes de receber elétrons do ion metalico, conforme
ilustrado na Figura 1A. Esse comportamento do P torna as fosfinas adequadas a retrodoacéo,
onde a densidade eletrdnica é sinergeticamente compartilhada entre o ligante e o metal,
originando ligacGes mais estaveis. Em funcdo disto, as fosfinas sdo capazes de estabilizar o0s
metais de transi¢cdo de valéncia superior e inferior, e provocar mudangas fundamentais na

reatividade do centro metélico, devido ao forte efeito trans labilizante.

Segundo Basolo e Pearson [50] define-se efeito trans labilizante como sendo o efeito
do ligante (L), sobre a velocidade de substituicdo do ligante () oposto a ele, caracterizando-
se como um efeito de natureza cinética. Alem disso, existe o fendmeno denominado
influéncia trans, o qual se caracteriza por sua natureza termodinamica, onde o ligante L em
um complexo enfraquece em certo grau a ligacdo trans a si no estado fundamental do
complexo [51]. Um fator significativo na influéncia trans é o impedimento estérico causado
pelo aumento do tamanho do substituinte R em compostos do tipo P(OR)3 ou PR3, 0 que pode
aumentar os angulos entre R-P-R (angulo de cone de Tolman, 6 — Figura 1B), variando os
angulos de ligacGes de outros ligantes (L) associados ao metal. Quando se aumenta a distancia
M-P e M-L ocorre uma reducdo do carater doador dos pares de elétrons isolados do fésforo, o
que favorece baixos estados de oxidacdo do metal M, além disso, essa maior distancia
favorece reacbes de adicdo oxidativa e intramolecular, bem como favorece a formacdo de
isbmeros, nos quais se busca um impedimento estérico menor [52]. No geral pode-se dizer
que fosfinas tem sua atividade anticancerigena atribuida a sua sutil estabilidade, uma vez que

pode quebrar ligagdes em locais especificos, atuando em reacGes oxidativas, além de seus



23

grupos fendlicos poderem intercalar-se a alvos celulares como DNA, desestabilizando tal
estrutura. Um exemplo de como isso ocorre € o efeito de troca de substituintes fenil no lugar
de etil, que reduz a atividade anti-tumoral de complexos difosfinicos de Au (1) e Cu (I). Isto
foi atribuido, em parte, a reatividade mais elevada de alquil-fosfinas em reacdes oxidativas in
vivo, tais como a quebra de ligacBes dissulfeto, de modo a que estes ligantes tém menos
probabilidade de alcangar alvos celulares (DNA) que fosfinas fenil. [53]

(A) (B)

Figura 1: (A) Representagdo da interagdo entre os orbitais dnr do metal (M) e orbitais 3p do ligante (L), onde 1 é

a ligacio o e 2 é retrodoacio 7; € (B) Angulo de cone de Tolman para PRs. Imagens adaptadas da referéncia 52.

Na literatura encontram-se estudos de atividade biologica, mais especificamente de
inibicdo celular, de complexos de ruténio com ligantes bifosfinicos com baixo valor de
concentracdo da droga (umol L™), o que sem divida é uma caracteristica desejavel quando se

realiza estudos em busca de uma metalodroga.

Um dos primeiros trabalhos foi com o complexo nitrosilo fac-[RuCls(NO)(dppf)],
onde dppf = 1,10-bis(difenilfosfina)ferroceno (Figura 2A) testado contra a linhagem de
células de tumor da mama (MDA-MB-231), o qual apresentou uma concentracdo de 10 £ 3
umol L™ para a inibicdo do crescimento celular (ICsp), valor este cerca de 6 vezes menor que
o0 encontrado para a metalodroga de referéncia cisplatina. Segundo os autores a bifosfina dppf
foi o principal agente citotoxico, pois quando coordenada a unidade “RuCI3NO” a atividade
do complexo aumentou [47]. Estudos realizados com a mesma linhagem de célula, mas com o
ligante dppp (1,3-bis(difenilfosfina)propano) coordenado a unidade “RuCl,NO”, mostraram
que a série [RuCl,(NO)(dppp)(L)]PFs (L = piridina, 4-metilpiridina, 4-fenilpiridina e

dimetilsulféxido) (Figura 2B) apresentou diferentes valores de citotoxidades (19,0 + 3,0; 7,4 £



24

3,7; 71 +1,2:e12,1 + 1,4 pmol L™, respectivamente) [54]. Estes nitrosilos complexos foram
de trés a nove vezes mais ativos que a cisplatina, diferente dos ligantes n-heterociclicos livres,
0s quais ndo atingiram atividades citotoxicas nas concentracdes utilizadas (200 umol L™). A
partir de medidas de 8*'P{*H}= 33 ppm, 0s autores propuseram que o mecanismo envolvido
em meio de DMSO (2%) é provavelmente por intercalagio com o DNA a partir da
dissociacdo do NO, e que ocorre formacdo da espécie hexacoordenada catidnica
[RUCI;(NO)(dppf)(DMSO)]CI, apds a reducdo da espécie [RuCls(NO)(dppf)].
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Figura 2: Estruturas propostas para os complexos (A) fac-[RuClz(NO)(dppf)], onde dppf = 1,10-
bis(difenilfosfina)ferroceno representado por X na estrutura; (B) da série [RuCl,(NO)(dppp)(L)]PFe, onde dppp=
1,3-bis(difenilfosfina)propano e L = piridina, 4-metilpiridina, 4-fenilpiridina e dimetilsulféxido; (C) mer-
[RuCls(dppb)H,0] aqui denominado Ruaquo, onde dppb=1,4 bis(difenilfosfina)butano e (D) da série
[RuCl(dppb)L]CI, onde L = 2-benzoilpiridina tiosemicarbazona (H2Bz4DH), N(4)-metil (H2Bz4M) e N(4)-fenil
(H2Bz4Ph).
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A bifosfina 1,4 bis(difenilfosfina)butano (dppb) foi estudada no complexo precursor
mer-[RuCls(dppb)H,0] (nesse trabalho denominado Ruaquo — Figura 2C) e na serie de
complexos de Ru(ll), [RuCl(dppb)L]CI (L = 2-benzoilpiridina tiosemicarbazona (H.Bz,DH),
N(4)-metil (H,BzsM) e N(4)-fenil (H,Bz4Ph)) - Figura 2D, contra as linhagens de células
cancerigenas humanas UACC-62 (cancer de pele), TK-10 (cancer renal) e MCF-7 (cancer de
mama). Dentre estes complexos, apenas o Ruaquo, o complexo [RuCl(dppb)(H2BzDH)]CI e
o ligante H2Bz4Ph exibiram atividade antitumoral contra as trés linhagens celulares, sendo o
[RuCl(dppb)(H2BzDH)]CI o complexo mais ativo em relagdo a seus derivados
tiosemicarbazonas contras estas trés linhagens. Contudo, a atividade dos derivados néo
superou a do aqua complexo precursor. Os ligantes H2BzDH, H2Bz4M e complexo
[RuCl(dppb)(H2Bz4M)]CI mostraram efeito citotoxico seletivo contra a linhagem de células
UACC-62, mas ndo houve relatos que explicassem tal fato e foi observado unicamente que a
presenca do H2Bz4M favorece a atividade do complexo precursor. Estes resultados mostram
que os compostos analisados sdo promissores na area de controle de proliferacdo de células
cancerigenas humanas, uma vez que suas ordens de magnitude sdo as mesmas e até superiores
a observadas pelas drogas comerciais utilizadas, como a Etoposida e Colchicina, agentes
neoplasicos naturais de ciclo celular especifico, com inibicdo de crescimento de 35 e 41%,
respectivamente, ativos somente para células do tipo UACC-62. A respeito do mecanismo
envolvido nestes sistemas, 0s autores mencionaram que pode ser baseado na atuacdo como
agentes neoplasicos ciclo ndo especifico, similares aos complexos de Pt, podendo interagir

com o DNA e também com outro alvo bioldgico desconhecido[48].

Tratando-se ainda de complexos com ligante dppb, relata-se o estudo com os
complexos catibnicos com mercaptopirimidina (SpymMe2), do tipo
[Ru(SpymMe2)(dppb)(N-N)]PFs (N-N = 2,2-bipiridina (bipy) ou 4,4’-dimetil-2,2"-bipiridina
(Me-bipy)), testados contra as células de cancer de mama MDA-MB-231. Os valores de 1Csg
destes complexos sdo apresentados na Tabela 1. Neste estudo propds-se que os complexos
precursores cis-[RuCly(dppb)(N-N)], atuam como pré-drogas, uma vez que ao serem
expostos a solucdes de DMSO formam espécies catibnicas do tipo [RuClI(DMSO)(dppb)(N-
N)]CI pela rapida labilizacdo de um ligante cloreto. O mesmo ndo ocorre para 0s complexos
com mercaptopirimidina, pois sdo mais estaveis devido a presenca de ligantes bidentados (S-
N e N-N), os quais possibilitam a interacdo com outros componentes do meio de cultura. E
reportado na literatura [55] que o mecanismo de acdo dos complexos com ligante cloro em

posicdo cis estd associado as interagdes com o DNA, j& que os complexos com
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mercaptopirimidina, por serem coordenativamente saturados e rigidos, sdo capazes de
interagir de forma ndo covalente com esta biomolécula, tal como ocorre com complexos

Ru(1l) contendo ligantes diiminas[56].

A importéncia do ligante dppb em relacdo ao dppp foi constatada nos ensaios
bioldgicos contra as células de cancer de mama (MDA-MB-231), uma vez que o complexo
cis-[RuClx(dppb)(5,5’-p-[Me-bipy)] teve menor valor de 1Csy em relacdo aos complexos cis-
[RUCly(dppp)(5,5°-Me-bipy)] (Tabela 1). Outros trés complexos também foram testados, 0s
cis,trans-[RuCl(PPh3)2(5,5’-Me-bipy)] e o cis-[RuCl,(dppp)(4,4’-Me-bipy)], e se mostraram
mais ativos que a cisplatina com valores de ICs, cerca de 4 a 10 vezes menores. [57]

Os ligantes bifosfinicos também tem recebido destaque quando coordenados aos
complexos organometalicos de ruténio contendo em sua estrutura anéis benzénicos, tal como
0 n°-areno, denominados como Ru-arenos do tipo “piano stool”. Esta classe de compostos tem
sido considerada como uma alternativa promissora de agentes antitumorais e antimetastaticos,
devido a sua baixa toxicidade, elevada atividade antitumoral, forte afinidade de ligacdo e
capacidade de perturbacao no processo de replicacdo do DNA [27, 38]. Exemplo disto tem-se
os compostos catidnicos e neutros de formula geral [(y°®-cimeno)RuCI(X)(Y)], onde para 0s
catidnicos X e Y sdo p ligantes de fésforo como a 1,1-bis(difenilfosfina)metano (dppm) e
1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppe) ou os ligantes parcialmente oxidados mondxido 1,2-
bis(difenilfosfina)metano (dppmO) e o mondxido de 1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppeO).
Nos complexos neutros, X é cloro e Y é um doador fésforo monodentado. Estes compostos
organometalicos tiveram suas atuacdes testadas para diferentes tipos de celulas de cancer,
dentre elas cancer de pulméo (H460), cervical (SIHA), mama (MCF7), prostata (PC3), ovario
(A2780) e figado (HEPG2). Os complexos de Ru(ll) contendo os ligantes dppm e dppmO
mostraram-se mais ativos, como pode ser observado pelos valores de ICso apresentados na
Tabela 1. Nos estudos do mecanismo de acéo destes complexos observou-se que a inibicdo do
crescimento de células cancerigenas envolve a interrupc¢éo do ciclo celular, o que leva a morte
celular por apoptose. Estes complexos também se mostraram potentes inibidores de metéastase,
conforme avaliado por testes com células de cancer de mama semeadas. Com relagdo ao
DNA, medidas de viscosidade, desnaturacdo térmica e ensaios de desvio de mobilidade em
gel, mostraram que estes complexos se ligam de forma a desenrolar esta biomolécula nédo

ocorrendo intercalacdo [58].
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Além de complexos fosfinicos mononucleares de ruténio, os complexos
multinucleares tém chamado atencdo. A série de complexos, [Rus(CO)s(2L-2H)],
[Ru3(CO);PPh3(2L-2H)] e [Ru3(CO)7(2L-2H)],, com dppm ou dppe em ponte onde L=
Maltol, um composto flavorizante, foi testada para sete diferentes tipos de células de cancer,
sendo estas de mama (MCF-7), prostata (DU-145), pulméo (H460), colén (HT-29), Leucemia
mieldide cronica (K562), Leucemia mieldide aguda (HL-60) e Leucemia de células do manto
(GRANTA-519). A citotoxidade destes complexos (Tabela 1) com ligantes bifosfinicos em
ponte tiveram uma reducdo da atividade em comparacdo as duas estruturas monomeéricas
[Ru3(CO)g(2L-2H)] e [Rus(CO);PPh3(2L-2H)], cujo efeito foi atrelado ao comprimento das
cadeias espacgadoras, no caso dppm e dppe. A menor toxicidade destes complexos em relacéo
a cisplatina foi atribuida a capacidade dos compostos de se acumularem especificamente em
tecidos de cancer, uma vez que estas células tém mais receptores de transferrina e estas séo
responsaveis pelo transporte destes complexos de fora para dentro das células. Os autores
propuseram que outra possibilidade de mecanismo de agdo ocorre com liberacdo de CO in situ
e uma ndo interagé@o dos ligantes maltolate por bases guanina/adenina do DNA [59].

Na Tabela 1 sdo resumidos os valores de inibicdo de crescimento celular que os
complexos bifosfinicos de ruténio citados neste texto causam em diferentes linhagens de

células de cancer em comparacdo as metalodrogas de referéncia utilizada em cada trabalho.

Percebe-se da Tabela 1 que os complexos bifosfinicos de ruténio, principalmente os
que apresentam as bifosfinas com butano, aplicados contra células de cancer de mama, pele e
renal, tiveram destacada atuacéo na inibicdo de crescimento celular, melhor que os farmacos
de referéncia. Por exemplo, o complexo precursor mer-[RuCls(dppb)H.0], apresentou valor
de inibicdo (RCs, = 100%) contra as células de cancer de pele, e as drogas referéncias
Colchicina (RCs, = 41%) e Etoposide (RCs, = 35%) [48]. Os complexos contendo os ligantes
bipiridinicos (N-N = bipy e Me-bipy), [Ru(SpymMe2)(dppb)(N-N)]PFs, apresentaram baixos
valores de 1Csy (0,46 e 0,43 pmol L™, respectivamente) para a inibicdo do crescimento das

células de cancer de mama, em relagdo a 63 umol L™ da cisplatina[56].
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Tabela 1: Concentragdo de 1Cso (umol L™) ou RCs, % de inibicéo de crescimento de células de tumorais para

complexos bifosfinicos de ruténio e metalodroga de referéncia.

ICso (umol L) ou

ICso (umol L)
ou RC5,% da

Complexo de Ru RCo% Linhagem celular droga Ref.
referéncia
MDA-MB-231 635
fac-[RuClI3(NO)(dppf)] 10+3 (mama) (cisplatina) 47
mer-[RuCl;(dppb)H,0] 100, 43 e 29% ativo Colchicina
[RuCl(dppb)(H2BzDH)]CI 94, 49 e 10% ativo 41% e
- UACC-62 (pele) ;
83% ativo, somente para _ Etoposide 35%
[RuCl(dppb)(H2Bz4M)]CI UACC-62 I\I CKFl(?) érrﬁgr?g) ativos somente 48
86, 20% e ndo foi ativo para
[RuCl(dppb)(H2Bz4Ph)]CI para MCF-7 UACC-62
[RuCI,(NO)(dppp)(PY)]" 19,0+3,0
[RUCI,(NO)(dppp)(4-metil-Py)]" 7,4+37 MDA-MB-231 6315 54
[RUCI,(NO)(dppp)(4-fenil-Py ) * 7,1+£172 (mama) (cisplatina)
[RUCI»(NO)(dppp)(DMSO)]" 12,1+1,4
[Ru(SpymMe2)(dppb)(bipy)]* 0,46 + 0,02
l[)'?;)f)slﬁ’ym'v'ez)(dppb)(4’4'Me' 0,43+ 0,08 MDA-MB-231 63+5 .
Cis-[RUCT(dppb) (bipy)] 226+ 10 (mama) (cisplating)
cis-[RuCl,(dppb)(4,4 Me-bipy)] 138+1,3
cis-[RuCl,(dppb)(5,5 Me-bipy)] 541+0,71
Cis-[RUCI,(dppp)(5.5-Me-bipy)] 14,60 * 1,81 MD(An; %25231 (Ciggljﬁi 5 5
cis-[RuCl,(dppp)(4,4” Me-bipy)] 15,64 + 0,44
[Ru(n’-cimeno)Cl(y*-dppe)]* 1,22
[Ru(n°- cimeno)Cl(y*-dppm)]* 3,13
[Ru(n°-cimeno)Cl(y°-dppmO)]* 22,07 1460
[Ru(n®-cimeno)Cl,]2(u-dppe)]* 61,3 (pulméo) 1,7 (cisplatina) 58
[Ru(n°-cimeno)Cl,(y'-dppm)] 1,6
[Ru(y°-cimeno)Cl,(y'-dppmO) 11,32
[Ru(n°-cimeno)Cl,(y'-dppeO)] 94,4
6 . 2 + 2,3;1,8;19,017 e 0,15;
[Ru(y™-cimeno)Cl(y™-dppm)] >100,0 SIHA(cervical) <0,1;
6 - 2 N 2,2:2,0: >100,0; 2,3 MCF-7 (mama) 1,8;
[Ru(y-cimeno)Cl(y"-dppmO)] >100,0 PC3 (préstata) <0,1 58
o ] ] A2780 (ovério) e0,1
[Ru(n®-cimeno)Cl,(y'-dppmO)] 2,5, 2,0; icl)%o,o, 21,0, HEPG2(figado) Adriamycin
' (doxorrubicina)
[Ru3(CO)7(2L-2H)](dppm)] 75, 25,70,>100,30,25e¢  MCF-7 (mama) 15:
(L= Maltol) ND DU-145 (Prostata) by
N 1,0;
H460 (pulmao) 0.75:
HT-29 (colon_) 3 O"
[Rus(CO)(2L-2H)]o(dppe)] 40,10,30,30,50,ND, <962 (Leucemia) 15; 59
L= Maltol* ND HL-60 (Leucemia) 075
(L= Maltol) GRANTA-519 N
(Leucemia) (cisplatina)

# somente foi testado em concentracéo de 25 umol L™ devido solubilidade e ND = n&o foi determinada.

Os complexos bifosfinicos com ligante areno, [Ru(y°-cimeno)Cl(ny’*-dppe)]PFs e

[Ru(n®-cimeno)Cly(y*-dppm)], avaliados contra cancer de pulméo, obtiveram ICso com 1,22 e
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1,6 pmolL™, respectivamente, novamente mais eficientes que 1,7 umol L™ da cisplatina em
ensaios que ocorreram em triplicata [58]. Quando submetidos a testes de elucidacdo de
mecanismo de acdo, tais como teste com DNA e de metastase, foram classificados como
potenciais candidatos para as etapas futuras de ensaios clinicos, da mesma forma que o0s
complexos KP1019 e NAMI-A citados anteriormente.

De modo geral, estes resultados mostram que para uma mesma linhagem de células
cancerigenas, os complexos contendo os ligantes fosfinicos dppb sdo mais ativos que a
cisplatina e em relacdo aos complexos contendo outras bifosfinas dppp, por exemplo, é mais
eficiente. Além disto, a substituicdo de ligantes na esfera de coordenacdo de complexos, por
exemplo, ligantes n-heterociclicos, os quais sdo adequados por mimetizarem estruturas de
moléculas biologicas [7], ou arenos podem proporcionar metalofarmacos com agéo contra
diferentes tipos de cancer. Embora o mecanismo de acdo dos complexos fosfinicos de ruténio
com atividade antitumoral ainda ndo tenha sido estabelecido, a proposta mais aceita é a
interacdo com o DNA e também com outro alvo biolégico desconhecido. Desta forma a
interacdo com lipoproteinas ou lipidios das membranas celulares nos motivou para o estudo

da interacdo em filmes de Langmuir com diferentes fosfolipidios.

2.3 Filmes de Langmuir

Os filmes de Langmuir sdo monocamadas obtidas sobre a superficie de uma subfase
aquosa, que se alto organizam pela imposi¢do de uma pressdo. Esta denominacgéo foi dada em
homenagem ao cientista Irving Langmuir, cujo trabalho pioneiro foi fundamental para a
consolidacdo desta area de pesquisa [61]. Para a formacdo de tal filme, uma pequena
quantidade do material de interesse deve ser diluida em solvente apolar (de baixa constante
dielétrica) e altamente volatil. Esta solucdo pode ser espalhada com o auxilio de uma
microsseringa sobre a subfase que, geralmente é 4gua ultra-pura ou solucGes desta, contida em
um recipiente retangular denominado cuba de Langmuir confeccionado de material inerte,
geralmente de teflon. A cuba de Langmuir possui detectores de posicdo das barreiras, para
determinar a area de superficie do filme, sensor para medir a pressao de superficie (sensor de
Wilhelmy) e um sistema para deposicdo de filmes sobre uma lamina (dipper). As barreiras
madveis realizam a compressdo simétrica das moléculas da monocamada. A partir da posicao

das barreiras pode-se caracterizar a pressao de superficie. A pressdo de superficie (m) é
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definida como a diferenca de tenséo superficial entre uma subfase na auséncia do material

(yo) e uma subfase com a monocamada (y), como representado na Equagdo 1 [60,62].

Ao comprimir as barreiras, ocorre uma mudanca da area superficial do filme
decorrente da organizacdo das moléculas espalhadas sobre a subfase, de modo a surgir fases
distintas. Quando as moléculas das monocamadas estdo inicialmente dispersas na subfase, ou
seja, ndo interagem entre si, defini-se como fase gasosa, conforme ilustrado na Figura 3, letra
A. Com a compressdo, as moléculas passam a uma fase em que ficam mais proximas, a fase
liquido-expandida (Figura 3, letra B). Com mais um pouco de compressdo estas moléculas
séo forgadas a formar um arranjo regular, filme condensado, conhecido como fase condensada
(Figura 3, letra C). Se o filme for comprimido além do ponto de méxima compactacao as
moléculas comecam a se agrupar desordenadamente e este estagio € chamado de colapso do
filme, como indicado na Figura 3.

Colaps"q
e

Pressao de superficie/ mN.m'1

A pgiao/q

Area Molecular Média / A2

Figura 3: Gréfico de presséo de superficie vs area por molécula (isoterma) e ilustracdo do processo de formagéo

de filme de Langmuir para uma molécula ideal anfifilica, o acido estearico.

A Figura 3 também ilustra graficamente, pela relacdo pressdo de superficie vs area

por molécula (n-A), 0 processo de formacdo de filmes para uma molécula ideal, ou seja,

molécula anfifilica que apresenta uma parte hidrofilica (¢) € outra hidrofobica (1). Apesar das
moléculas anfifilicas serem ideais para a utilizacdo desta técnica, pois apresentam isotermas
com fases bem distintas, as moléculas ndo anfifilicas, incluindo complexos metalicos,

polimeros, proteinas, também tém sido largamente estudadas na forma de filmes de Langmuir
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[61]. As isotermas de pressdo de superficie de materiais ndo anfifilicos tém se mostradas mais
complexas, logo o filme de Langmuir destes materiais podem ndo ser monomolecular,

formando agregados do material na interface ar/agua [61].

A partir do gréfico de isoterma 7-A pode-se obter a &rea de maximo ordenamento das
moléculas (Acx), bem como a pressdo de colapso. Esta primeira pode ser obtida ao tracar uma
linha paralela a regido da fase condensada e extrapolando-a perpendicularmente no eixo X,
onde a intersecdo fornecera a area limite de dispersdo molecular, ou seja, a area ocupada pela
molécula, conforme indicado na Figura 3. Uma segunda maneira de se obter esta area de
maximo ordenamento molecular é utilizando a expressao dada pela Equacdo 2 [60,62]:

A=A o e [2]
NaV cNaV

Onde: A é a area do filme, M é 0 massa molecular do material, C é a concentracdo da solugéo
espalhada em massa por unidade de volume, Na € o numero de Avogadro, ¢ é a concentracao
molar especifica da solugéo e V é o volume da solugéo [62].

Um dos fatores que podem alterar o empacotamento das moléculas em um filme de
Langmuir é a constituicdo da subfase, bem como os diferentes valores de pH ou forca idnica.
Visto que, dependendo do meio em que se encontram as moléculas formadoras do filme, estas
podem se orientar buscando melhor interacdo de seus grupos quimicos entre si e com 0S
grupos da subfase. Além disso, a velocidade com que as moléculas sdo comprimidas também
é de fundamental importancia, ja que estas necessitam de certo tempo para se reorganizarem

na superficie da agua para formar o melhor empacotamento.

Muitas técnicas experimentais que tém sido empregadas na caracterizacao de filmes
de Langmuir, sendo as mais triviais: medidas de pressdo de superficie, medidas de potencial,
espectroscopia na regidao do infravermelho e do ultravioleta- visivel, microscopia de angulo de

Brewster e de fluorescéncia, difracdo de raio-X, entre outras [63,64].

2.4 Técnica Langmuir-Blodgett

Em um tipico experimento de Langmuir, a quantidade de material aplicado na superficie
é suficientemente baixa de modo que as moléculas estdo longe o suficiente entre si sobre a

superficie de agua e nesta condicdo, as moléculas exercem pouca forgca umas sobre as outras.
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A partir do momento que sucede a reducdo da area superficial da monocamada formada sobre
a superficie da &gua por um sistema de compressao de barreiras mdveis, hd uma diminuicdo
da distancia intermolecular, e consequentemente da tensdo superficial do liquido. Durante
esse processo de compressdao, a moléculas organizam-se e a monocamada sofre varias
transformacgdes de fases, andloga aos estados tridimensionais gasosos, liquidos e sélidos,

formando uma monocamada flutuante perfeitamente ordenada na superficie do liquido.

Quando a pressdo de superficie é suficientemente elevada para garantir coesdo lateral no
filme a monocamada pode ser transferida, da superficie da agua para uma chapa so6lida

classicamente referida como “substrato” [62], formando o filme de Langmuir-Blodgett (LB).

A deposicdo de multicamadas moleculares pode ocorrer a partir da repeticdo do processo
de imerséo e emersao deste substrato sélido na subfase. Este processo de deposigédo de filmes
LB pode ocorrer de formas diferentes, deposicao do tipo Y, X e Z, melhor exemplificadas na
Figura 4. Estes tipos de deposicdo levam a formacdo de filmes com diferentes tipos de
organizacgdes estruturais, sendo o filme do tipo Y deposicdo do substrato tanto na imerséo
como na emersdo, filmes X sdo obtidos somente pela imersdo do substrato e os filmes Z
apenas pela emersdo do substrato. Também existem os filmes XY, com deposicdo total na

subida e parcial na descida do substrato.

DeposicaoY Deposi¢ao X Deposi¢aoZ
‘ o
* e
+ wv
* =
X (%]
*
Substrato Substrato Substrato
Hidrofilico Hidrofobico Hidrofilico

Figura 4: Representacdo da organizacdo estrutural dos filmes LB formados por deposi¢des do tipo Y, X e Z,

adaptacdo da referéncia [65].

A técnica Langmuir-Blodgett é conhecida por ser um método atrativo para preparar
filmes ultrafinos bem organizados. No entanto, a realizacdo de métodos de elevada
sensibilidade em analise de superficie € de relevante importancia, pois podem revelar
caracteristicas tais como alguns defeitos nos filmes de LB, incluindo declives, dominios

cristalinos ndo homogéneos, vacancias, heterogeneidade lateral entre outras, que técnicas
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menos sensiveis ndo conseguiriam. Mesmo com essa limitacdo na instrumentacéo, a obtencéo
destes filmes é muito atraente, pois produz filmes ultrafinos com propriedades diferenciadas

daquelas observadas no “bulk” do material, devido ao arranjo molecular [66].

2.4 Filmes de Langmuir e LB de fosfolipidios, aplicacdes como modelos de membrana

frente a complexos metalicos inorganicos

Dentre os diferentes filmes de Langmuir que podem ser obtidos, um tipo especifico é o
formado por moléculas anfifilicas de fosfolipidios. Fosfolipidios sdo moléculas orgéanicas
constituintes de membrana celular com duas extremidades distintas, uma apolar denominada
“cauda”, formada unicamente por cadeias de C e H unidas por um grupo glicerol a uma
“cabega” polar formada de um grupo fosfato seguido de grupos terminais que podem ser
desde simples grupos OH, conhecidos como PG até grupos mais complexos como colina
(PC), serina (PS), etanolamina (PE) entre outros [122]. A formag¢do de monocamadas com
este tipo de biomoléculas tem sido amplamente utilizada em estudos de interacfes
moleculares [67, 68], reconhecimento molecular [66] e outros fenémenos biofisicos [65]
gracas ao ordenamento fornecido pela técnica LB. Esta caracteristica ainda é util para a
engenharia molecular de matrizes de duas dimensdes, tornando estes filmes objetos de

aplicacdo na area de biossensores [66], microeletronica [65] e biotecnologia [67, 68].

Filmes de Langmuir de fosfolipidios tém sido estudados hé& pelo menos trés décadas
[64], gracas ao desenvolvimento de técnicas de caracterizacdo que tem se mostrado uteis em
investigacGes a nivel molecular. Estes reconhecidos modelos de membrana sdo de grande
interesse uma vez que sdo sistemas relativamente simples, que permitem avaliar interacdes
especificas entre &tomos ou grupos funcionais, 0 que ndo é viavel em sistemas de elevada

complexidade como experimentos de cultura celular [69].

Na literatura muitos sdo os estudos com filmes de Langmuir de modelos de
membrana com os mais diferentes tipos de farmacos ou candidatos a farmacos. Dentre estes
estudos, nesta revisdo buscaram-se trabalhos nos quais complexos inorganicos sao avaliados
frente aos diferentes modelos de membrana. Um deles é o trabalho com os dipicolinatos de
vanadio (Il, IV e V) conhecidos por sua atuacdo como agentes antidiabéticos, que foram
aplicados ao modelo de membrana constituido pelo fosfolipidio DPPC, importante

componente de membranas de mamifero. A maioria destes complexos sdo potentes inibidores
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de fosfatases, e atuam no sitio ativo da proteina tirosina fosfatases, exercendo um efeito
indireto no sinal de transdugdo desta proteina. Contudo, a justificativa para o estudo com
modelo de membrana é que alguns compostos de vanddio também causam impacto na
organizacdo de lipidios num sistema de modelo rico em colesterol, e ainda a presenca destes
na membrana pode causar alteracdo na localizagdo dos receptores de insulina em células
sensiveis a esta. Dentre tais complexos, os com elevado estado de oxidag¢do, administrados em
pequenas doses via oral, causaram diminuicdo da concentracdo de glicose no sangue.
Experimentos complementares com micela reversa de AOT (bis-(2-etilhexil)-sulfosuccinato
de sodio) contendo complexos de vanadio também foram realizados e caracterizages por
espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrbnica bem como por espectroscopia na
regido do UV-Visivel permitiram aos autores avaliar as interacdes destes complexos bem
como o grau de penetragdo no modelo de membrana [70].

Filmes de Langmuir de complexos de cromo 11, como o [Cr(NH3)s(H,0)](NOs)s € 0
trans-[Cr(5-metoxisalciclohex)  (H,0),]CIO4, onde 5-metoxisalciclohex= N, N’—
ciclohexanobis-(5-metoxisalicilidenoimina), foram obtidos na forma de filmes mistos com os
seguintes modelos de membrana: dimiristoil-fosfatidil-colina (DMPC), acido dipalmitoil-
fosfatidico (DPPA) e brometo de dioctadecil-dimetil-amdnia (DOMA). A justificativa do
estudo com complexos de Cr se faz pela classificacdo deste ion metalico como micronutriente
essencial ao metabolismo de lipidios e carboidratos, além de sua toxicidade em doses
superiores as indicadas (~ 30 pg/dia). Os filmes LB obtidos foram submetidos as medidas de
raio-X de baixo angulo a fim de mostrar que a interagdo dos compostos causa espagcamento
nas camadas do filme, em acordo com dados das isotermas de pressdo. E nestas medidas
constatou-se que ambos os complexos se adsorvem na regido interfacial da monocamada e
empurram 0s grupos polares para criar espaco. Medidas de fluorescéncia e dicroismo circular
corroboraram com a alteragcdo na organizacdo das bicamadas, além de que estas alteracdes séo

associadas a estrutura dos ligantes coordenados [71].

Outro exemplo é a interacdo entre a porfirina anfifilica catiénica 5,10,15,20-
tetraquis(4-N-tetradecil-piridil)) ou HPyP e trés fosfolipidios saturados: dois negativamente
carregados, DMPA (&cido dimiristoil fosfatidico) e DMPG (dimiristoil fosfatidil glicerol), e 0
zwiteridnico DMPC (L- dimiristoil fosfatidil colina), principais constituintes de lipossomos.
Esta mistura foi estudada como um modelo de transporte de droga na presenca de ions Zn. A

analise das isotermas 7t-A sugeriram que a interacdo lipidio/PyP e a metalacdo da porfirina de
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base livre HPyP com os ions Zn contidos na subfase aquosa, depende da disponibilidade da
carga do grupo de cabeca polar do fosfolipidio e da carga do grupo polar da PyP. A presenca
da porfirina expande a monocamada e diminui o seu mddulo de compressdo da superficie, Cs
! tornando o filme menos rigido. No entanto, quando estas monocamadas séo espalhadas
sobre uma solucdo aquosa com fons de zinco, um aumento de Cs* foi notado no caso de
DMPA, enquanto que um decréscimo é observado quando é utilizado o DMPG, sendo que na
presenca do DMPC (zwiteridnico), a metalagcdo ndo ocorre. Além disto, a maior razdo da area
molecular da mistura ZnPyP:fosfolipidio, em comparagdo com a base livre
(HPyP:fosfolipido), mostra que a ligagdo da porfirina metalada com as células e vesiculas
sintéticas € mais forte, o que melhora sua aplicacdo em terapia fotodindmica, cujo
procedimento é muito aplicado no tratamento de tumores superficiais [72].

Tratando-se de interagcdes de complexos macrociclicos com modelos de membrana, o
estudo da ftalocianina de Sn, (PcSn(O,C(CH2)sCHj3), ou PcSn10 com monocamadas de DPPC
foi realizado e mostrou por diferente medidas de microscopias, BAM para filmes de
Langmuir, AFM e TEM para filmes LB transferidos, a separacdo de fase existente e a
presenca de dominios em formato eliptico. Estes dominios apresentaram anisotropia optica, o
que se deve a organizacdo molecular, além disso por AFM observou-se que os filmes sdo
multicamadas. Uma pesquisa computacional utilizando o método PM3 foi realizada para
determinar a forma como as moléculas PcSn10 preferem organizar-se em filmes de PcSn10
puros. E foi proposta a formacao de conjuntos diméricos, que juntos formaram um modelo de
cristal do filme, desenvolvido através do empacotamento repetido das moléculas de PcSn10,
ao longo de eixos cristalograficos da uma célula unitaria. Estes resultados contribuiram, em
conjunto com as analises de isotermas de pressdo de superficie, para a compreensao da forte
interacdo entre PcSn10 e DPPC na interface ar-agua, onde pequenas quantidades de DPPC (1-
2%) causaram modificacdes no filme de ftalocianina de maneira significativa. Os autores
destacam ainda que a motivacdo para este estudo foi que a mistura adequada com
fosfolipidios possibilitaria a obtencdo de lipossomos para a administracdo da PcSnl0, em
condicdes fisiologicas, sendo estes lipossomos veiculos em sistema de entrega de drogas no

tratamento do cancer por terapia fotodinamica [73].
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2.6 Filmes LB de complexos fosfinicos de Ruténio

Estudos de filmes LB de complexos fosfinicos de Ru séo encontrados na literatura a
cerca de duas décadas [74,75], no entanto um volume e aplicacdes mais significativos séo
observados nos estudos desenvolvidos pela Prof® Dra Karen Wohnrath e seus colaboradores.
Nestes trabalhos os complexos bifosfinicos de ruténio, mer-[RuCls(dppb)(L)] (onde L=
piridina, 4-metilpiridina) [76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83], {TPyP[RuCls;(dppb)]s} (TPyP=
meso-(4-piridil)porfirina) [84] e [{RuCls;(dppb)}.(u-4,4’-bipy)] (4,4’-bipy= 4,4’-bipiridina)
[85], mostram a capacidade de formar filmes finos estaveis, apesar da natureza ndo anfifilica
apresentada por estes complexos.

O primeiro relato foi em 2001, quando o complexo mer-[RuCls(dppb)(L)] (L =
metilpiridina) formou filmes de Langmuir mistos com acido estearico sobre subfase aquosa e
sobre substratos solidos de vidro recoberto com oxido condutor (ITO). Estes filmes foram
avaliados por AFM, técnica pela qual se gerou imagens que comprovaram a deposicdo
homogénea deste complexo na forma de filme misto na proporcéo 75:25 (complexo:acido),
cujos valores de rugosidades se mantiveram na faixa de 6-11 nm para filmes obtidos sobre

subfase aquosa.

Na tentativa de melhorar a transferéncia dos filmes LB ao substrato, um estudo
sistematico de filmes de Langmuir dos complexos mer-[RuCls;(dppb)(L)] (onde L = piridina
ou 4-metilpiridina) puros e mistos com acido estearico foi realizado em subfases aquosa e
contendo CdCl,. Resultados de area por molécula e potencial de superficie, que ndo variaram
linearmente com a concentracdo relativa do acido esteérico, indicaram interacdo entre as
espécies. Em analises dos filmes LB mistos observou-se que esta interacdo ocorreu via
coordenacdo do complexo de ruténio com o &cido estearico, conforme evidenciado pelo
surgimento das bandas vibracionais em 1584 e 1543 cm™ atribuidas as estiramentos COO'.
Mudangas nas absorc@es espectrais dos filmes também foram observadas uma vez que estes
apresentaram mudanca de cor. Medidas de raios-X com auséncia dos picos de Bragg nos
difratogramas referentes a separacdo media do estearato de cadmio, confirmaram a

coordenacdo do acido estearico aos complexos [77].

A diferenca de coloracdo do complexo imobilizado mer-[RuCl;(dppb)(L)] (onde L =
4-metilpiridina em filmes LB em relacdo a cor dos complexos em solucdo, foi investigada por
medidas de espectroscopia que permitiram identificar a oxidacdo das fosfinas durante a

formacdo dos filme de Langmuir sobre a subfase aquosa. Medida de FTIR apresentou uma
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banda em 1187 cm™ atribuidas ao estiramento da ligacdo P-O. E medidas de espectroscopia
de RAMAN, com dois lasers em ressonancia 514,5 e 633 nm, confirmaram que as bandas de
absorcdo em 530 e 690 nm observadas nos espectros de UV-Vis, foram atribuidas ao grupo
aromatico e a transferéncia de carga do P-Ru, respectivamente [78].

Com a finalidade de melhorar o processo de transferéncia de elétrons, bem como
intensificar a separacdo de picos da oxidacdo dos analitos dopamina e &cido ascérbico, o
complexo mer-[RuCls(dppb)(py)] foi estudado na presenca de polianilina (PANI) em
diferentes propor¢cbes molares. Os filmes LB mistos quando caracterizados
eletroquimicamente apresentaram um pico de oxidacdo em -0,23 V e um pico de reducdo em -
0,35 V similar aos processos da PANI (-0,26 e -0,37 V), mas em menores potenciais uma vez
que o complexo de Ru facilita a oxidacdo deste polimero e a técnica LB proporciona
organizacdo com forte interacdo molecular entre as espécies presentes no filme [80]. Este
comportamento foi diferente dos filmes cast da mesma mistura, pois neste caso existe uma
fraca interacdo entre 0s compostos, predominando a ocorréncia de agregados [79,80]. Estes
filmes ultrafinos, quando depositados sobre eletrodos interdigitados de ouro, foram utilizados
em sistemas sensoriais conhecidos como “lingua eletronica”, na presenca de analitos
(sucrose, quinino, NaCl e HCI). Resultados de espectroscopia de impedancia mostraram a
importancia da natureza molecularmente nanoestruturadas pela comparacdo das respostas de
medidas dos filmes LB com os dados obtidos dos filmes cast, do composito PANI/Rupy (
proporcoes 10, 30 e 50 mol%). E a partir da aplicacdo do método estatistico de Anélise de
Componentes Principais, PCA do inglés “Principal Component Analysis”, que visa buscar a
méaxima variabilidade dos resultados e a minima perda de informagfes permitindo uma
diferenciacdo das amostras, identificou se as amostras semelhantes ou ndo, qual das variaveis
contribui mais para a diferenciacdo entre as amostras e ainda, como as amostras estavam
correlacionadas entre si. De forma geral os valores das respostas dos filmes LB foram mais
proximos entre si, indicando melhor reprodutibilidade em relacdo aos filmes cast. Este
sistema se destacou pela baixa dispersdo de dados e distincdo em baixas concentracGes
molares de sabores melhor que a lingua humana. [81, 82]. Além dos sabores, estes sensores
foram capazes de distinguir bebidas comerciais como agua mineral de diferentes fabricantes,
agua de coco natural, agua de coco comercial além de agua de torneira e agua destilada
(sistemas complexos de liquidos) de maneira rapida, simples e com boa eficiéncia onde em

alguns casos ocorreu detec¢do de concentragdes em nivel de ppb [81].
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Os promissores resultados com os filmes LB de complexos bifosfinicos
mononucleares estimularam ainda o estudo com o complexo binuclear [{RuCls(dppb)}2(u-
4,4’-bipy)] pela técnica LB, cujo resultado eletroquimico obtido quando comparado aos
filmes preparados por outras técnicas de imobilizacdo, cast e dip-coat, apresentou maior

1nm

corrente de pico do processo redox, Ru,"""/ Ru,"", atribuido & alta organizacéo fornecida

pela técnica LB [85,84].

E por fim cita-se ainda a aplicacdo do complexo mer-[RuCls;(dppb)(4-Mepy)] em
eletrodos de pasta de carbono, cujas respostas eletroquimicas foram comparadas as de
eletrodos obtidos por técnicas de Langmuir e cast. Todas as formas de imobilizacbes se
mostraram robustas e aplicdveis no sensoriamento de dopamina e &cido ascorbico. As
respostas de corrente de pico de oxidacdo destes analitos dependeram da forma de
imobilizacdo e da organizacgéo estrutural do complexo em cada eletrodo. Destacando-se que 0
eletrodo de pasta de carbono, além de apresentar maiores correntes, é vantajoso por ser de
facil preparagéo e de superficie renovavel. J& a menor quantidade de material utilizado foi na
preparacdo dos filmes LB deste complexo com superficie molecular mais reprodutivel [83].
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3. OBJETIVOS

Baseado na descoberta da atividade bioldégica comprovada e o emprego dos complexos

de ruténio, em especial os complexos bifosfinicos, como promissores metalofarmacos, esta

tese teve por objetivo avaliar a atividade antitumoral do complexo mer-[RuCls(dppb)(VPy)]

(RuVPy) e investigar o mecanismo de acdo a partir da interagdo com fosfolipidios utilizando

monocamadas de Langmuir, filmes LB e lipossomos como modelos de membrana celular,

cuja simples estruturagdo permitem uma avaliacdo em nivel atdmico.

Em consonancia com isso, 0s objetivos especificos do presente estudo foram:

(i)

(i)
(iii)

(iv)

v)

(vi)

(vii)

Avaliacdo da atividade antitummoral do complexo RuVPy frente a linhagem de

células de carcinoma de laringe humana e celulas controle normais;
Realizacao de célculos tedricos do complexo RuVPy;

Investigacdo das interacGes entre 0 RuVPy e o modelo de membranas lipidicas,
com os fosfolipidios zwiteriénico DPPC e os anionicos DPPG e DPPS nos filmes
de Langmuir. Caracteriza¢cdes convencionais da técnica de Langmuir por isotermas
de pressdo, medidas de compressibilidade, BAM, PM-IRRAS e determinagéo e

avaliacdo dos parametros termodindmicos;

Preparacao de filmes LB a partir dos filmes de Langmuir do RuVPy e membranas

lipidicas e caracterizacGes por medidas espectroscopicas e morfoldgicas;

Caracterizacdo eletroquimica dos filmes LB contendo o complexo RuVPy e

membranas lipidicas, para a compreensdo da interacdo entre as espécies estudadas.

Preparacdo e caracterizacdo de lipossomos formados com o complexo RuVPy e

fosfolipidios.

Estudo antitumoral do complexo RuVPy na forma de lipossomos
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 Reagentes

Os fosfolipidios L-dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), rac-
dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) e L-dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS) foram adquiridos
da Avanti Polar Lipids, todos com 99% de pureza. O RuCls.nH,;O e 4-vinilpiridina foram
obtidos da Sigma-Aldrich, todos com grau de pureza analitico e foram utilizados sem demais

tratamentos, assim como demais 0s reagentes e solventes utilizados.

4.2 Sintese do complexo RuVPy

O complexo mer-[RuCls(dppb)(VPy)] foi sintetizado de acordo com uma rota
estabelecida para complexos bifosfinicos com ligantes n-heterociclicos similares [85, 86], os
quais partem da substituicdo do ligante aqua do complexo precursor mer-[RuCls(dppb)H,O]
pelo ligante 4-vinilpiridina na proporc¢do 1:1,1 (complexo/ligante), em meio de CH,Cl,, sob
refluxo em atmosfera de Ar. A reacdo foi agitada por 4 horas. Notou-se que ao decorrer da
sintese, o precursor inicialmente pouco solivel em CH,Cl, deixou de existir e a reagédo
permaneceu com uma coloracdo vermelha mudando somente de intensidade. A seguir,
reduziu-se o volume desta solugéo até 10 % do volume inicial e adicionou-se hexano a fim de
precipitar os cristais do complexo. Filtrou-se a vacuo esta suspensao vermelha, lavou-se com
hexano e secaram-se 0s cristais em dessecador. Rendimento: 71%. C3sH3sNP,ClsRu (MM =
738,71 g.mol™) Calc. Anal. para C 56,90; H 4,73; N 1,90%. Encontrou-se: C 56,40; H 4,52; N
2,06%. IR vmax/cm™: v(P-C)= 516, 1002, 1087, 1484 v(C-H)= 1433; v(Ru-N)= 435. UV-vis:
Amax/nm (¢ = mol™ L cm™): 262 (8,55x10%, 390 (3,900x10%), 450 (2,25x10°%), 530
(2,46x10%). EPR: g;= 2,40; g,= 2,00; gs= 1,69.

4.3 Filmes de Langmuir

Os filmes de Langmuir do RuVPy, DPPC, DPPG e DPPS puros e suas respectivas
misturas nas seguintes proporc¢des de complexo (100, 90, 70, 50, 30, 10 e 0 %) foram obtidos
em uma cuba Mini KSV, equipada com sensor de Wilhelmy, para medidas de pressdo de
superficie, instalada em sala limpa classe 10.000 do Grupo de Polimeros Bernhard Gross no

Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC), USP. Como subfase utilizou-se o tampédo fosfato



41

salino (Na;HPO4/NaH,PO,4 pH 7.4 com 150 mM de NaCl) em agua ultrapura (18,2 MQ.cm)
obtida em um sistema Millipore Simplicity e mantida em torno de 20 °C. As solugdes estoque
dos compostos foram obtidas dissolvendo RuVPy e DPPC em CH,Cl; e DPPG e DPPS em
CH,CIl,/MeOH, na proporgéo 4/1 (v/v), a fim de se obter uma concentragdo de 1 mM. Depois
de misturadas estas solu¢bes nas mencionadas proporgdes, foram coespalhadas na subfase
aquosa com auxilio de uma microsseringa. Esperou-se 15 minutos para a evaporagdo do
solvente e estabilizacdo da monocamada e apdés, os filmes de Langmuir foram comprimidos

numa velocidade de 10 mm min™.

4.4 Filmes Langmuir-Blodgett (LB)

Os filmes LB foram fabricados transferindo os filmes de Langmuir da subfase aquosa
para uma superficie solida com o auxilio de um brago mecénico (dipper). Os filmes foram
comprimidos até atingir a pressdo superficial de transferéncia em 30 mN m™ conforme
pressdo de biomembranas [87]. Antes de iniciar a transferéncia dos filmes de Langmuir,
esperou-se 15 minutos para a estabilizacdo da monocamada mantendo a pressdo alvo
constante. A transferéncia do filme de Langmuir para uma superficie solida foi feita com
velocidade de subida e descida do dipper de 0,5 mm min™ para monocamadas de RuVPy puro
e 5 mm min™ para os fosfolipidios puros e misturados ao complexo. Deposicdo do tipo-Y, ou
seja, deposicdo na subida e descida é obtida para o complexo RuVPy puro e deposicdo do
tipo-Z, com aderéncia somente na subida para monocamadas com fosfolipidios e filme misto.
As taxas de transferéncias (TR), parametro definido pelo decréscimo da area ocupada por
monocamada (AA) dividida pela area da superficie solida imersa na subfase (A), foram
proximas da unidade confirmando a efetiva transferéncia da monocamada da interface agua-ar
para os substratos solidos, tais como laminas de silica fundida (grau infravermelho), ITO e

carbono vitreo de dimensdes proximas a 20 mm?.

4.5 Filmes cast de DPPC puro e com 10% de RuVPy
Estes filmes foram obtidos em um disco de carbono vitreo (ECV) embutido em um
cilindro de teflon com &rea de 0,7 cm?. Este eletrodo foi limpo via polimento com pasta de

alumina, 0,05 mm, seguido de sonicacdo durante 5 minutos em alcool isopropilico. Apos este
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procedimento o ECV foi imerso em tampdo PBS pH 7,4 e submetido a potencial de 1,5 V
durante 3 minutos, a fim de polarizar o eletrodo. Depois de polarizado, este foi seco sob N e
subsequentemente uma aliquota de 5 pL da solucdo dos fosfolipidios puros, ou misturados
com 10% de RuVPy, foi adicionada sobre a superficie do eletrodo com auxilio de uma
microsseringa. Esta solucdo foi seca a temperatura ambiente levando a formagéo espontanea
de uma bicamada lipidica suportada. Escolheu-se esta propor¢do devido a concentracdo do
complexo ficar proxima da concentracdo de ICs nos testes de atividade bioldgica e por ser
capaz de causar alteracdes nos Filmes de Langmuir dos fosfolipidios.

4.6 Preparo de formulacéo lipossdmica do complexo RuVPy em vesiculas de DPPC
Vesiculas multilamelares de fosfolipidio DPPC puro e contendo o complexo RuVPy
foram obtidas pelo método de hidratacdo dos filmes finos[88]. Neste método primeiramente
solubilizou-se fosfolipidio puro ou com 10 % de complexo de ruténio em solvente organico,
no caso CHCI; para vesiculas de DPPC. Em seguida o solvente foi eliminado destas solugdes
1 mmol L™ através de evaporacgdo, em atmosfera de N, para obtencdo de um filme lipidico.
Mantém-se este filme em dessecador por 24 h e posteriormente hidratou-se com tampéo
fosfato pH 7,4 para formacao de lipossomos. Esta solugdo foi submetida a banho de sonicacéo
por 2 h e mais 20 mim de sonicacdo em ultrasonicador de ponta, Sonics Vibra-Cell VCX 500,

com amplitude de 40% a fim de reduzir o tamanho das vesiculas.

4.7 Principios e condicBes experimentais das técnicas de caracterizacao
Nesta secdo estdo descritas as condicGes experimentais e 0s equipamentos utilizados

para caracterizar o complexo, os filmes de Langmuir, LB, cast e lipossomos obtidos.

4.7.1 Estudo tedrico da estrutura do complexo RuVPy puro

Para obtencdo da estrutura otimizada do RuVPy foram realizados estudos quanticos
tedricos em nivel DFT utilizando-se o0 pacote de programas Gaussian 03[89]. O método
B3LYP com o conjunto de base Lanl2dz foi utilizada, visto que descreve todos 0s &tomos que
estdo presentes na molécula [90]. A partir da estrutura otimizada foi obtido o mapa de

potencial eletrostatico do complexo em estudo, o qual foi visualizado pelo programa Molekel
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5.3 [91]. Os célculos computacionais para o complexo foram realizados pela Prof® Dra
Barbara Celania Fiorin do Departamento de Quimica da UEPG.

4.7.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear - RMN *'P{*H}

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos utilizando o
espectrometro de RMN para amostras solidas e liquidas (BRUKER UltraShield Advance AV,
campo magnético de 9,4 T e frequéncia de 400 MHz) do Complexo de Laboratério
Multiusuérios da UEPG. Os espectros de *'P{*H} foram obtidos em solugdo desaerada de
DMSO, CHCI3 e CHCI3/MeOH na proporgéo 4/1 (V/V) com um tubo capilar contendo D-0.
Os deslocamentos quimicos sao relativos ao H3PO4 85%. Cada espectro foi obtido apds 320
scans, com frequéncia de acoplamento para *'P de 161,97 MHz. As solucdes dos fosfolipidios
e do complexo utilizado tinham concentracdo 1 mmol L™ e as suas misturas continham 90%

do volume de fosfolipidios e 10% do complexo RuVPy.

4.7.3 Espectroscopia de Absor¢ao na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Os espectros eletronicos para as solugbes dos compostos foram registrados em um
espectrofotobmetro Varian modelo Cary 50 Bio (GDEM/UEPG) usando uma cubeta de
quartzo, caminho 6ptico de 0,5 cm, com solugdes de concentracdo 0,5 mmol L™ na faixa de
200-800 nm.

4.7.4 Ensaio de viabilidade celular

A atividade bioldgica foi testada em células de carcinoma de laringe humana, HEp-2
(ATCC CCL23) e em celulas controle normais de rim de macaco verde africano denominadas
células VERO. Ambos os tipos de células foram cultivadas em meio Dulbecco modificado
por Iscove - IMDM (Sigma St. Louis, Missouri, USA) suplementada com 10% de serum fetal
bovino, 10000 IU mL™ de penicilina e 10 mg mL™ de estreptomicina em ambiente Gmido
com 5% de CO, a 37 °C. As células foram mantidas a esta temperatura como uma
monocamada confluente e foram rotineiramente sub culturadas duas vezes por semana. Para
ensaios de atividade, placas de 96 pocos foram utilizadas com poco contendo 1 x 10° células

que apos remocgdo do meio de cultura foram incubadas por 24 h com diferentes concentragdes
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de RuVPy (5 - 250 pg mL™) dissolvido em DMSO. Ressalta-se que as diluicdes ocorreram
usando o meio de cultura e apresentavam uma concentragéo final de 1% de DMSO. Controles
foram sempre tratados com a mesma quantidade de DMSO como usado nos correspondentes
experimentos. Apds o periodo de incubacdo, as células foram lavadas com tampdo fosfato
salino e meio fresco de cultura foi adicionado, sendo que e as células foram mantidas a 37 °C,
5% de CO, e 95% de ar durante mais 48 h.

A viabilidade celular ou citotoxicidade do complexo RuVPy foi avaliada através de
um ensaio colorimétrico baseado na conversdo celular do sal de tetrazdlio em formazan na
presenca de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio [92], este ensaio é
comumente denominado de teste MTT (Sigma). A cada poco da placa, 50 pL de solu¢do 1 mg
mL™ de MTT em meio de IMDM foi adicionado, seguido de 3 h de incubacéo a 37 °C, 5%
CO; e 95% ar. A solucdo de MTT foi removida, 50 pL de etanol e 150 pL de solugédo
contendo tampao fosfato salino e isopropanol (1:1) foram adicionados em cada poco a fim de
solubilizar os cristais formados. A absorbancia de cada poco foi lida em um leitor de
microplacas (Versamax, Molecular Device) a 550 nm do grupo de Nanotecnologia
Farmacéutica da UNICENTRO, sendo proporcional ao numero de celulas vivas.
Experimentos foram realizados em sextuplicatas para cada concentracdo do RuVPy e para as
células controles. Os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo e o indice de

sobrevivéncia (IS) foi calculado de acordo com a equacéo 3[93]:

Adroga

IS = x 100%, onde A é a absorbancia ...........c.ccecuvrvrrnenene [3]

A controle

A concentracdo inibitéria média, 1Cso, foi obtida como a concentracdo que causou
50% de inibicao da viabilidade celular, sendo calculada utilizando o software Calcusyn [94] e

multipla analise do efeito do farmaco.

4.7.5 Andlises termodinamicas dos filmes de Langmuir mistos

As interacdes em filmes mistos fosfolipidio/RuVPy nas seguintes proporcdes de
complexo (0, 10, 30, 50, 70, 90 e 100 %) foram interpretadas baseando-se na miscibilidade
dos componentes destes, sendo que a existéncia de interacbes € sugerida a partir da regra da
aditividade (Equacdo 4). Quando uma monocamada mista apresenta um comportamento néo-
ideal (desvio a regra da aditividade), sugere-se interagdes moleculares, ja que as propriedades

ndo dependem linearmente da composi¢do da monocamada [95].
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A () = A X1(m) + AX5 () e, [4]

Sendo que, Aj, é a area molecular média no filme misto, X; e X, sdo as fracdes molares dos
componentes, A; e A, sdo as areas moleculares nos filmes dos componentes na mesma

pressao de superficie.

A fim de analisar o comportamento fisico-quimico de monocamadas mistas,
parametros termodinamicos, tais como area em excesso (AAF), energia livre em excesso
(AGF) e energia livre da mistura (AGM), podem ser mensurados a partir das isotermas de
pressao de superficie vs area por molécula [96]. Com estes parametros, obtém-se informacoes
importantes sobre a miscibilidade entre os componentes da monocamada, empacotamento

molecular, forga de interacdo e a estabilidade das monocamadas mistas.

Inicialmente, para o estudo das monocamadas realizou-se o calculo da area em excesso
(AAF), a qual é determinada pela diferenca entre a area molecular experimental dos filmes

mistos (Aexp) € a area molecular ideal (A12) [95,97], através da equacéo 5.
AE = Aexp - A12 = Aexp - (XlAl - XzAz) .............................. [5]

Se a mistura é ideal ou se os dois componentes s&o imisciveis, AAF é zero, sendo que
AAF = f(X1) é uma linha reta. Qualquer desvio destas condicdes de linearidade indica ndo-
idealidade e miscibilidade entre os componentes [95]. Desvios positivos sdo interpretados
como a presenca de interacdes de repulsdo entre as moléculas na monocamada mista,
enquanto os desvios negativos representam interacGes atrativas [98]. Ou seja, a condensacao
da monocamada ocasiona em valores negativos de AAF, enquanto a AAF positivos indicam a
expansdo da monocamada [95]. Os desvios sdo observados nos filmes mistos devido a fatores

geométricos ou interacdes hidrofobicas [95,98].

Outro pardmetro termodinamico que pode ser estudado através das isotermas ©-A € a
energia livre em excesso (AGF), e esta é tratada como uma indicacdo de interacdes e
estabilidade da monocamada mista [95]. Em 1957, Frank Goodrich mostrou como a energia
livre em monocamadas mistas pode ser avaliada a partir de dados experimentais [97], sendo
que a natureza e extensdo das interacfes entre as moléculas em um filme misto dependem
fortemente da pressdo do sistema e também do nivel de organizacdo da monocamada [99]. O
valor de AGF pode ser calculado diretamente através das isotermas 7-A utilizando a equacio
6:
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AGE = [ Agrp — Ar2dT = [ Apyp - (X1 Ay — XpA45)AT oo [6]

sendo Aj, a area molecular média para uma mistura ideal e Acp a area molecular obtida

experimentalmente em determinada pressao de superficie.

AGF negativas indicam a formacdo de monocamadas mistas estaveis e sugerem forte
interacdo entre os dois componentes, enquanto um valor positivo indica que as interacdes
entre 0os dois componentes sdo mais fracas que as interacbes no filme puro [95,96,100], e
ainda que ocorre a separacdo de fases na monocamada[95]. Portanto, AGF < 0 indica interacio
atrativa entre as moléculas que compdem o filme misto e valores de AGF > 0 indica interagdes
repulsivas entre as moléculas que compdem a monocamada mista, e provavelmente um dos

componentes da monocamada forma agregados bidimensionais [99].

A fim de se analisar quantitativamente a estabilidade das monocamadas mistas, pode-

se calcular a energia livre da mistura (AGM), a qual é dada pelas Equacdes 7 e 8.
AGM = AGE 4+ AG™ ..o, [7]
AGID = RT (Xll‘rle - lenXZ) ....................................... [8]

onde AG'™ representa a energia livre ideal, R a constante universal dos gases (8,31451 J K™

mol™) e T a temperatura em Kelvin.

Se uma monocamada mista € mais estavel que os filmes dos componentes puros, a
energia livre da mistura (AG™), dada pela Equacéo 7, é negativa. Em geral, tém-se que AGM <

0 indica interacdes atrativas e AG™ > 0, interacdes repulsivas [95,96].

Além disso, parametros termodinamicos que refletem as interac@es e tamanho da forca
de ligacdes intermoleculares podem ser analisados com mais detalhes, conforme discutido a
seguir [101,102,103]. De acordo com a teoria da solu¢cdo normal [101,102,103], o coeficiente
de atividade f; € dado segundo a equacao 9 [103,104].

1-X,)? 1-X5)2
]nfl = %' lnf2 = el G R [9]

onde f; e f, representam o coeficiente de atividade para os componentes da mistura (X, e X;) e
o é a troca de energia a qual descreve as forcas coesivas entre moléculas distintas[101,102], e

isto pode ser calculado pela equagéo 10.
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O parametro de interacéo (Ip) foi calculado de acordo com a Equacgéo 11. E este reflete
o tamanho da forca de ligacdo ou interacdo entre os diferentes tipos de moléculas. O sinal do
valor de Ip depende do AG®*®, onde maior valor negativo de Ip corresponde & interacdo mais
forte [101,102,103].

Todas as analises termodinamicas (A, AGF, AG, f;, f,, @ and Ip), foram analisadas

nas pressdes entre 5-30 mN m™.

4.7.6 Microscopia de Angulo de Brewster (BAM) dos filmes de Langmuir

As micrografias de BAM dos filmes de Langmuir dos compostos puros e das
misturas com 10% de RuVPy sobre subfase de tampéo fosfato salino foram obtidas utilizando
0 microscopio modelo BAM2PIlus da Nanofilm Technologies da Alemanha, equipado com
emissao de laser de 30 mW, com luz p-polarizada a 690 nm, que permitiram obter imagens de
2 pum de resolucdo. Este microscopio esteve acoplado a uma cuba NIMA, modelo 601M, e a
uma camera CCD (Charge-Coupled Device). O angulo utilizado para realizacdo das medidas
foi de 52,16°. Estas medidas foram possiveis apds formacdo do filme de Langmuir onde o
indice de refracdo na interface ar/agua é ligeiramente alterado, dando origem a luz refletida na
direcdo da camara. Uma imagem da estrutura pelicular interfacial é formada pelo contraste
das regides com menor concentracdo molecular do filme (regiGes escuras - sem reflexdo) e os
pontos em que a superficie da dgua é coberta com uma concentragdo molecular mais elevada
do filme (regiGes brilhantes - reflexdo) [105]. Todas as medidas foram realizadas em
duplicatas no laboratério do Grupo de Polimeros Bernhard Gross no IFSC da USP- S&o

Carlos.

4.7.7 Espectrometria de massa com ionizacado por spray eletrostatico
Uma solucdo acida em acetronitila do RuVPy a 0,2 mg.mL™ foi caracterizada por
espectrometria de massa utilizando um espectrometro LTQ XL Linear lon Trap da Thermo

Fisher Scientific INc., com ionizacdo por spray eletrostatico (ESI - do inglés electrospray
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ionization). Com software Xcalibur 2.1. Estas medidas foram realizadas em colaboragédo com

o0 Prof. Marcio P. de Araujo do Departamento de Quimica da UFPR.

4.7.8 Espectroscopia de absor¢do e reflexdo na regido do infravermelho — Mddulo
Polarizado (PM-IRRAS) de filmes de Langmuir e LB

Os espectros de absorcdo e reflexdo na regido do infravermelho dos filmes de
Langmuir foram obtidos sobre subfase aquosa utilizando o espectrofotometro KSV/PMI,
modelo 550 (KSV instrument Ltd, Helsinki, Finlandia) do Grupo de Polimeros Bernhard
Gross no IFSC da USP- Séo Carlos e no Laboratério do Departamento de Ciéncias Exatas e
da Terra da UNIFESP — Campus Diadema sob superviséo do Prof® Luciano Caseli. A Cuba de
Langmuir foi configurada de modo que o feixe de luz atinge a monocamada com um angulo
de incidéncia determinado de 80°. A luz recebida foi continuamente modulada entre
polarizacdo s e p, com uma frequéncia elevada, 0 que permite medicdo simultanea de
espectros para as duas polarizacdes. A diferenca das frequéncias de polariza¢bes forneceu
informacGes especificas de superficie e a soma destas serviu como espectro de referéncia.
Como os espectros foram medidos simultaneamente, o efeito do vapor d'adgua foi largamente
reduzido [106].

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos filmes LB foram obtidos a
partir da analise das monocamadas sobre substratos de Si (10 x 20 mm) utilizando 0 mesmo
espectrofotometro KSV/PMI, modelo 550, com resolucdo de 4 cm™. Este equipamento foi
escolhido uma vez que grande sensibilidade é requerida para analise de tdo pequena
quantidade de amostra existente sobre os substratos solidos. Como referéncia (“branco”), para
0S ensaios, utilizou-se lamina de Si sem a presenca de monocamadas, sendo os demais

parametros mantidos iguais aos utilizados para filmes sobre subfase.

4.7.9 Medidas eletroquimicas de Filmes LB e cast

Medidas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia foram realizadas em
um potenciostato/galvanostato, Autolab PGSTAT30 (Eco Chemie B.V., Utrecht, the
Netherlands), no GDEM da UEPG na presenca de tampdo PBS como eletrolito suporte. Uma
cela eletroquimica convencional de trés eletrodos foi utilizada com Ag/AgCls,: como eletrodo

de referéncia, um fio de Pt como auxiliar e como eletrodo de trabalho utilizou-se os filmes
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obtidos. Os voltamogramas foram realizados em temperatura ambiente com velocidade de

varredura de 100 mV s

Para as medidas de impedancia a faixa de frequéncia utilizada foi de 10 kHz a 0.1 Hz
com amplitude de sinal de 10 mV. Nestes ensaios de impedancia, como sonda redox, utilizou-
se a solucéo do par Ks[Fe(CN)s]:Ka[Fe(CN)g] na propor¢éo 1:1 com concentracdo de 5 mmol
L™ na presenca de tamp&o PBS como eletrélito suporte, com potencial formal do sistema de
0,2 V.

4.7.10 Distribuicéo de tamanho dos lipossomos e potencial Zeta

O tamanho dos lipossomos e o potencial Zeta foram obtidos por espalhamento de luz
dindmico (Dynamic Light Scattering ou DLS) utilizando um equipamento da ZETASIZER
modelo NANO ZS90 da Malvern, equipado com laser de He-Ne (A= 633 nm) como fonte de
radiacdo, a temperatura de 25°C. As medidas foram realizadas em cubetas descartaveis de
poliestireno contendo 1 mL de solucdes diluidas, com concentracdo 0,2 mmol L™, com
volume de espalhamento minimizado com uma abertura de 4,6 mm e angulo de leitura de 90°.
Estabeleceu-se como indice de refracdo 1,33 e viscosidade de 0,9640 relativo ao uso de
tampao fosfato salino como dispersante, em acordo com especificacBes pre-existentes no
equipamento. As medidas foram realizadas no Complexo de Laboratérios Multiusuarios da
UEPG num periodo de 15 dias com as mesmas solucdes lipossémicas estocadas sob

refrigeracao.

4.7.11 Microscopia eletronica de varredura por efeito de campo (FEG) de lipossomos

As solucdes diluidas contendo lipossomos com e sem complexo RuVPy foram
analisadas na forma de filme cast sobre substrato metalico em um microscopio eletrénico de
varredura de efeito de campo com fonte de ions focalizados (FIB) da Shimatzu, modelo
VEGA e MIRA 3 instalado no Laboratorio Multiusuarios da UEPG. A emissdo de feixes de
elétrons ocorreu de um filamento capilar de tungsténio (eletrodo negativo), mediante a
aplicacdo de uma diferenca de potencial de 17 e 15 kV, com imagens ampliadas 28 e 13 kx,

respectivamente.
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5. RESULTADOS E DICUSSOES

Conforme apresentado na introducdo, os complexos bifosfinicos de ruténio com a
unidade “RuClIn(P-P)” sdo interessantes sobre o ponto de vista estrutural, pois podem ser
coordenados a varios tipos de ligantes. Além disto, podem formar filmes de Langmuir e LB,
puros e mistos, com distintas aplicac@es, tais como sensores para moléculas bioldgicas e
sensoriamento de paladares.

O complexo mer-[RuCls(dppb)(VPy)], sintetizado durante o meu projeto de mestrado
[159], foi escolhido neste trabalho apds a constatacdo na literatura de que complexos com
estrutura similar [48] e com ligantes nitrogenados [56, 57], sdo ativos na inibicdo de
crescimento de diferentes tipos de ceélulas de céncer. Dentro do modo de agdo destes
compostos inorganicos propde-se a interacdo com estruturas celulares, como DNA, proteinas
entre outras, o que motivou a realizacdo do teste biolégico do complexo RuVPy e o estudo da
sua acgdo frente a fosfolipidios, os quais sdo biomoléculas formadoras de membrana celular.
Destaca-se que na literatura até entdo ndo existiam trabalho com complexos de Ruténio e

modelos de membrana o que tornou este trabalho inédito.

5.1 Estudo de interagdo do RuVPy com DMSO e fosfolipidios

Complexos metéalicos de ruténio podem sofrer diversas reacdes quando em superficie
celular, sendo a substituicdo de ligantes uma das principais reacfes que ocorre no organismo.
Estas interacdes dependem do tipo de ligante presente e do estado de oxidacdo do centro
metéalico, o que torna a compreensdo do comportamento do metalofarmaco em meio bioldgico
de fundamental importancia [107]

Experimentos com o complexo RuVPy solubilizado em DMSO, foram realizados
pois nos ensaios bioldgicos este € o solvente utilizado quando compostos insollveis sdo
testados. O DMSO substitui as moléculas de agua no material biolégico mantendo sua
estrutura e funcdo fisioldgica nativa o que permite que se avalie a atuacdo dos compostos
neste meio [108]. Inicialmente foram acompanhadas as alteracbes espectrais por
espectroscopia de absor¢do de luz na regido do visivel para averiguar a mudanca na esfera de
coordenacdo do RuVPy. Conforme apresentado na Figura 5, em meio ndo coordenante, tal
como CH,Cl,, este composto apresenta em seu espectro trés bandas, a saber, um ombro em

350 nm atribuido & transicdo de transferéncia de carga do ligante para o metal (TCLM), que
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corresponde a transferéncia de elétrons dos orbitais (3pc*dn) do dtomo de fésforo do ligante
bifosfinico (dppb) para o orbital dn do metal [109]. Uma banda em 450 nm que é associada a
transferéncia de elétrons do atomo de nitrogénio da piridina para o metal e a banda em 530
nm é atribuida a transicdo dos orbitais do cloro para o metal [p7(Cl) — dr(Ru(111))][78]. Em
solugéo de DMSO, propusemos a formacao do complexo mer-[RuCls(dppb)(DMSO)], pois no
instante inicial o espectro possui 0 mesmo perfil descrito para CH,Cl,, ou seja, uma banda em
336 nm (TCLM), uma banda em 420 nm associada com a transferéncia de elétrons do &tomo
de oxigénio do DMSO para 0 metal e a banda em 532 nm atribuida a transi¢do dos orbitais do
cloro para o metal [prt(Cl) — dn(Ru(l11))]. Este composto ja é descrito na literatura a partir da

reacdo entre o complexo precursor mer-[RuCl;(dppb)H.O] na presenca de DMSO [110].

No decorrer de 24 h de reacdo do RuVPy na presenca de DMSO, € proposta a
formacdo do complexo de Ru(ll), trans-[RuCl,(dppb)(DMSO),] [110], pois foi observado que
0 espectro sofre alteragdes significativas como deslocamento batocrémico da banda atribuida
ao ligante bifosfinico (360 nm), desaparecimento da banda da transicdo do N da piridina para
0 metal em 450 nm e decréscimo de intensidade do ligante cloreto (530 nm) devido ao
aumento da simetria da estrutura do complexo do complexo trans-[RuCl,(dppb)(DMSO),].
Este complexo ja foi obtido e caracterizado em outro trabalho a partir de experimentos de
eletrolise exaustiva do mer-[RuCls(dppb)(DMSO)] em -0,3 V (vs. Ag/AgCl) sendo suas
caracteristicas de RMN 31P e UV-Vis similares as observadas para complexos da série -
[RuCl,(dppb)(L),] onde L= n-heterociclico [86].
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Figura 5: Espectros de absorc¢éo na regido do ultravioleta visivel para o complexo RuVPy com concentracdo de

0,5 mmol L* em CH,CI, e DMSO realizados com solugdo fresca e ap6s 24 h.
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A confirmacdo da formacdo de espécie de Ru(ll) na presenca de DMSO foi obtida
por experimentos de ressondncia magnética nuclear de fésforo. O complexo mer-
[RuCls(dppb)(VPy)] ndo apresenta sinal em espectros de RMN de *'P, e sim trés valores de
tensor g no espectro de ressonancia paramagnetica eletronica (EPR) [159], porém um
simpleto ¢ observado com deslocamento quimico (6) em 31 ppm no espectro obtido no
instante inicial da adicdo de DMSO (Figura 6a). Este simpleto foi atribuido ao ligante dppb
em sua forma livre oxidada, dppbO [111], proveniente de impureza do complexo precursor.
Apesar de serem esperados dois simpletos em 6 -16 e 32 ppm para o dppbO [111], a auséncia
do sinal em -16 ppm ¢€ atribuida a sua baixa intensidade e pouco tempo de maquina, como
sera discutido em experimentos posteriores na presenca de fosfolipidio. Com o passar do
tempo da adicdo de DMSO a solucdo do mer-[RuCls(dppb)(VPy)] (Figura 6b), um simpleto
pouco definido em o6 41,8 ppm surgiu devido a presenca de 4atomos de fosforo
magneticamente equivalentes coordenados, sugerindo a formacdo do complexo trans-
[RuCl,(dppb)(DMSO),] [86,110]. Além deste pico, um deslocamento do simpleto de & 31
para 33 ppm foi observado pois na presenca de oxigénio ocorre a oxidacdo da dppbO a
dppbO,, em sua forma livre [112]. Os simpletos, em & 33 e 41,8 ppm, ndo sofreram
deslocamento apés 24 h de reagdo in situ, tempo este igual a incubacdo do complexo na
solugdo do meio de cultura (DMSO 1%) (Figura 6c), confirmando a formagdo do complexo
trans-[RuCl,(dppb)(DMSO);], na presenca de dppbO; livre. Todo 0 mecanismo desta reagédo

que se propde € apresentado na Figura 7.
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Figura 6: Espectros de RMN de *'P do complexo RuVPy em DMSO no tempo inicial do experimento (a), ap6s
2 horas de adi¢do de DMSO (b) e 24 horas de adi¢do de DMSO (c). Referéncia D,O/ H;PO,4 85%, a 200 MHz a

temperatura ambiente.
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Figura 7: Mecanismo dissociativo proposto do RuVPy na presenca de DMSO formando o complexo
mer-[RuClz(dppb)(DMSO0)] e posteriormente o complexo trans-[RuCl,(dppb)(DMSO),].

Sabendo-se que o complexo pode sofrer alteragdes em sua esfera de coordenacdo em
presenca de DMSO, também buscou-se entender a interacdo do complexo RuVPy com 0s
fosfolipidios, que sdo os principais constituintes de membranas celulares, sem a presenca de

DMSO, que por si so ja causa significativas alteracdes em modelo de membrana [113].

Os fosfolipidios escolhidos sdo moléculas anfifilicas, ou seja, apresentam uma
cabeca polar, que no caso do zwitteribnico DPPC (Figura 8A) é um grupo colina (sal
quaternario de etilamina) e dois fosfolipidios aniénicos, DPPG (Figura 8B) com um grupo
glicerol e DPPS (Figura 8C) com um grupo serina (grupo acido organico). Todos estes grupos
polares estdo ligados a um grupo fosfato e ao esqueleto de glicerol, que por sua vez se ligam a
parte apolar constituida por duas cadeias alquilicas saturadas de 16 carbonos conhecido como
palmitoil. Estes fosfolipidios foram escolhidos por serem modelos representativos de

membranas biologicas e em especifico os fosfolipidios aniénicos por corresponderem a fracéo
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de 15% em membranas de células de mamiferos, sendo os responséveis por interacdes com

proteinas, inclusive atuando em sinalizagdo celular [114].
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Figura 8: Estrutura molecular do fosfolipidio zwitteriénico DPPC (A) e dos aniénicos DPPG (B) e DPPS (C).

Os fosfolipidios puros ndo apresentam bandas de absorcéo na regido do UV-Vis, como
ilustrado nos espectros da Figura 9A. A fim de mostrar que ndo ocorrem ligacGes e sim
interacdes entre 0 RuVPYy e os fosfolipidios DPPC, DPPG e DPPS, 0s espectros das solucdes
mistas foram obtidos em instantes iniciais (Figura 9B, C e D, respectivamente). Estes estudos
foram realizados em CHCI3 (no caso do DPPC) e em CHCI3/MeOH (no caso do DPPG e

DPPS), a fim de compararmos com resultados posteriores de filmes de Langmuir.

Diferente dos experimentos realizados com DMSO, observa-se que as bandas
caracteristicas do RuVPy sdo mantidas nos espectros das misturas com os fosfolipidios (350,
450 e 530 nm) e sem deslocamentos, indicando, assim, que a esfera de coordenacdo do
Ru(l1l) é preservada na presenca dos fosfolipidios. A diminuicdo na intensidade de absorcao
das solucbes DPPG/RuVPy e DPPS/RuVPy deve-se a menor solubilidade do RuVPy na
mistura de solventes CHCIl3/MeOH.
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Figura 9: Espectros de absorcdo na regido do ultravioleta visivel para (A) o DPPC, DPPG, DPPS (0,5 mM) e
sua respectivamente misturas de DPPC/RuVPy, DPPG/RuVPy e DPPS/RuVPy com 10 e 50% do RuVPy (0,5
mM) em (B) CHCI; e (C e D) solucdo de CHCI;/MeOH (4:1 v:v).

Medidas de RMN de *!P (Figura 10) foram realizadas para 0s compostos puros e
misturados na proporcao 90/10 de fosfolipidio/RuVPy. Todas as medidas foram feitas de
acordo com as condigcdes citadas no procedimento experimental, sendo a mistura com
complexo realizada apds a leitura do fosfolipidio e a nova medida da mistura realizada na

sequéncia.
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E observada nos espectros do complexo RuVPy em CHCls, a presenca de dois
simpletos em & -14 e 32 ppm atribuidos ao fésforo do ligante dppb livre oxidado, dppbO
[111], como impureza do complexo. Estes sinais tem alteragcBes no deslocamento quimico,
quando na presenca dos fosfolipidios, devido a oxidacdo da dppbO a dppbO,, como discutido
anteriormente para 0 DMSO. Nenhum pico novo surge quando o complexo misturado aos
fosfolipidios in situ, o que corrobora com os dados de UV-Vis indicando que ndo ocorre
mudanca na esfera de coordenacdo do RuVPy nem a formacao de novas espécies de Ru(ll).

No espectro de RMN de *'P do DPPC puro, (Figura 10A) observa-se um simpleto em
d -1,9 ppm referente ao atomo de fésforo do grupo fosfato presente nas estruturas de
fosfolipidios [115]. No espectro da mistura com RuVPy nota-se que este é deslocado para
perto do pico da referéncia (H3PO,) conforme evidenciado pelo ombro acoplado ao sinal, que
pode ser atribuido a hidrolise do DPPC catalisada pelo RuVPy. Para o DPPG puro, (Figura
10B) um sinal de fésforo € evidenciado na regido menos blindada, com deslocamento quimico
em 0,7 ppm de acordo com a literatura [115], este sinal ndo foi mais evidenciado na presenca
de RuVPy. Tal auséncia no espectro da mistura pode ser justificada pelo acoplamento do sinal
do DPPG com H3PQO,4, uma vez que se observa um alargamento da base do sinal em funcéo da

presenca de espécies de Ru(lll).

No espectro do DPPS puro (Figura 10C) observou-se um pico em & 1,4 ppm atribuido
ao fosforo do grupo fosfato diferente do que se tem na literatura, cujos valores situam-se entre
0,25 e 0,4 ppm [116]. Esta diferenca entre os valores pode ser atribuida a composicdo do
DPPS da literatura determinado em diferentes fracdes de membranas. Em presenca do RuVPy
0 pico em 1,4 ppm se mantém sem alterac6es indicando menor interagcdo entre o complexo e o
lipidio. Conforme sera discutido posteriormente nos calculos termodindmicos realizados para
as misturas de DPPS/RuVPYy, a auséncia de mudancas no espectro explica a repulsdo entre as

moléculas.
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5.2 Ensaio de viabilidade celular

A atividade citotoxica do complexo de ruténio RuVPy contra a linhagem de células
de carcinoma de laringe humana, HEp-2, e células controle normais, VERO, foi examinada
num periodo de 24 h de incubagdo, com uma concentracéo na escala de pmol L™, o complexo
teve atividade inibindo o crescimento celular. A Figura 11 ilustra a viabilidade celular
expressa como 1Csp, onde uma concentracdo de 120+10 umol L™ de RuVPy foi capaz de
eliminar 50% da populacdo de células de cancer. O teste com células VERO foi realizado e
um efeito citotoxico similar foi observado, 1Csy = 67+7 umol L™, indicando alta toxidade do
complexo RuVPy para células normais.

Apesar da alta toxidade, os resultados obtidos sdo melhores em comparagdo aos
relatos da literatura, onde uma dose muito maior (306,9 pmol L™) foi necessaria para inibir o
crescimento de celulas epiteliais de carcinoma humano quando o complexo de estrutura
similar ao RuVPy, o mer-[RuCls;(dppb)H,0] foi usado [48]. O RuVPy também apresentou
melhores valores de ICsy para a HEp-2 quando comparados com a série de complexos
contendo o ligante quelante 1-(2-picolil)-4-fenil-1H-1,2,3-triazol (ppt) ligado ao macrociclo
tridentado 1,4, 7-tritiacilciclononano de enxofre ([9]anoS3) ou com ligante n°-areno,
[Ru([9]an0Ss)(DMSO-S)(ppt)][CFsSOs]s,  [Ru([9]anoSs)Cl(ppt)][CFsS0s] ¢ [Ru(n®p-
cimeno)Cl(ppt)][CI] (280, 300 e 300 pmol L™, respectivamente) [117]. Estes resultados
comprovam a eficiéncia do complexo bifosfinico quando comparado aos materiais de
diferentes estruturas. No entanto, em relagdo a metalo droga de referéncia (cisplatina) o
complexo RuVPy ndo se mostrou téo eficiente, dado a citotoxidade da cisplatina ocorrer com
menor concentragdo (7,5 pumol L) em um periodo de 48 h [117]. Uma explicacdo para tal
fato pode ser o tempo utilizado nos ensaios com RuVPy que é a metade do tempo do

experimento com o complexo de Pt.



59

120

80 -

60 -

=
N
(=]

(B)

=
o
o

1 f7 7f

401

20~

Indice de Sobrevivéncia (%)
Indice de sobrevivéncia (%)
D
o

N

77
20
\ WY o] 7

0 14 80 110 135 160 230 0 14 8 110 135 160 230
RuVPy (umol L") RuVPy (umol.L™)

72
%

Figura 11: Efeito do RuVPy no indice de sobrevivéncia de células normais VERO (A) e de células cancerigenas
HEp-2 (B) por 24h. Cada coluna representa a média + desvio padrdo para dois experimentos cada, realizado em
sextuplicata

Um possivel mecanismo para explicar a citotoxidade do RuVPy e reportado para
complexos de Ru(lll), referidos como pro-drogas. Neste tipo de mecanismo, a atividade
anticancerigena € atribuida a reducdo do complexo para espécies de Ru(ll), as quais sdo mais
reativas e suscetiveis as reacoes de troca de ligantes, sendo portanto, capazes de interagir com
moléculas-alvo de forma mais eficiente [118,119]. Adicionalmente, baseado no mecanismo
proposto para o complexo RuVPy em presenca de DMSO (item 5.1) e nos resultados de testes
antitumorais com os complexos de Ru(ll) do tipo [RuCl,(NO)(dppp)(L)]PFs (L= derivados n-
heterociclicos) e cis-[RuCl,(dppb)(N-N)] (N-N= bipiridina), onde ocorre a labilizacdo de um
ligante CI" e a formacdo de uma nova especie em presenca do solvente coordenante DMSO
[54, 56], propdem-se para 0 RuVPy que o grupo de saida seja, alem do CI', que situa-se em
posicao trans a dppb, o ligante n-heterociclico VPy, e no lugar destes coordena-se 0 DMSO
formando o complexo trans-[RuCl,(dppb)(DMSO),]. Na literatura ainda ndo se tem relato da
acdo deste complexo em especifico, mas sabe-se que espécies que apresentam DMSO
coordenadas como o complexo cis-[RuCl,(NO)(dppp)(DMSO)]PFs [54] apresentam atividade
contra células de cancer de mama (MDA-MB-231), com concentracdes do complexo cerca de

6 vezes menor que a cisplatina, droga de referéncia.

Desta maneira, mesmo sabendo-se que a espécie trans-[RuCl,(dppb)(DMSO),], é a
que provavelmente se forma em ambientes com hipOxia, ou seja, ambientes com baixa
concentracdo de oxigénio, e que é esta espéecie que reage dentro do ambiente celular e ndo o

RuVPy propbem-se que a acdo deste complexo siga o padrdo de agente neoplasico ciclo
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celular ndo especifico assim como os complexos de Pt, que pode interagir com o DNA e
também com outras biomoléculas dentro da célula [5]. Para isto, estudos do RuVPy com
fosfolipidios caracteristicos de membrana celular foram realizados em filmes de Langmuir e
LB a fim de verificar a interagdes existentes quando este complexo entrar em ambientes
celulares especificos delimitados por membranas. Um primeiro momento em que esta
interacdo pode vir a ocorrer é se assumirmos que o transporte deste complexo ocorre via
transferina [27], e que neste tipo de sistema a proteina transportadora se conecta com seus
receptores inclusos na membrana celular externa e apartir de entdo inicia-se 0 processo

denoninado endocitose[120].

5.3 Interacgéo entre o complexo RuVPy e modelos de membrana celular

O complexo RuVPy tem se apresentado como um composto com potencial
anticancerigeno assim como seu precursor [48]. Contudo, a alta toxicidade do RuVPy para
linha de células VERO aponta para um modo de acdo que pode depender fortemente da
interacdo com outras biomoléculas tais como membranas celulares, ndo sendo necessario
receptores especificos. Logo, o estudo da interagdo RuVPy com modelos simples de
membrana torna-se muito atraente, uma vez que imitar membranas celulares integralmente

ndo é viavel quando se deseja obter informacdes precisas em nivel molecular.

Apesar dos filmes de Langmuir de fosfolipidios ndo serem bicamadas como as
membranas celulares reais, estes sdo vantajosos para estudo de modelos de membrana visto
que permitem um controle rigoroso da composicao, controle do estado de compactacdo e
consequente estruturacdo da monocamada, além da planaridade que se aproxima do formato
de uma superficie celular. [121] Certamente limitacbes em estudos de transporte atraves da

membrana existem, mas isto ndo inviabiliza os estudos com estes reconhecidos modelos.

Aqui usamos monocamadas de Langmuir de fosfolipidios com cadeias
hidrocarb6nicas saturadas na cauda (16 atomos de carbono), DPPC, DPPG e DPPS, para
representar esta membrana, dando a importancia a carga de superficie, avaliando os efeitos da
incorporacdo de RuVPy nestas estruturas. Estes filmes foram obtidos em subfase de tampéo
fosfato salino por apresentar ions comuns aos ions de ambiente fisioldgico tais como o Na”,

PO,%, CI, além do pH 7,4 ser o pH encontrado nestes ambientes, como por exemplo na
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corrente sanguinea [122]. Nesta subfase as caracteristicas das isotermas dos fosfolipidios
DPPC, DPPG e DPPS foram mantidas de acordo com curvas apresentadas na literatura [123,
128, 129]. No pH 7,4 em que as medidas foram realizadas, o DPPC encontra-se neutro uma
vez que o pKa do grupo fosfato é 1,7, logo este encontra-se ionizado e o sal quaternario de
amoénio permanece positivo a pHs abaixo de 10 [124]. O DPPG neste pH € aniénico pois o
grupo glicerol da cabega permanece protonado (pKa= 14) [125] diferente do seu grupo
fosfato. JA o DPPS, tem seu grupo éacido desprotonado (pKa= 3,6) o que neutraliza a carga
positiva do grupo -NHs" (pKa = 9,8) [126], permanecendo a carga negativa do grupo fosfato.

Filmes de Langmuir de fosfolipidios puros e mistos com RuVPy foram obtidos
espalhando solugdes em CHCI3 (no caso do DPPC) e em CHCI3/MeOH (no caso do DPPG e
DPPS) sobre subfase de tampéo fosfato salino pH 7,4, um valor intencionalmente escolhido
para aumentar a possibilidade de utilizar o conhecimento adquirido, para correlacionar com as
respostas dos testes antitumorais. Estes filmes foram utilizados como modelo de membrana,
uma vez que complexos metélicos séo conhecidos por induzir anormalidades como bolhas em
membrana [127] além de dano mitocondrial, o qual ocorre por interagbes com membranas
internas do plasma. Desta forma, justifica-se o estudo dos filmes de Langmuir, uma vez que é
conhecido que a difusdo de complexos metalicos para dentro da célula pode ocorrer pela sua
interacdo com os lipidios da membrana [71], e estas interacdes dependem da quantidade de
metal a ser administrado e do carater lipofilico destes complexos, visto que estes podem ser

encontrados ao longo da bicamada lipofilica [123].

5.3.1 Isotermas de pressao de superficie dos filmes puros e mistos RuVPy e fosfolipidios

Experimentos iniciais foram realizados com os componentes puros, com solucées de
RuVPy, DPPC, DPPG e DPPS com concentracdo de 1 mmol L™. Os filmes de Langmuir do
complexo RuVPy foram obtidos em duas subfases distintas, agua ultrapura (pH ~5,5) e
tampao fosfato salino (pH 7,4). Nestas duas subfases as isotermas obtidas (Figura 12A-C)
apresentaram uma inclinacdo acentuada e sem a presenca de regibes distintas como as
isotermas de moléculas anfifilicas tradicionais (Figura 3), o que pode indicar a formacdo de
multicamadas e dominios moleculares [61]. Percebe-se que antes de 40 A? para isoterma em

4gua ultrapura e antes de 60 A? para isoterma em tampao fosfato salino, as moléculas de
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RuVPy permanecem distantes com pressdo em torno de 0 mN m™, indicativo de fase gasosa.
E somente a partir destes valores de é&reas, 40 e 60 A? ocorreu aumento da pressdo de
superficie indicando aproximacdo das moléculas passando a fase liquido-expandida (LE) e a
condensada (C), que ndo séo distintas entre si. Ao fim da fase condensada percebe-se que a
partir de pressdes em torno de 50 mN m™ em 4agua ultrapura e 40 mN m™ em tampéo fosfato
salino, inicia-se o colapso do filme, onde este deixa de ser ordenado dando lugar a agregados
e multicamadas [61]. Destes resultados é inferido que a medida que se comprime 0 RuVPy
ocorre a orientacdo das moléculas, dependendo da composi¢do da subfase, com diminuicdo da
area molecular sobre a superficie da interface dgua-ar. Tal mudanca molecular pode ser
avaliada com a analise da estrutura espacial do complexo, obtida por calculos tedricos de DFT
com método B3LYP e teoria lanl2dz, conforme figuras ilustradas na Figura 13B para subfase
de agua ultrapura. Na estrutura otimizada para 0 RuVPy, os &tomos H68 e o H57 do grupo
fosfinico, assim como o CI71, entram em contato com a subfase ocupando uma area por
molécula de aproximadamente 25 A? cujo valor est de acordo com a &rea minima molecular
extrapolada da curva de & vs area por molécula (~30A?). J4 para isoterma em tampéo fosfato
salino (Figura 13D), observa-se que além dos hidrogénios do grupo fosfinico e cloreto, ocorre
o contato do grupo vinil da piridina (C75) com a subfase, ocupando uma é&rea de
aproximadamente 43 A% também de acordo com a area minima molecular extrapolada da
curva de 7 vs area por molécula (~50 A?). Estas duas orientacdes observadas podem ser
atribuidas a tentativa do complexo de melhor acomodar seus ligantes, que tem diferentes

densidades eletrdnicas nos dois tipos de subfases testadas.

Segundo o dado de mapa de potencial deste complexo (Figura 13D), o ligante cloreto
€ 0 grupo que apresenta maior densidade eletronica, seguido do grupo fosfinico onde sua
densidade se concentra nos anéis aromaticos enquanto o grupo vinil piridina apresenta menor
densidade. Estes resultados nos levam a esperar que as interagdes do tipo eletrostaticas
ocorram quando grupos carregados negativamente dos fosfolipidios se aproximam de grupos

com caréncia eletrénica (cargas positiva) do complexo ou vice-versa [26].
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Figura 12: Isotermas de & vs area por molécula do complexo RuVPy em subfase de (A) gua ultrapura e (C) em
tampdo fosfato salino a 20 °C. Estruturas espaciais do complexo RuVPy obtidas por calculos tedricos para (B)
subfase de &gua ultrapura e (D) tampdo fosfato salino. No espago em destaque é representada a area ocupada
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o qual corresponde a érea extrapolada (43 A?) (C) para monocamadas condensadas. (E) é o mapa de potencial
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Na isoterma de DPPC puro (Figura 13A), observa-se um platd em torno de 5 mN m™
correspondente a coexisténcia das fases liquido-expandida e liquido-condensada. Com o
aumento da press&o surge uma fase condensada com seu auge de organizacdo em 40 mN m™ e
apos o colapso do filme em pressdes superiores a 45 mN m™, estes valores sdo consistentes
com a literatura [128]. Com perfil bem similar o DPPG puro (Figura 13B), teve sua isoterma
também consistente com a literatura [128], com um platd decorrente da transicdo das fases
LE-LC em torno de 8 mN m™, a fase condensada com maior organizacdo em pressdes de 40
mN m™ e colapso do filme em pressdes superiores a 45 mN m™. J& para monocamadas de
DPPS puro, estrutura (Figura 13C), com mesmas cadeias hidrocarbonicas saturadas na cauda
(16 carbonos), verifica-se um perfil de isoterma sem a presenca de platé e com um volume
menor de area ocupada, o que se deve a aproximacdo maior das cadeias alquilicas dada a
pequena cabeca de fosfatidilserina (~ 40 A%) [129,130].
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Figura 13: Isotermas r vs area por molécula dos compostos (A) DPPC, (B) DPPG, (C) DPPS, a 20 °C, em

tampéo fosfato salino.

No estudo das monocamadas mistas de fosfolipidio e complexo RuVPy as solucbes

iniciais dos compostos puros foram aliquotadas e misturadas de forma a obter solugdes com
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diferentes porcentagens de RuVPy, 10, 30, 50, 70 e 90 %. A aliquota com 10% de RuVPy
corresponde & concentracdo final do complexo de 100 pmolL™ em meio ao modelo de
membrana, valor este muito préximo a concentracdo referente ao ICsp para ensaios com
células de cancer e para células controle. Adicionalmente, estas concentracGes foram Uteis
para obter mais informacOes sobre a estabilidade dos lipossomos obtidos com DPPC e
RuVPy. Neste estudo, os filmes de Langmuir dos fosfolipidios foram acompanhados por
isotermas 7 vs area/molécula, ilustradas na Figura 14, para a comparagdo com 0s sistemas

binarios.

Com a insercdo de RuVPy constatou-se significativas variacdes no perfil das
isotermas em relacdo aos compostos puros, sendo que a isoterma de DPPC sofre alteracGes na
regido do platd que passou a ocorrer em maiores valores de pressdo chegando a ser expandida
até 25 mN m™ para concentracdes de 30, 50 e 70% de RuVPy, indicando maior fluidez da
monocamada mista de acordo com os dados de compressibilidade. Além disso, observa-se nas
curvas com 50 e 70% de RuVPy um aumento da pressdo de colapso indicando maior
estabilidade do filme uma vez que este suporta maiores pressdes até que venha a se

desorganizar[131].

Na monocamada do DPPG, assim como nas demais, com a insercdo do RuVPy,
houve alteragcdes na regido do platd, que passou a ocorrer em pressdo superior chegando a ser
expandida até proximo de 35 mN m™ para concentragdes de 30, 50 e 70% de RuVPy. Além
disso, para as curvas de concentracdes 50, 70 e 90% de RuVPy observa-se um decréscimo da

pressdo de colapso indicando menor estabilidade do filme.

Uma alteracdo de perfil ainda mais drastica é observada para o filme de DPPS na
presenca do RuVPy, devido as mudancas nas interacdes da monocamada densa de DPPS com
caracteristica tipica de lipidios, cujas cadeias apolares interagem por forcas de van der Waals,
e sua cabeca por interacOes eletrostaticas entre si e com a subfase [132]. Na isoterma obtida
para a mistura DPPS/Ru 10% verificam-se dois pontos de colapso; o primeiro a pressdo de
superficie proxima a 45 mN m™ e o segundo & pressdo de superficie correspondente ao
colapso da monocamada de DPPS puro (~ 65 mN m™). A presenca de dois colapsos sugere a
imiscibilidade entre o complexo e o fosfolipidio, da mesma forma que observado no trabalho

com DPPS e stanol, um composto similar ao colesterol presente em plantas [133].

A partir das isotermas de pressdo do RuVPy, fosfolipidios e suas respectivas misturas
(inser¢des nas Figuras 14A, B e C), obteve-se informag0es a respeito da compressibilidade da
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monocamada Cs™ [60,62], segundo a equacéo 12, onde A é a area por molécula e © a pressdo
de superficie.
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COMPOStos puros e respectivas misturas.
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Dos gréficos de Cs™, podemos inferir claramente as regides de transicdo de fase da
monocamada durante a compressdo, permitindo analisar a elasticidade do filme no plano.
Quando o médulo de compressio esta na faixa de 1000 a 2000 mN m™ a monocamada é
conhecida como sélido-condensado, entre 100 e 250 mN m™ as monocamadas s&o liquido-
condensadas e entre 10 e 50 mN m™ sdo filmes liquido-expandidos [134]. Observa-se na
insercdo da Figura 14 que cada curva apresenta um valor méaximo de moddulo de
compressibilidade, sendo que para o complexo RuVPy o maximo de Cs™ ocorre na presséo
préxima de 20 mN/m, valor este onde ha maior organizacdo possivel da monocamada para
este composto [78]. Além disto, este grafico confirma a auséncia de transi¢do da LE para LC,
mostrando que o complexo possui uma estrutura menos compressivel ou menos elastico em
relacdo aos fosfolipidios, para qualquer valor de pressdo. Ja para os fosfolipidios, todos
possuem maiores valores de compressibilidade devido a maior elasticidade da monocamada
formada sobre a interface agua-ar. Dentre estes, nota-se que o DPPC e DPPG, possuem um
valor maximo de Cs™ em 40 mN m™, e para 0 DPPS uma pressdo um pouco inferior (~35 mN

m™), o que pode ser atribuido ao denso empacotamento deste composto [132].

As curvas das monocamadas mistas, com a presenca de ruténio, apresentam menores
valores de compressibilidade que as monocamadas dos fosfolipidios puros, o que indica que,
nesta faixa de pressao, a presenca de RuVPy torna a monocamada mais fluida. Nao se observa
uma sequencia de aumento ou diminuicdo com a variagdo das propor¢des de Ru, contudo
percebe se que as curvas com 10 e 90% de RuVPy, para os trés conjuntos de dados, séo as de
maiores valores de Cs™ em relacdo as demais proporcdes 30, 50 e 70%, com menores valores.
Além disto, o perfil das curvas de Cs™ nas proporcdes 30, 50 e 70% sdo semelhantes assim

Como suas isotermas.

Também a partir das isotermas de = vs area por molécula dos compostos observa-se
gque ndo ha uma linearidade entre a area molecular do sistema binario e a proporcdo de
RuVPy, conforme apresentado nas analises graficas da Figura 15. Na presenca do complexo
metélico, a monocamada mista tende a ser mais condensada para as misturas de
DPPC/RuVPy e DPPG/RuVPy, uma vez que a area de maior ordenamento diminui quando
comparada com a area para 0s compostos isolados. Ja para as misturas de DPPS/RuVPy
(Figura 15C) verifica-se uma expansdo das areas de maior ordenamento, indicando pouca
afinidade entre as estruturas presentes no filme. A menor afinidade no sistema DPPS/RuVPy

também é observada pelas pressdes de colapso dos filmes mistos apresentadas em conjunto
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nas analises graficas da Figura 15 (curvas em vermelho), as quais, em sua maioria,
apresentam-se em valores inferiores aos dos compostos puros. Comportamento similar
observa-se para a mistura DPPG/RuVPy. Bem diferente do comportamento das misturas com
fosfolipidios aniénicos, a mistura DPPC/RuVPy apresenta valores de pressdes de colapso
superiores indicando maior estabilidade das moléculas na interface &gua/ar. Resultados
similares de aumento ou diminuicdo da pressdo de colapso sdo observados na literatura
quando complexos de diferentes metais (V, Cr, Zn) e ligantes (picolinato, amino e

metoxisalicilidenoimina e porfirinas) sdo inseridos em monocamadas de fosfolipidios [70, 71,
72].
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Figura 15: Graficos da area de maior ordenamento das monocamadas mistas e pressdo de colapso (A)

DPPC/RuVPy, (B) DPPG/RuVPy e (C) DPPS/RuVPy em funcéo da proporgdo de RuVPy (0, 10, 30, 50, 70, 90 e
100%)
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5.3.2 Analise termodinamica dos filmes mistos RuVPYy e fosfolipidios

O estudo das interacdes entre os fosfolipidios DPPC, DPPG, DPPS com o RuVPy foi
explorado pelos parametros fisico-quimicos obtidos das isotermas (realizadas em duplicatas)
acima descritas: 4rea em excesso (AAF), excesso de energia livre (AGF) e energia livre da
mistura (AG™). A Figura 16 ilustra os gréficos da relagdo entre a area molecular experimental

e a area ideal (Equacéo 4) para os filmes mistos em fungéo da propor¢do de RuVPy.
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Figura 16: Areas moleculares experimentais (linha solida) e ideais (linha tachada) para as monocamadas mistas
(A) DPPC/RuVPy, (B) DPPG/RuUVPYy e (C) DPPS/RuVPy, em diferentes proporgdes de RuVPy (0, 10, 30, 50,
70, 90 e 100 %), obtidas sobre subfase aquosa contendo solugéo tampéao PBS, nas pressées de 5-30 mN m™,

Dos graficos ilustrados na Figura 16, obtidos durante a formacdo das monocamadas

mistas para todos os fosfolipidios, observou-se que ndo ha uma relacdo linear entre a area
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molecular e a propor¢do de RuVPy na monocamada mista, sendo que tal comportamento
indica que ha miscibilidade entre os fosfolipidios DPPC, DPPG, DPPS e o0 complexo RuVPy
em todas as pressoes estudadas, e consequentemente formam-se monocamadas néo ideais na
interface [95]. A relacdo do afastamento dos valores de &reas moleculares experimentais
(linha solida) e ideais (linha tachada), dos filmes mistos DPPC e DPPG, em baixos valores de
pressao, indica que ha expansdo inicial da monocamada nas proporcoes até 70% de RuVPy,
como observado nas isotermas de pressdo por area por molécula. J& em valores maiores de
pressdo (20 e 30 mN m™) observa-se uma compactacdo da monocamada em presenca de
DPPC, em quase todas as propor¢des, e um comportamento quase ideal para o DPPG até 50%
de RuVPy, passando a ser condensada também nas propor¢des maiores. Na mistura binaria
com DPPS, em todas as proporcdes e pressdes, os desvios sdo bem maiores entre os valores
de areas moleculares experimentais e ideais, em relacdo do DPPC e DPPG, indicando forte
repuls@o entre as espécies [95,98].

Para todas as misturas de DPPC/RuVPy e DPPG/RuVPy com o aumento da presséo
do sistema (30 mN m™), o AAF (Figura 17A e B) diminui. No entanto, o efeito contréario mais
pronunciado ocorre em misturas com DPPS (Figura 17C) em relacdo as misturas com DPPC e
DPPG. Quando a monocamada mista de DPPC/RuVPy e DPPG/RuVPy é submetida as altas
pressdes (20-30 mN m™), os valores de AAF sdo negativos, indicando que ha um efeito de
condensagdo da monocamada, devido as forcas intermoleculares atrativas, fatores geométricos
e/ou interagdes hidrofobicas [95]. Na mistura de DPPC com 10% de RuVPy em baixa pressao
(5mN m™) o valor de AAF é positivo, indicando forcas intermoleculares repulsivas que véo
sendo superadas a medida que se comprime o filme chegando préximo a zero mostrando
idealidade da mistura com bom ordenamento das estruturas no filme. Diferentemente para a
mistura DPPS/RuVPy, em todas as pressdes o desvio observado foi positivo, sugerindo que as
interacdes entre as moléculas na interface sdo preferencialmente repulsivas [95,98] e ainda
sugere uma perturbacdo do empacotamento das moléculas de fosfolipidios ocasionada pela
acomodacdo das moléculas de RuVPy neste sistema. Tal resultado exprime que os filmes
mistos DPPS/RuVPy apresentam um grau de desordem elevado. A magnitude das interacfes
entre 0 DPPS e 0 RuVPy depende significativamente da pressdo de superficie, sendo que
aumentando-se a pressdo do sistema, 0 AAF diminui. Em altas proporcdes de RuVPy o efeito
de expansdo da monocamada € menos expressivo, o qual pode ser ocasionado pela

acomodac&o forcada das moléculas.
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Figura 17: Relagdo entre a area molecular em excesso (AAF) das misturas (A) DPPC/RuVPy, (B) DPPG/RuVPy
e (C) DPPS/RuVPy sobre subfase aquosa contendo solucdo tampéo PBS, em funcéo da propor¢édo de RuVPy (0,

10, 30, 50, 70, 90 e 100 %) em diferentes pressdes de superficie.

A partir das isotermas 7 vs area por molécula das monocamadas dos sistemas binarios,

avaliou-se também a energia livre em excesso (AGF) utilizando a Equacdo 5, cujas relaces

obtidas sdo ilustradas nos graficos da Figura 18.
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Figura 18: Energia livre em excesso para as monocamadas mistas (A) DPPC/RuVPy, (B) DPPG/RuVPy e (C)
DPPS/RuVPy, em diferentes proporcbes de RuVPy (0, 10, 30, 50, 70 , 90 e 100 %), obtidas sobre subfase

aquosa contendo solugdo tamp&o PBS, nas pressdes de 5-30 mN m™.

A analise da energia livre em excesso nos forneceu importantes informacdes sobre as
monocamadas mistas. Percebemos que temos uma tendéncia a valores positivos com o
aumento do caréater da carga negativa do grupo fosfato, indo do DPPC, para o DPPG e por fim
para o DPPS. Por exemplo, no caso do DPPC/RuVPYy (Figura 18A) e DPPG/RuVPYy (Figura
18B) observa-se que em baixas pressdes de superficie (5-15 mN m™) AGF é positivo, com
excecdo do filme contendo 90% de DPPC/RuVPy. e para DPPS/RuPVy (Figura 18C) a
energia livre em excesso € positiva em todas as pressdes, com elevados valores em baixas
proporcoes de RuVPy (10 e 30%). Este comportamento sugere interacdes repulsivas entre as
moléculas, com interacdes entre 0s dois componentes mais fracas que as interacdes entre as
moléculas no filme puro [95,96,100,133], portanto, ha separacdo de fase nestas monocamadas
mistas, cujo efeito é mais evidente quando o fosfolipidio com grupo fosfato carregado

negativamente esta presente, tal como o DPPS/RuVPy (Figura 18 C). O contrério disto ocorre
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quando se aumenta a pressdo para 20, 25 e 30 mN m™ do sistema binario DPPC/RuVPy, onde
a energia livre em excesso torna-se negativa, sugerindo maior estabilidade da monocamada
mista e interacdes atrativas entre as moléculas. Similar comportamento é observado apensa
para a mistura de DPPG/Ru em = = 30 mN m™. Os valores de AGF mais negativos com o
aumento da presséo do sistema, indica que o grau de interacdo molecular foi reforcado com o
rearranjo das moléculas na interface [95, 96] e este comportamento € mais evidente quando se

tem um fosfolipidio com carater neutro como o zwiteriénico DPPC.

A fim de quantificar a energia e, consequentemente, estudar a estabilidade
termodindmica das monocamadas mistas, calculou-se a energia livre da mistura (AG")
(Equacdo 7), conforme ilustra a Figura 19 para os filmes de DPPC/RuVPy, DPPG/RuVPy e
DPPS/RuVPy, em funcédo da proporcao de RuVPy
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Figura 19: Energia livre para as monocamadas mistas (A) DPPC/RuVPy, (B) DPPG/RuVPy e (C)
DPPS/RuVPy, em diferentes propor¢des de RuVPy (0, 10, 30, 50, 70 , 90 e 100 %), obtidas sobre subfase

aquosa contendo solugio tampao PBS, nas pressdes de 5-30 mN m™.
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A partir da energia livre da mistura pode-se estimar a estabilidade e a interacdo dos
componentes na monocamada mista. Para o sistema binario DPPC/RuVPy (Figura 19A)
observa-se que AG™ é negativa em todas as condigbes estudadas, concluindo-se que a
interacdo entre o fosfolipidio e o complexo metélico é energeticamente favoravel, isto quer
dizer que o filme misto é mais estavel que as monocamadas dos compostos puros [95,96]. Foi
verificado que a maxima estabilidade da monocamada mista DPPC/RuVPy foi obtida para
proporgdes de 50 e 70% de RuVPy, em = = 30 mN m™, com valores de AGM = -3,49 e -3,61
kJ mol™, respectivamente. Para a monocamada mista DPPG/RuVPy (Figura 19B), observa-se
que em todas as condicdes estudadas, com excecdo do filme contendo 10% de RuVPy em
n =10 mN m*, AGM é negativa, da mesma forma que para o0 DPPC/RuVPy, a interacéo entre
0 DPPG/RuVPy é energeticamente favoravel [95,96]. A méaxima estabilidade da monocamada
mista foi estabelecida para proporcdo de 90% de RuVPy, em = = 30 mN m™, com valor de
AGM = -3,01 kJ mol™. O filme de DPPG contendo 10% de RuVPy em 7 = 10 mN m™, ndo
apresenta AG™ negativa, ou seja, nesta condicdo a monocamada é energeticamente

desfavoravel e apresenta AGM = +0,468 kJ mol™.
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Figura 20: Energia livre para as monocamadas mistas DPPC/RuVPy, DPPG/RuVPy e DPPS/RuVPy com 10%
de RuVPy, em diferentes pressdes de superficie (27, 28, 29, 30, 31 e 32 mN m™), obtidas sobre subfase aquosa
contendo solugdo tampdo PBS, pH7,4.

A analise de AGM para as misturas de DPPC, DPPG e DPPS com 10% de RuVPy na
pressdo perto de 30 mN m™ (Figura 20), condicdo utilizada para obter filmes LB e
lipossomos, verifica-se que para 0 DPPC e DPPG os valores sdo muito préximos em torno de

-1 kJ mol™ o que comprova a estabilidade destes filmes, diferente da mistura com DPPS com
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AGM médio de +6,5 kJ mol™. Maxima estabilidade foi observada para proporcées de 50 e
90% de RuVPy no sistema binario DPPS/RuVPy em baixas pressées (x = 5 mN m™) com
valores méximos de AGM = -0,38 e -0,27 kJ mol™, respectivamente. Porém, sob maiores
pressbes de superficie a energia livre de mistura é positiva, sendo que o maximo foi
observado na proporcéo de 30% de RuVPy, em © = 30 mN m™, com AGM = +7,04 ki mol™. A

partir de tais resultados, conclui-se que a formacdo da monocamada mista DPPS/RuVPy é
termodinamicamente desfavoravel [135].

Como o comportamento das monocamadas mistas de DPPS/RuVPy foram téo

diferentes das demais misturas, célculos de pardmetros ainda mais especificos foram

realizados, tais como o coeficiente de atividade (fj), troca de energia (®) e parametro de

interacdo (Ip), conforme apresentado nas Figuras 21 e 22.
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Figura 21: Coeficiente de atividade f; (A) e f, (B) da monocamada mista DPPS/RuVPy em tampéo PBS, pH 7,4,
em funcéo da proporgdo molar.

A Figura 21 ilustra um aumento gradual no coeficiente de atividade com o aumento da
pressdo de superficie. Observa-se também que com o aumento da propor¢do de RuVPy na
monocamada mista, f; aumenta e f, diminui significativamente. O maior coeficiente de
atividade reflete a forte repulsdo, que ocorre entre 0 complexo e lipidio no filme misto. De
acordo com os dados apresentados, o valor de f, em menores propor¢cdes molares de RuVPy é
ainda surpreendentemente maior, uma vez que esperava-Se que somente em maiores
propor¢bes dos compostos houvesse maior efeito repulsivo, resultados similares sdo

reportados por Bordi e colaboradores [136] em monocamadas mistas de DOTAP-DPPC. Foi
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constatado que quanto maior a proporg¢do do composto catibnico (DOTAP) na monocamada
do zwitteribnico DPPC maior a repulsdo no sistema, atribuidas as cargas positivas em

€XCesso.

Na Figura 22, pode-se observar que a troca de energia (o) e 0 parametro de interacéo
(Ip) séo significativamente maiores que os valores encontrados na literatura para
monocamadas mistas com repulsdo, como as estudadas por Nagadome e colaboradores com
acido desoxicolico e esteroides [137], sugerindo forte repulsdo entre as moléculas da
monocamada mista. O sinal Ip depende do AG®, uma vez que se este Gltimo pode ser positivo
ou negativo o que propde interacdes de atracdo ou repulsdo, respectivamente [137]. Avaliando
o valor de Ip e de  em presséo de 30 mN m™ para as monocamadas mistas contendo 10% de
RuVPy, observa-se que estes foram elevados indicando repulsdo ainda maior entre o0 RuVPy e
DPPS nesta condi¢do. Adicionalmente, os valores positivos do parametro de interagdo estéo
em acordo com a area molecular em excesso (A%), a energia livre em excesso (AG®) e o
coeficiente de atividade (f;)), confirmando definitivamente a interagdo repulsiva nos filmes
mistos de RuVPy e DPPS.

o (kI mol™)

00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10

Ru Ru

Figura 22: Troca de energia (A) e parametro de intera¢do (B) das monocamadas mistas DPPS/RuVPy em

funcéo da razdo molar de RuVPy.

De modo geral, a analise termodinamica indicou a existéncia de boa miscibilidade dos
componentes nos sistemas binarios DPPC/RuVPy e com algumas exce¢6es no DPPG/RuVPy,
com desvios negativos em relacdo ao comportamento ideal, e menor miscibilidade na mistura
DPPS/RuVPy. Observou-se que as forcas atrativas prevalecem sobre as repulsivas em

condigdes de pressdo elevadas, associadas & presenca da carga dos grupos polares dos
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fosfolipidios DPPC e DPPG. Estas observaces sugerem que ha um efeito de condensacéo
quando o RuVPy é misturado com os fosfolipidios, conforme observado pelas medidas de
area de ordenamento. Resultados que relacionam a interacdo com a carga dos fosfolipidios
serdo discutidos mais adiante por dados espectroscopicos e serdo Uteis na analise de
bicamadas de fosfolipidios em solu¢des aquosas que podem formar dominios vesiculares com
moléculas do complexo RuVPy inseridas nas regides hidrofobicas dos fosfolipidios. Apesar
da concentracdo fosfolipidio/RuVPy 10% sugerir a imiscibilidade entre o complexo e o
DPPS, nos demais filmes (DPPC e DPPG) observou-se boa miscibilidade. A escolha da
proporcdo 10 % de RuVPy, para a os demais estudos de BAM dos filmes LB e formulagdes
lipossdmicas se deu por esta ser a menor concentragdo estudada capaz de causar alteragdes
nas isotermas e respectivos parametros termodindmicos com aumento da fluidez das
monocamadas de fosfolipidios como indicado por Cs™. A escolha da pressdo em 30 mNm™
para a transferéncia dos filmes de Langmuir para a formagédo dos filmes LB foi baseada nas
isotermas e na energia livre em excesso, que nestas condigdes é negativa, indicando maior
estabilidade da monocamada mista e interacdes atrativas entre as moléculas, alem de ser um

valor de pressdo de membranas reais [87].

5.4 Caracterizacdo morfologica dos filmes puros e mistos RuVPy e fosfolipidios

A morfologia das monocamadas de Langmuir do complexo RuVPy e das misturas
binarias com os fosfolipidios foi avaliada por medidas de microscopia de angulo de Brewster.
Inicialmente foram realizadas medidas para 0 RuVPy, DPPC, DPPG e DPPS puros e para as
misturas com 10 % de RuVPy, a fim de comparar as possiveis alteraces no formato e

homogeneidade das monocamadas confirmando a interacdo entre estes.

Nas imagens dos filmes de Langmuir do complexo RuVPy (Figura 22) verificou-se
no inicio da isoterma 7 vs area por molécula (x =5 mN m™) a presenca de placas espessas,
coerente a formacao de dominios observados nas medidas de potencial do complexo similar, o
mer-[RuCl;(dppb)(Mepy)], onde Mepy = 4-metilpiridina) [138]. A forte claridade apresentada
por estas placas de RuVPy foi superior as demais imagens obtidas das outras regides da
isoterma, logo acredita-se que nesta pressdo existem dominios de grande densidade. A

utilizagdo da relacéo do brilho com a espessura das placas nas imagens de BAM é descrito por
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Romao e colaboradores, em estudos de interacdo e morfologia de misturas de DPPC e DPPG
com alguns compostos alifaticos de cadeia longa [139,140], onde as regides de alto brilho
indicam existéncia de maior concentracdo dos compostos, sendo esta comprovada pela
medida de espessura, via microscopia de forca atbmica do filme LB destes materiais apds
serem transferidos para substratos sélidos. Para contornar este problema, as medidas seguintes
foram realizadas ap0s o ajuste do equipamento para visualizacdo sem claridade excessiva,
quando moléculas diferentes da dgua estivessem presentes sobre a subfase. A imagem obtida
com o aumento da compressdo ( = 25 mN m™) apresentou um filme mais homogéneo devido
a aproximacao das placas. Somente ap6s ultrapassar a fase condensada 35 mN m™ percebeu-
se a formacdo de aglomerados, indicando o colapso da monocamada, consistente com a
isoterma de pressdo de superficie por area por molécula discutida anteriormente (Figura 14).
Imagens similares de placas sugerindo formacdo de dominios sdo reportadas também para o
complexo bimetalicos de ruténio tris-bipiridina [Ru(bpy)s-phs-Ru(bpy)L2](PFe)s (bpy = 2,2'-
bipiridina, ph = fenil, L= 4,4'-di-non-1-enil-2,2'-bipiridina), que da mesma maneira se

aproximam para formacdo de um filme mais homogéneo em pressées mais elevadas[141]

It

5mN m™ (auto set) 25 mN m™ 35mN m?

Figura 23: Imagens de BAM correspondentes ao filme de Langmuir do complexo RuVPy obtido em diferentes
pressdes, em subfase de tampéo fosfato salino (pH 7,4) a 20 °C. Devido o intenso brilho das monocamadas de
RuVPy foi necessario utilizar o auto ajuste do equipamento a fim de diminuir a intensidade de luz refletida até o

fim da coleta de imagens do filme.

As imagens obtidas dos fosfolipidios DPPC, DPPG e DPPS sdo ilustradas nas
Figuras 24A, B e C, respectivamente. Percebeu-se que o0 DPPC comeca a formar dominios em
pressdes proxima a 2 mN m™ e o DPPG a partir de 8 mN m™. Diferente disto, o DPPS néo

apresenta estes dominios, mesmo em altos valores de pressdo [139,140,142,143]. Com o
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aumento da compressao ocorre a formacdo de dominios maiores para ambos 0s compostos,
DPPC e DPPG e estes passam a interagir formando um filme tnico homogéneo em nt >30 mN
m™. Percebe-se que nas imagens para 0 DPPG (Figura 24B), além da presenca de dominios,
existem pequenos agregados estando estes presentes em maior quantidade em pressdes

superiores as de maior organizagdo do filme préximas a 30 mN m™.

28mNm 3,6 mNm 30mN m

8,8mMN m 9,0 MmN m 30mN m

C) DPPS

OmNm 1I0mN m 30mN m

Figura 24: Imagens de BAM correspondentes aos filmes de Langmuir dos fosfolipidios (A) DPPC, (B) DPPG e
(C) DPPS, em subfase de tampdo fosfato salino, a 20°C.
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Conhecido o perfil das monocamadas de Langmuir de cada composto, as
caracteristicas morfoldgicas dos filmes mistos, DPPC/RuVPy, DPPG/RuVPy e DPPS/RuVPy,
com 10% de RuVPy foram avaliadas, conforme pode-se visualizar nas imagens apresentadas
na Figura 25. A escolha desta propor¢do de complexo deve-se ao fato de que esta
concentracdo, mesmo sendo a menor estudada, j& causou significava alteracdo nas
monocamadas dos fosfolipidios. Como pode ser notado, em nenhuma imagem houve na fase
gasosa (t ~ 5 mN m™) a presenca de placas, iguais as imagens do filme de Langmuir do
complexo (Figura 23). Da mesma forma que as isotermas r vs area/molécula, observou-se que
a presenca do complexo no filme de fosfolipidio alterou as caracteristicas morfoldgicas
iniciais de cada filme sobre a subfase de tampé&o fosfato salino, uma vez que maiores pressoes,
cerca de 3 mN m™, foram necessérias para o surgimento destas estruturas. Estes dominios
formados sdo mais dispersos com formatos menos regulares daqueles observados para 0s
fosfolipidios puros. Na pressdo em torno de 20 mN m™ onde se tem um maior ordenamento
molecular (fase condensada), vé-se claramente estes dominios interagindo uns com 0s outros
formando um filme compacto com diferente, ou até mesmo, maior rugosidade como no caso
da mistura DPPC/RuVPy (Figura 25A). Ja na mistura DPPG/RuVPy (Figura 25B)
inicialmente, = = 13 mN m™, vé-se somente agregados de menores dimensdes, uma vez que o
DPPG puro também apresenta tais estruturas. Quando estes dominios interagem na fase
condensada percebe-se que dois tipos diferentes de estruturas se formam, o que nos da
indicios de uma menor interacdo entre 0os compostos quando grandes pressdes sdo impostas a
monocamada. Distintamente do observado para as misturas DPPC/RuVPy e DPPG/RuVPy,
na mistura DPPS/RuVPy (Figura 25C), somente antes da compressdo (periodo de evaporagdo
do solvente) observa-se uma sutil mudanca nas imagens em 0 mN m™. Contudo, a medida que

se comprime o filme, nada mais significativo ocorre com esta morfologia.
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A) DPPC/RuVPy 10%

6,5mN m 7TmNm 30mNm

C) DPPS/RUVPyY10%

0 Nm|

m

1I0mN m 30mNm

Figura 25: Imagens de BAM correspondentes aos filmes de Langmuir mistos, DPPC/Ru, DPPG/Ru e DPPS/Ru,
com 10% de RuVPy, em subfase de tampdo fosfato salino, a 20°C.

De maneira geral pode-se afirmar que as alteracdes observadas na morfologia dos
filmes de Langmuir deve-se a perturbacdo do empacotamento das moléculas de fosfolipidios

ocasionada pela acomodacdo das moléculas de RuVPy nestes sistemas, principalmente em
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baixos valores de pressdo, conforme indicado por AAF, que nestas condicdes é positivo,
indicando as forgas intermoleculares repulsivas que vao sendo superadas a medida que se
comprime o filme. Esta constatacdo esta de acordo com as isotermas de pressao de superficie
que sofreram alteragdes no perfil na presenga do complexo.

5.5 Espectroscopia de absorcéo e reflexao na regido do infravermelho — Médulo Polarizado
(PM-IRRAS) dos filmes de Langmuir

A fim de avaliar as possiveis interacdes entre 0s compostos, as monocamadas de
Langmuir foram analisadas pela técnica de espectroscopia de absorcéao e reflex&o na regido do
infravermelho. Na Figura 26 sdo apresentados os espectros de PM-IRRAS do filme de
Langmuir de RuVPy obtidos apds a compressdo em pressdo de 30 mN m™ em subfase de
tampao fosfato salino. No espectro do RuVPy (Figura 26A), a banda observada em 1236 cm™
¢ atribuida ao estiramento P=0, para a monocamada condensada, indicando oxida¢do do
ligante bifosfinico, a qual é consistente com a mudanca de cor de vermelho em solucdo para
azul em monocamadas de Langmuir para este complexo, além da banda em 1042 cm™
atribuida ao estiramento P-OH. Este resultado foi baseado em medidas de infravermelho e
RAMAN do complexo mer-[RuCls;(dppb)(4-Mepy)] [78]. Medidas de espectrometria de
massa (ESI/MS) foram realizadas com o complexo RuVPy apds exposto a condicBes de
oxidacdo, tais como a exposicdo de solucdo organica de CHCI; sobre subfase aquosa em
atmosfera ambiente. A medida que se analisa as fragmentacBes geradas a partir do ion
molecular (Figura 26) obtém-se o0 pico m/z 644,39 o qual pode ser atribuido a massa do
complexo apds labilizacdo dos ligantes cloreto e vinilpiridina em presenca de acido formico.
Outro pico em m/z 459,03 também foi analisado e referenciado com sendo o da massa do
ligante dppb em sua forma mais oxidada dppbO,, que se formam em presenca de ambientes

oxidantes aquosos.
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Figura 26: Espectro de massas ESI para o complexo RuVPy oxidado 0,2 mg.mL* em solucéo de acetonitrila

com acido formico.

Outras bandas caracteristicas das vibracdes do grupo aromatico do ligante fosfinico
presentes na estrutura do complexo RuVPy no espectro de IRRAS s&o 1095 cm™ atribuida ao
v(P-C) e 1444 cm™ do v(C-H).

No espectro do DPPC (Figura 27A), foram observadas as bandas em 1061 e 1226
cm™, atribuidas aos estiramentos simétrico e assimétrico do grupo fosfato, bem como a banda
em 1737 cm™ atribuidas ao estiramento do grupo C=O. Ambas as atribuicBes s&o
caracteristicas de vibracfes de grupos polares da cabeca do fosfolipidio [144]. Para a mistura
DPPC/Ru (Figura 27A) observa-se 0 aumento de intensidade da banda de agua na interface
em 1685 cm™ [145], em comparacdo com a monocamada de DPPC puro, indicando maior
reorientacdo das moléculas de agua na forma de um filme fino paralelo logo abaixo a
superficie do filme. Esta constatacdo ja foi observada em filmes contendo outros fosfolipidios

em trabalhos com monocamadas mistas [146, 147].

Nestas condigdes os filmes obtidos para as monocamadas de DPPC apresentaram

bandas na regido de 1500 cm™ atribuida & presenca dos grupos C-N [148], conforme se
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observa em sua estrutura Figura 9. No entanto quando se tem o filme misto DPPC/Ru, as
bandas em 1505 e 1533 cm™ sdo mais intensas e sua atribuicdo decorre da presenca da
vibracdo dos estiramentos C-N e C=C da piridina, respectivamente, sugerindo a interacdo
entre RuVPy e DPPC. Esta interagdo entre 0 RuVPy e o DPPC também é confirmada pelo
deslocamento dos estiramento assimétricos P=O e C=0 do DPPC, os quais sdo alterados de
1226 para 1236 cm™ e de 1737 para 1731 cm™, respectivamente. Na regido do fosfato, uma
sobreposi¢do pode ocorrer com a banda atribuida ao estiramento da bifosfina, similar ao
espectro do RuVPy. Além disto, percebe-se uma relevante alteracdo no estiramento simétrico
da ligacdo do P=0 na regido de 1061 cm™. Um decréscimo de intensidade é observada para a
banda em 1443 cm™ atribuida a0 8(CH,), o que em conjunto com dados da regido alifatica,
mostram maior interacdo do complexo com o grupo cabeca do fosfolipidio. Esta limitada
penetracdo do RuVPy nas cadeias hidrofobicas do DPPC pode ser observada pelas pequenas
mudancas nas bandas atribuidas aos estiramentos assimétricos do grupo metileno v,(CH,), de

2916 para 2920 cm™, conforme apresentado na Figura 26A.

Similar ao efeito no filme de Langmuir do DPPC, a incorporacdo do RuVPy afeta
efetivamente o espectro de PM-IRRAS da monocamada de DPPG, como indicado na Figura
26B. As bandas atribuidas aos estiramentos, simétrico P=0 e P-O-C na regido entre 1021 e
1170 cm™ do DPPG sdo deslocadas no filme misto DPPG/Ru, e também tem uma maior
intensidade na direcdo positiva para a mistura, provavelmente devido a reorientacdo dos
grupos quimicos. A banda do estiramento assimétrico P=0 foi deslocada de 1226 para 1219
cm™ com a incorporacéo do RuVPy. Esta mudanca nas bandas de P=0O indicam alterac&o na
hidratacdo e consequentemente no nimero de ligacdes de H com as moléculas de agua da
interface [149]. Ainda na regido do grupo cabeca do DPPG, a banda de forte intensidade do
estiramento C=0 em 1737 cm™ desloca para menor nimero de onda (1730 cm™) na
monocamada mista de DPPG/Ru e diminui de intensidade. Novamente, percebem-se sutis
alteracdes na banda referente a ligacdo de 4gua (1666 cm™) em acordo com o que se propds
anteriormente. Sendo que a cadeia alifatica do DPPG nédo foi afetada conforme pode ser
observado pelas bandas em 2920 e 2847 cm™ atribuidas a vs(CH.) e va(CH,),
respectivamente, que se mantém inalteradas no filme misto indicando que o RuVPy ndo
penetra na regido hidrofobica do DPPG. Nota-se destas medidas que a magnitude das
interacdes entre o complexo e estes dois fosfolipidios ndo sdo tdo diferentes, mesmo sendo o
DPPC um composto zwitteridnico e 0 DPPG um composto anidnico. Estes resultados estdo

em concordancia com o valor negativo da energia livre em excesso obtida para ambos
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sistemas binarios em = = 30 mN m™, sugerindo maior estabilidade da monocamada mista e

interacBes atrativas entre as moléculas, formando filmes estaveis com valores de AG"

negativos para a concentracéo de 10% de RuV/Py na pressdo de 30 mN m™.
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Figura 27: Espectros de PM-IRRAS das monocamadas obtidas em subfase de tampédo fosfato salino, em pressdo
de 30 mN m™ dos compostos puros DPPC (A), DPPG (B) e DPPS(C) e das misturas com 10% de RuVPy.
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Da mesma forma que para os fosfolipidios DPPC e DPPG, a presenga do RuVPy
afeta o espectro da monocamada de DPPS (Figura 20C), em concordancia com os resultados
obtidos das isotermas de w vs &rea por molécula. A banda de absor¢do assimétrica do grupo
carbonil da porgdo serina observada em 1725 cm™ no espectro do filme puro, foi deslocada
para 1732 cm™ quando na presenca de complexo. Diferente disto, a banda de absorgdo do
grupo P=0 assimétrico, caracterizado pela banda alargada centrada em 1243 cm™, ocorreu
com menor alargamento, evidenciando desta forma, uma interacdo entre os compostos. Outra
evidencia é o aumento de intensidade da banda centrada em 1082 cm™, caracteristica da
absorcdo do grupo P=O simétrico [150]. Esta constatacdo também foi observada pelo
alargamento das bandas relacionadas aos estiramentos dos grupos serina e fosfato nos
espectros das monocamadas de DPPS estudadas na auséncia e presenca de uma proteina
sinalizadora (GPI) [151].Uma mudanca significativa é observada na regido entre 1290 e 1140
cm’, permitindo a avaliagdo da razéo entre os maximos das bandas em 1243 e 1168 cm™. Vé-
se que a razdo € mais proxima da unidade para o filme misto, de maneira similar ao que se
observa no espectro do RuVPy, o que pode ser devido a presenca das bandas dos estiramentos
simetrico P=0 e P-O-C do ligante fosfinico. As Tabelas 2 e 3 resumem 0s estiramentos
caracteristicos das ligagdes dos grupos funcionais dos compostos puros e suas respectivas

misturas.

Tabela 2: Ndmeros de onda e atribuicdo das principais bandas do RuVPy em filme de Langmuir sobre subfase

de tampéo fosfato salino, em presséo de 30 mN m™.

Ligacbes do RuVPy Bandas da literatura® (cm™) Bandas observadas (cm™)
C-NeC=C,, 1600-1430 1505 e 1533
P-C 1087 1195
P-C ou C-H 1433 1443
P-O 1187 1169
CH, deformacéo angular 1275 1233

Nota: ° referéncia [78 e 159].
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Tabela 3: Nimeros de onda e atribui¢do das principais bandas dos compostos puros DPPC, DPPG, DPPS e das
respectivas misturas com 10% de RuVPy em filmes de Langmuir sobre subfase de tampé&o fosfato salino, em

pressdo de 30 mN m™.

Faixa segundo Bandas observadas (cm™)

literatura® (cm™)

Regido polar DPPC e DPPG e DPPs e
DPPC/RuVPy DPPG/RuVPy DPPS/RuVPy
(PO,) 4 1220-1250 1226 passou a 1236 1226 passou a 1219 1243 menos larga
(PO,) s ~1090 1061 1021 1082 intensificou
C=0 (éster) 1710-1740 1737 passou a 1731 1737 passou al730 1725 passou a 1732
Regido apolar
(CH,)4 2849-2854 2843 2847 intensificou 2853 passou a 2858
(CH,)s 2916-2924 2916 passou a 2920 2920 diminuiu 2916 passou a 2920
C-H 1462-1473 1443 diminui - -

Nota: 2 referéncia [144]; ° referéncia [78 e 159]; © referéncia [152].

Em resumo, as mudancas no espectro de PM-IRRAS causadas pela interacdo entre
RuVPy e os fosfolipidios sdo concentradas nas propriedades do grupo cabeca, uma vez que
ndo ha praticamente penetracdo do RuVPy na regido das caudas hidrofobicas. Em busca de
uma representacdo que ilustre tal interacdo, um esquema foi montado a fim de mimetizar uma
monocamada mista de RuVPy e DPPC, que é o fosfolipidio mais abundante em membranas
celulares. Neste esquema o arranjo geométrico do DPPC foi baseado em trabalhos prévios,
que trazem medidas de comprimento desta molécula [153]. Assumiu se 0 comprimento para a
molécula de RuVPy de 10 A conforme arranjo dos atomos H67, H55 e C75 na interface
agua/ar. Particularmente observou-se que a interacdo com a carga negativa do grupo P=0O e
C=0 do fosfolipidio ocorre com grupos de potencial positivo (piridina) do RuVPy, o qual

teve seu mapa de potencial eletrostatico também simulado usando DFT.
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Monocamada

A 8K
0 | subfase

Esquema 1: Organizacdo idealizada de moléculas de RuVPy e DPPC na interface tampdo PBS/ar. A

~18 A

~10 A

configuragdo e comprimento de RuVPYy inserido na monocamada de DPPC foram obtidos a partir dos calculos
DFT e o comprimento da porcdo de moléculas de DPPC imerso na subfase aquosa foi obtida a partir de

medicBes da reflectividade por G. Fragneto e colaboradores [153].

5.6 Filmes Langmuir-Blodgett do RuVPy na presenca de fosfolipidios

Os filmes LB com 3 camadas, tanto dos compostos puros como dos compostos na
forma de filmes mistos (fosfolipidios/RuVPy), foram obtidos na pressdo de 30 mN m* sobre
substratos solidos de Si, para analises na regido do infravermelho, e sobre ITO para medidas
eletroquimica. Macroscopicamente estes filmes ndo apresentaram significativas diferencas em
relacdo aos substratos limpos, o que é justificavel por se tratar de um filme em escala
nanomeétrica altamente organizado. A escolha de poucas camadas € atribuida a aproximacéo
da espessura de uma bicamada de membrana e a proporc¢do 10% de complexo foi utilizada por

ser responsavel por significavas alteracdes nas monocamadas dos fosfolipidios.
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5.7 Espectroscopia de absorgéo e reflexdo na regido do infravermelho — PM-IRRAS de

filmes LB do RuVPy na presenca de fosfolipidios.

Resultados de PM-IRRAS, similares aos filmes de Langmuir, foram obtidos para 0s
filmes LB de fosfolipidios puro, RuVPy e misturas fosfolipidios/RuVPy, conforme pode-se
observar nos espectros da Figura 28. Esta semelhanca entre os espectros, confirma a
existéncia de interagdes em nivel molecular entre RuVPy e os fosfolipidios apds a
transferéncias destes filmes de Langmuir para substratos sélidos. O espectro para o filme LB
do RuVPy depositado sobre substrato de Si (Figura 28 A,B,C) exibe bandas em 1192 e 1288
cm™, atribuidas aos estiramentos P-O-C e P=0, respectivamente, indicando oxidacdo do
ligante bifosfinico, conforme explicado no 5.5 [78]. O estiramento referente ao grupo P-C em
1108 cm™, sempre em presenca dos fosfolipidios, sofre um decréscimo de intensidade o que

pode ser atribuido a intera¢fes entre 0s compostos.

Para as misturas com DPPC, DPPG e DPPS observa-se varia¢fes de intensidade da
banda na regido de 1650 cm™ em comparacdo com as monocamadas dos compostos puros,
atribuidas a reorientacdo das moléculas de adgua na forma de um filme fino paralelo logo

abaixo a superficie do filme [145].

Com relacdo aos filmes dos fosfolipidios puros pode-se dizer que 0s estiramentos
caracteristicos dos grupos da cabeca polar bem como os estiramentos da parte apolar foram
observados em acordo com a literatura. Sendo os estiramentos do grupo fosfato na regido de
1220 e 1090 cm™ e carbonil de 1690 a 1740 cm™ os que apresentaram deslocamentos em
presenca do complexo, principalmente para os filmes de DPPC/RuVPy e DPPS/RuVPYy, o que
indica interacdo entre 0os compostos. Ja para a mistura DPPG/RuVPy observou-se variagdes

na intensidade da banda referente ao estiramento de C-H em 1446 cm™.

Na regido do grupo apolar dos fosfolipidios observaram-se valores de estiramento
comum a grupo acil na regido de 2849-2854 cm™ para os estiramentos assimétricos e 2916—
2924 cm™ para os simétricos, sem deslocamentos em presenca do complexo somente com
variacdo de intensidade para a mistura DPPG/RuVPy e DPPS/RuVPy.

A tabela 4 resume os valores dos principais estiramentos esperados para 0S cCompostos

assim como os valores observados experimentalmente.
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Figura 28: Espectros de PM-IRRAS dos filmes LB em Si (3 bicamadas) dos compostos puros e mistos com
RuVPy (10%) para DPPC (A), DPPG (B) e DPPS(C).
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Tabela 4: Nimeros de onda e atribuicdo dos principais estiramentos dos grupos funcionais dos compostos puros
e da mistura fosfolipidios/RuVPy em filmes LB em Si.

Faixa segundo Bandas observadas (cm™)

literatura® (cm™)

Regido polar DPPC e DPPG e DPPs e
DPPC/RuVPy DPPG/RuVPy DPPS/RuVPy
(PO,) , 1220-1250 1222 passou a 1228 1228 1248 passou a 1230
(POy) s ~1090 1091 1089 1090 passou a 1086
V (C=0) ge 4cido graxo 1690-1740 1728 passou a 1731 1730 1728
C=0 (éster) 1710-1740 1713 1711 1712
COO" da serina © 1550 - 1610 - - 1610 intensificou
Regido apolar
(CHyp)a 2849-2854 2850 2850 2853
(CHy)s 2916-2924 2924 2924 2915
C-H 1462-1473 1470 passou a 1464 1446 intensificou 1460

GruposdoRuVPy ~ Bandas da literatura® (cm™)  Bandas observadas (cm™)
P-C 1484 e 1087 1463 e 1108
P-C ou C-H 1433 1440
P-O 1187 1192, 1288
CH; deformacdo angular 1275 1287

% referéncia [144]; ° referéncia [78 e 159]; ¢ referéncia [152].

5.8 Estudo eletroquimico dos filmes LB de RuVPy e fosfolipidios em tampéao PBS pH 7,4

O efeito da insercdo do complexo RuVPy sobre as propriedades eletroquimicas das
monocamadas de DPPC, DPPG e DPPS foi avaliado por medidas eletroquimicas dos filmes

LB depositados em substrato de ITO.

A técnica eletroquimica é comumente utilizada em caracterizacdes de filmes finos por
permitir uma analise qualitativa dos processos eletroquimicos, principalmente na interface

entre o eletrodo de trabalho (filme LB) e uma fina camada de solu¢éo eletrolitica adjacente a
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essa superficie [154]. A compreensdo dos processos de transferéncia de elétrons em
membranas bioldgicas ¢ um dos desafios atuais, uma vez que modelos simplificados de
membranas celulares tem sido objeto de estudo eletroquimico a fim de mimetizar estes
processos naturais. O uso de técnicas eletroquimicas, tais como a voltametria ciclica [155] e
espectroscopia de impedancia [156] para investigar o comportamento de lipidios em
membrana torna-se cada vez mais popular, assim como a aplicacdo dos conceitos de cinética
eletroquimica e de estrutura de interfaces eletrificadas para a interpretacdo da resposta
eletroquimica [167].

Baseado nestes fatos, a caracterizacdo eletroquimica dos filmes LB do RuVPy com 1 e
3 camadas sobre substrato de ITO foi empregada, conforme pode-se observar nos
voltamogramas ciclicos da Figura 29. Estas medidas trazem informag6es qualitativas sobre o
filme LB do RuVPy obtidas em solucdes de HCI 0.1 mol L™ (pH 1.0) a 50 mV s™. Pode-se
notar nestes voltamogramas que o numero de camadas afeta a resposta de corrente e que
nestes eletrodos o processo redox ocorre com Ej, = 0,46 e 0,43 V para os filmes com 1 e 3
camadas, respectivamente (versus Ag/AgCl). O filme LB com 3 camadas do complexo exibe
melhor definicdo da corrente de pico anddica e catodica (Ipa = 2,28 e Ipc = -1,8 pA, em 50
mV s™) quando comparado a resposta do filme com 1 camada, com potencial de pico anédico
e catodico de Epa=0,58 V e Epc =0,28 V.

31 Filme LB do RuVPy 5&@

o 1layer «
2] © 3layers &g‘@g

00 02 04 06 08
E /V vs Ag/AgCl

Figura 29: Voltamogramas ciclicos do LB/RuVPy (1 e 3 camadas) sobre substrato de ITO em solugdo de HCI

1x10°° mol L™ como eletrdlito suporte, a 50 mV s vs. Ag/AgCl.
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A resposta eletroquimica discutida acima pode ser atribuida como sendo dominada
pelo processo Rull/Rulll, com um unico elétron envolvido, como foi observado com
complexos similares, tais como mer-[RuCls(dppb)(L)] (L = piridina, metilpiridina). Além
disto, 0 aumento da intensidade de corrente de pico pode ser relacionado a maior quantidade
de material imobilizado na superficie do eletrodo, conforme ja € estabelecido em estudos para
o complexo analogo [78, 83].

Em outros experimentos, a resposta de filmes LB do RuVPy com 1 e 3 camadas em
diferentes velocidades de varredura (de 10 a 100 mV s™) foram investigadas. Observou-se que
o filme com 1 camada apresenta dependéncia linear da Ipa com a velocidade de varredura (v)
(R=0,998), indicando que o complexo RuVPy esta confinado na superficie do eletrodo [157].
Entretanto o filme LB do RuVPy apresentou uma dependéncia linear (R=0,994) do Ipa com a

raiz quadrada da velocidade de varredura (v

), tipico de processos controlados por difuséo,
indicando um eletrodo suficientemente espesso que permite que 0s processos redox ocorram,
ndo apenas com as espécies superficiais, mas também com moléculas no interior do filme. Por
conseguinte, os ions da solugcdo devem migrar para o filme para compensar a carga criada

[85].

O filme LB/RuVPy contendo 3 camadas foi escolhido para os subsequentes estudos
voltamétricos. Nos voltamogramas ciclicos obtidos, tanto para o substrato ITO, que serviu
como branco das medidas, quanto para os filmes dos fosfolipidios e complexo RuVPy com 3
camadas em meio de tampdo PBS (Figura 30A), observou-se somente corrente do tipo
capacitiva, ou seja, auséncia de processos de oxidacdo e reducdo na faixa de potencial 0,0 a
1,0 V. Correntes capacitivas sdo conhecidas por serem correntes ndo proporcionais a
concentracdo do analito e por ndo obedecerem a lei de Faraday. Somente sdo correntes
geradas devido a presenca de um acumulo de elétrons na superficie do eletrodo, o que
aumenta a carga da dupla camada elétrica [154]. Este comportamento eletroquimico é
conhecido para moléculas como os fosfolipidios [158], contudo verificou-se uma resposta
similar para o complexo RuVPy, o que é atribuido ao pH do eletrdlito suporte utilizado,
tampdo PBS pH 7, o qual imita condicdes de ambiente bioldgicos, mas ndo favorece a
oxidacdo nem a reducdo deste centro metalico de Ru(lll). Em experimentos, no qual o
comportamento eletroquimico deste complexo foi avaliado em diferentes formas de
imobilizacdo, incluindo a técnica LB (dados ndo inclusos), verificou-se que picos de oxidacao
e reducdo ocorrem somente em eletrélitos com pH &cidos abaixo de 4, uma vez que a

presenca de fons H* auxilia o processo de transferéncia de carga do centro metalico do
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complexo [159]. Essa alta corrente capacitiva também esta associada & uma deposi¢do nao
homogénea das moléculas do complexo, a qual gera uma superficie rugosa com uma dupla
camada elétrica maior, de acordo com os resultados de coalescéncia das regides condensadas
muito brilhantes que se observa nas imagens de BAM.

Os filmes LB com 3 camadas dos fosfolipidios, DPPC (Figura 30B), DPPG (Figura
30C) e DPPS (Figura 30D) puros, apresentaram um voltamograma com menor corrente
capacitiva nesta mesma faixa de potencial (0,0 a 1,0 V), em rela¢do ao substrato de ITO, o
qual tem uma superficie hidrofilica que permite a organizacdo dos grupos polares dos lipidios
nos trés eletrodos. Esse fato pode ser relacionado ao melhor recobrimento do substrato pelas
monocamadas [160]. Sabe-se ainda que poucas camadas também sdo conhecidas por
geralmente diminuirem a rugosidade da superficie, comparada com os eletrodos de ITO [84] e

por esta razdo diminuem a corrente capacitiva esperada.
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Figura 30: Voltamogramas ciclicos do substrato ITO (A) e dos filmes LB com 3 camadas dos compostos puros
e mistos com RuVPy (10%), DPPC (B), DPPG (C) e DPPS(D) em tampao PBS (pH=7,4) a 50 mV s versus
Ag/AgCI.
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Quando filmes mistos dos fosfolipidios com 10% de RuVPy, curvas com simbolos ndo
preenchidos, sdo comparados aos filmes dos fosfolipidios puros observa-se um aumento da
corrente, principalmente em potenciais acima de 0,6 V. Este aumento de corrente comprova a
presenca do complexo, material de maior densidade eletronica, formando “defeitos” na
monocamada dos fosfolipidios, e consequentemente aumenta o acumulo de elétrons na
interface eletrodo/solucdo. Os resultados de compressibilidade das monocamadas mistas
corroboram com a presenca de “defeitos” nas monocamadas de fosfolipidios causados pela
presenca do RuVPy, uma vez que apresentam valores de Cs™ sempre menores que dos
fosfolipidios puros, indicando menor organizacdo e maior fluidez em relacdo ao filme puro,
conforme apresentado em conjunto com os graficos de isotermas ilustradas na Figura 14.

5.9 Estudo eletroquimico dos filmes LB de RuVPy e fosfolipidios na presenga da molécula
sonda Fe(CN)g >

Na literatura encontram-se dados que comprovam que a incorporacdo de moléculas
biologicamente ativas, tanto em monocamadas quanto em outros modelos de membrana,
causam significativos efeitos na transferéncia de carga destas membranas [158,161]. Neste
sentido, neste trabalho procurou avaliar a incorporacdo do complexo RuVPy e dos
fosfolipidios nos filmes LB por experimentos de voltametria ciclica, um método convencional
e informativo, na presenca da molécula eletroativa Fe(CN)s*™. Na Figura 31 estdo os
voltamogramas obtidos tanto para o substrato ITO e filmes LB dos materiais puros, quanto
para os filmes LB mistos (DPPC/RuVPy, DPPG/RuVPy e DPPS/RuUVPY).
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Figura 31: Voltamogramas ciclicos do substrato ITO (A) e dos filmes LB dos compostos puros e mistos com
RuVPy (10%), DPPC (B), DPPG (C) e DPPS (D) sobre substrato de ITO, em tamp&o PBS pH 7 com 5 mmol L™
da sonda redox, Ks[Fe(CN)e]:Ks[Fe(CN)g], versus Ag/AgCl.

O perfil voltamétrico do eletrodo de ITO em presenca de Fe(CN)s>* (Figura 31 A),
apresenta um par redox com menor reversibilidade (Epa= 0,54 e Epc= -0,11 V) do que
observado na literatura para eletrodos de carbono vitreo vs Ag/AgCl, com potencial de meia
onda (Ei) de aproximadamente 0,2 V [161,162]. Na presenca do complexo RuVPy, em

34 além de ser menos reversivel, apresenta

comparacdo ao ITO, o par redox do Fe(CN)g
menor corrente de pico (Epa= 0,68e Epc= -0,22 V; Ipa= 0,58 e Ipc= -0,78 ). Esse filme LB
tem menor reversibilidade e corrente de pico que os demais eletrodos, o que concorda com

dados de capacitancia deste material, conforme sera observado posteriormente.
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As correntes de pico dos filmes mistos em comparacdo com os filmes de fosfolipidios
puros s&o um pouco maior. O DPPC na presenc¢a do RuVPy (Figura 31B) tem um aumento de
0,2 mA na corrente de pico, e de maneira menos significativa, foi constatada na resposta do
filme LB do fosfolipidio aniénico DPPG com RuVPy (Figura 31C), com correntes de pico
0,03 mA maiores que o filme LB de DPPG puro. Esse aumento da intensidade da corrente de
pico no sinal dos filmes mistos esta correlacionado com a maior atragdo entre 0 complexo e o
lipidio, conforme constatado pelos célculos termodindmicos obtidos na pressdo de 30 mN/m
(Figura 17 e 18), presséo essa utilizada para deposi¢éo desses filmes LB.

Para o fosfolipidio aniénico DPPS (Figura 31D), a presenca do complexo diminuiu a
corrente de pico em 0,03 mA, cuja reducdo é explicada pela menor interacdo ou até repulsao
entre as espécies, como constatado na Figura 17 e 18. No entanto, ainda neste voltamograma,

DPPS/RuVPYy constata-se uma diminuicao no valor de potencial de oxida¢do em 0,03 V.

Todos os valores de potenciais de oxidacdo (Epa) e reducdo (Epc), bem como as
correntes de pico (Ipa e Ipc) discutidos acima s@o apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Dados obtidos dos voltamogramas do substrato ITO e dos filmes LB dos compostos puros e mistos na

presenca par redox Fe(CN) >,

Eletrodo Epa (V) Epc (V) Ipa(mA) Ipc(mA)

ITO 0,54 -0,11 0,86 -1,01
RuVPy 0,68 -0,22 0,58 -0,78
DPPC 0,49 -0,09 0,91 -1,01
DPPC/RuVPy 0,50 -0,10 1,11 -1,25
DPPG 0,58 -0,14 0,75 -0,91
DPPG/RuVPy 0,60 -0,14 0,78 -0,95
DPPS 0,52 -0,11 0,78 -0,92
DPPS/RuVPy 0,49 -0,11 0,76 -0,87

O eletrodo modificado com o filme LB DPPC/RuVPy apresentou maior

reversibilidade e corrente de pico que os demais. Maiores deslocamentos anddico de potencias
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de pico em relacdo ao ITO (0,04 V) foi constatado com eletrodo DPPG/RuVPy devido a
presenca de grupos negativos do DPPG, que dificultam a aproximacéo do Fe(CN)s**. Um
comportamento similar a este é observado na literatura em estudos com a droga ibuprofeno,
que apds sua ionizacdo negativa, apresenta repulsdo eletrostatica com os fons Fe(CN)g®,
levando os autores a utilizar em seus experimentos outra molécula eletroativa, o complexo

cationico Ru(NHz)e> [161].

A compreensdo dos processos que ocorrem nos filmes depositados nas superficies dos
eletrodos, mais especificamente sobre a formacg&o e carregamento da dupla camada elétrica na
interface eletrodo/solucdo de eletrélito, foi avaliada por medidas de espectroscopia de
impedancia eletroquimica. Esta técnica tem sido utilizada para caracterizar a formacéo de
filmes em multicamadas sobre diferentes superficies de eletrodos [163], onde o didametro do
semicirculo obtido nos espectros de impedancia refere-se diretamente a resisténcia de
transferéncia de carga (Rtc) da solucdo até a superficie do eletrodo [164]. Nessas medidas,
assim como nas medidas de voltametria ciclica, foram utilizadas 1 mmol L™ de [Fe(CN)s]*"*

como molécula sonda.

A Figura 32 ilustra os diagramas de Nyquist do eletrodo de ITO (curva em preto),
eletrodo LB/RuVPy (curva em rosa), LB/DPPC e LB/DPPC/RuVPy (curva em vermelho),
LB/DPPG e LB/DPPG/RuVPy (curva em verde) e LB/DPPS e LB/DPPS/RuVPy (curva em
azul), em tampdo PBS (pH= 7,4) com 1 mmol L™ de [Fe(CN)s]*’*, na faixa de frequéncia de
0.1 Hz a 10 kHz. Esses diagramas de Nyquist sdo tipicos para sistemas que podem ser
descritos convencionalmente pelo circuito de Randell (um circuito elétrico equivalente que
consiste em resisténcia ativa do eletrélito (Rs) em série, com uma combinacdo paralela de
capacitancia da dupla camada (Cq) e uma impedancia da reacdo faradaica (Rcy)). A parte
semicircular do diagrama corresponde ao processo limitado de transferéncia de elétrons e o

diametro € igual a resisténcia de transferéncia de elétrons R [158, 165].



99

2.4
21 | e ITO
18| e DPPC
I o DPPC/RuVPy
15} e RuVPy
’é\ L
o 1.2+ « e e,
X r ° °
= 09t . .
N r °
06F ,°
)
03} 4 00000,
00 )@, » 1%, 1 N 1 N 1 N 1 N |“.
00 03 06 09 1.2 15 18 21 24
Z' (kOhm)

Figura 32: Diagramas de Nyquist do substrato ITO (curva em preto) e dos filmes LB do RuVPy (curva em
rosa), do DPPC puro (curva em vermelho), do filme misto com 10% de RuVPy (circulos vazios), em tampao
PBS pH 7,4 com 1 mmol L™ da sonda redox [Fe(CN)¢]*™*

Adicionalmente, o valor de capacitancia do filme pode ser obtido do diagrama de

Nyquist usando a equacéo 13:

1

2T max Rot ..o (13)

Onde, fmax corresponde a frequéncia no maximo valor de Z'[166].

Mudancas no espectro de impedancia sdo observadas devido a presenca de moléculas
distinstas imobilizadas na superficie do ITO, cujos filmes resultaram diferentes valores de R

e C conforme apresentado na Tabela 6.
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Tabela 6: Dados de resisténcia obtidos dos Diagramas de Nyquist do substrato ITO e dos filmes LB dos
compostos puros DPPC, DPPG, DPPS e RuVPy e dos filmes mistos de fosfolipidios com 10% de RuV\/Py.

Eletrodo Re(kQ) Capacitancia (UF)
ITO 0,77 5,41
LB RuVPy 2,46 7,00
LB DPPC 0,30 6,22
LB DPPC/RuVPy 0,29 8,29
LB DPPG 1,84 4,58
LB DPPG/RuVPy 1,54 4,48
LB DPPS 0,59 5,03
LB DPPS/RuVPy 0,54 4772

Desses dados, apenas sdo representativos os eletrodos ITO e os modificados com
filmes LB de RuVPy e DPPC/RuVPy. O maior valor de R foi observado para o filme LB do
RuVPy (2,46 kQ), o que é consistente com o fato do filme de RuVPy bloquear o processo de
transferéncia de carga na superficie do ITO, e ainda o maior valor de C (7,00 pF), também
consiste com as observacgdes para 0s experimentos de voltametria. Os eletrodos com filme LB
do DPPC e DPPC/RuVPy (Figura 32B), apresenta C de 6,22 e 8,29 uF, respectivamente,
valores estes cerca de duas vezes maiores que os demais eletrodos, atribuido a presenca do
grupo colina (-N(CHs)s)" do fosfolipidio, que atua como uma contra carga e que atrai as
moléculas de Fe(CN)s>* acumulando mais fons na dupla camada. Este acimulo de espécies
facilita os processos de transferéncia de carga, o que esta de acordo com os baixos valores de
Ret 0,30 € 0,29 kQ para o filme LB DPPC e DPPC/RuVPy, respectivamente.

Em relacdo ao diagrama de Nyquist para os filmes com DPPS e sua mistura, duas
outras observacoes podem ser feitas. Primeiro, o valor de C para a DPPS/RuVPy é menor do
que para os filmes DPPS puro. Este fato pode ser compreendido considerando-se que 0S
valores de capacitancias obtidos pela equacdo (13) representam, na verdade, a soma das
capacitancias em série relacionadas com a dupla camada elétrica, ITO/filme e filme/solugédo

de eletrdlito. Deste modo, apesar da deposicao do filme de LB diminuir a rugosidade na
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superficie de ITO, diminuindo a capacitancia de dupla camada 1TO/solugdo, a presenca do
filme de fosfolipidios introduz um novo periodo na capacitancia devido a presenca dos grupos
cabecas alinhados e carregados na superficie do ITO. Esta camada carregada pode atrair ions
para dentro do filme LB pela migragéo, e esta propriedade € refletida no valor mais baixo para
0 R¢, quando comparado com o valor para a superficie de ITO puro (0,59 e 0,54 kQ,
respectivamente) [156]. O mesmo comportamento de resisténcia do eletrodo DPPG e
DPPG/RuVPy em relacéo ao ITO ndo foi observado, o que nos permite pensar que a migragao
de ions ocorre, mas algum outro fator pode ter influenciado na resposta destes eletrodos.

Além disso, pode ser visto que o valor das capacitancias dos filmes mistos
DPPC/RuVPy, DPPG/RuVPy e DPPS/RuVPy sdo menores do que para o valor encontrado
para o filmes puros de DPPC, DPPG e DPPS. Esta menor capacitancia pode ser atribuida ao
fato de que quando o complexo RuVPy é transferido para a superficie de ITO, ele ocupa uma
posicdo entre as cadeias de fosfolipidios atuando como um “mediador” entre as moléculas dos
fosfolipidios e o eletrodo de ITO. Este efeito € significativo, uma vez que as interfaces
eletrificadas mais importantes em sistemas vivos sdo membranas bioldgicas, que
desempenham o importante papel de isolante para os ions inorganicos e ainda potenciais
eletroquimicos que podem ser mantidos atraves delas [167]. Vale ressaltar que, apesar da
RuVPy ser neutro, o mapa de potencial eletrostatico para este complexo (obtidos através de
calculos de quimica quéantica) indica que existem locais de densidade de carga mais elevadas,
com o potencial positivo, principalmente no grupo piridina, sendo este grupo o responsavel
pela interacdo com o grupo P=0 carregado negativamente dos fosfolipidios. Esta interacéo
entre 0 complexo Ru e os grupos cabeca dos fosfolipidios diminui a densidade de carga na
camada carregada adsorvida sobre a superficie do eletrodo, provocando uma diminuic¢do da
capacitancia total do filme. A observacdo de interacdo esta de acordo com a discussdo da
analise espectroscopica do filme de Langmuir e LB. E importante mencionar ainda que o
diagrama de Nyquist para os filmes LB mistos, fosfolipidio/RuVPy, na regido de mais baixas
frequéncias, mostra o aparecimento de um comportamento linear, correspondente a inclinacédo
da curva em 45° no diagrama, onde processos de difusdo passam a ser importantes para a
impedancia do sistema[168, 169]. Esta observacao é consistente com a demonstracdo de que 0
menor valor de Rct para os filmes mistos € devido ao maior espacamento entre as cadeias de
fosfolipidios, uma vez que este espacamento maior facilitou o0 movimento das espécies idnicas
no interior do filme, e este processo pode ser observado na faixa de frequéncias utilizadas

neste estudo.
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5.11 Estudos eletroquimicos dos filmes cast do RuVPy e fosfolipidio

Medidas eletroquimicas de filmes cast contendo o complexo RuVPy e o fosfolipidio
DPPC foram realizadas para comparagdo com os filmes LB, a fim de analisarmos o efeito da
organizacdo molecular nas respostas destas moléculas. Nestes experimentos os filmes LB e
cast com o fosfolipidio DPPC puro e misturado ao complexo RuVPy foram obtidos sobre
substratos condutores de carbono vitreo (CV) e os resultados dos voltamogramas ciclicos e

diagramas de Nyquist sdo ilustrados na Figura 34.
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Figura 33: Voltamogramas ciclicos (A) e diagramas de Nyquist (B) do eletrodo de CV, dos filmes LB e cast dos
filmes puros e mistos de DPPC com RuVPy (10%) em tampdo PBS pH 7 com 5 mmol L™ da sonda redox
Ks[Fe(CN)g]:K4[Fe(CN)e] versus Ag/AgCI.

Tabela 7: Dados obtidos dos voltamogramas e diagramas de Nyquist do substrato ITO e dos filmes LB dos

COMpOStos puros e mistos.

Epa e Epc Alp (MA) Capacitan
Eletrodo Ein(V)  Ipae lpc (MmA) Ry (kQ)

V) -Cia (UF)

CcVv 0,33e0,15 0,24 2,54e-2,60 5,14 0,42 1,19

Cast RuVPy 0,51e0,05 0,28 1,16 e-1,23 2,39 4,73 3,26
Cast DPPC 0,57 0,00 0,28 0,51e-0,54 1,05 3,12 4,23
Cast DPPC/RuVPy 0,42¢0,08 0,25 1,46e-1,84 3,30 2,45 8,95

LB DPPC/RuVPy 0,48 e 0,04 0,26 1,71e-1,73 3,44 2,46 7,00
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Destes valores, constata-se que no estudo voltamétrico, foi observada maior
reversibilidade e menor potencial de meia onda do processo redox do Fe(CN)s>* com
eletrodo de CV sem modificacdo (Epa = 0,33V, Epc = 0,15 V e E;= 0,24 V), valor este em
acordo com a literatura [161,162]. Além disto, obteve-se menor resisténcia deste material
(0,42 k), que é cerca de cinco a dez vezes menor que as resisténcias apresentadas quando 0s

filmes cast ou LB séo depositados sobre o CV, cujos valores séo resumidos na Tabela 7.

As respostas eletroquimicas, tal como a variagdo de corrente de pico, Alp, e valor de

resisténcia do filme cast com DPPC/RuVPy (3,30 mA, 2,45 kQ) e LB do DPPC/RuVPy (3,44

mA, 2,46 kQ) atestam o efeito da organizacdo molecular destas moléculas sobre as respostas
eletroquimicas da molécula sonda. E interessante mencionar que mesmo sendo a quantidade
de complexo no filme LB muito menor que no filme cast, a superior intensidade de corrente é
atribuida a organizacdo propiciada pela técnica LB, o que € similar ao observado em estudos
onde o complexo RuVPy foi imobilizado em diferentes tipos de eletrodos e novamente a
técnica de obtencdo de filme fino se destacou pela sua nanoestruturagéo [159].

As respostas do filme misto cast de DPPC/RuVPy (Ei= 0,25 V, Ipa =1,46 e R =
2,45 kQ) em relacéo ao filme contendo apenas RuVPy (E1,= 0,28 V, Ipa =1,16 e R = 4,73
kQ) mostram que menores potencias, maiores intensidades de corrente de pico e menores
resisténcias a transferéncia de carga sdo proporcionadas pela interacdo do complexo com o
fosfolipidio. O grande valor de resisténcia para o filme cast de RuVPy é decorrente do pH do
meio, o qual diminui a condutividade do RuVPy puro, da mesma forma que ocorre para o
filme LB de RuVPy. Além disto, os altos valores de capacitancia do filme misto cast de
DPPC/RuVPy (C = 8,95 uF) comparados aos filmes contendo apenas a espécies precursoras,
cast de DPPC (C = 4,23 uF) e cast de RuVPy (C = 3,26 uF), sugerem gque a combinacao
destas moléculas acumula maior quantidade de ions na interface e facilita os processos de
transferéncia de carga no modelo de membrana, mesmo que pequena propor¢do de complexo
(10%) esteja presente no meio. Estes resultados corroboram com os valores obtidos dos
parametros termodindmicos e podem ser correlacionados com a toxidade apresentada pelo
RuVPy as células normais e de cancer, visto que a presenca do complexo causa alteracdes

eletroquimicas nos modelos de membrana celular utilizados.
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5.12 Obtencéo e caracterizacio de formulacéo lipossomica do complexo RuVPy

Outro modelo de membrana reconhecidamente util em estudos com substancias
farmacologicamente ativas sdo o0s lipossomos (Figura 35A), cuja estrutura apresenta
compartimento interno aquoso que pode vir a incorporar substancias hidrossolUveis e ainda
em sua membrana formada por lipidios, incorporar substancias lipofilicas ou anfifilicas [170].
Estas formulagdes lipossémicas, sdo reconhecidas por facilitarem a administracdo de drogas,
principalmente as hidrofébicas melhorando sua solubilidade em agua e, por conseguinte
aumentando sua eficacia [171], uma vez que ao adentrar no organismo o0 medicamento
encontra uma série de barreiras fisiologicas que causam grande diminui¢do da dosagem inicial
até que o efeito desejado comece a ser percebido. Sob esta oOtica faz-se necessario 0 uso de
tecnologias, tais como a incorporacdo de medicamentos em lipossomos, que mantém a
dosagem continua por um maior intervalo de tempo, diminuindo alguns efeitos colaterais
[172].

Neste contexto, iniciaram-se estudos de obtencdo de lipossomos de DPPC com o
complexo RuVPy, nas mesmas condi¢Oes das solugdes empregadas nos filmes de Langmuir, a
saber, solugdes em diclorometano do complexo e do fosfolipidio nas concentraces de
1 mmol. L™, Estas solucdes foram misturas para obter a proporco 90/10 % de DPPC/RuVPy,
e entdo o solvente foi evaporado com ajuda do gas N, a fim de diminuir o contato destas
solugdes com atmosfera oxidante, formando um filme lipidico seco no frasco utilizado, o qual
foi armazenado em dessecador por cerca de 24 h. Passado este tempo, que garantiu
evaporacdo total do solvente orgéanico, hidratou-se o filme com tampdo PBS pH 7,4, sob
agitacdo e esta nova solucdo obtida foi sonicada para diminuir o tamanho das particulas
formadas. Apos preparada, a solucdo lipossémica era homogénea de cor vermelho claro
devido a presenca do complexo RuVPy. Lipossomos esbranquicados de DPPC puro tambéem
foram obtidos e serviram de referéncia. A imagem deste material em conjunto com

lipossomos de RuVPy na proporc¢do 10% é apresentada na Figura 35B.
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Figura 34: (A) Estrutura de lipossomos adaptada da referencia 170 e (B) Imagem das soluces lipossémicas de
DPPC a direta, e de DPPC/RuVPy na proporcdo 90/10% a esquerda, ambas em tampdo PBS pH 7,4.

Medidas de absorcdo de luz na regido do UV dos lipossomos sem e com RuVPy
(Figura 36) foram comparadas ao espectro do complexo puro, que apresenta bandas

caracteristicas em 350, 450 e 530 nm.
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Figura 35: Espectros de absorcéo na regido do UV-Vis de solucdes de RuVPy e do DPPC puro (1 mmol. L™) e
do complexo que foi encapsulado em lipossomos na propor¢cdo de 10% de RuVPy apds liofilizacdo e

solubilizagdo em CH,Cl,.
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Observa-se no espectro do lipossomo (Figura 36, curva em verde) a auséncia das
bandas em 450 e 530 nm, com excecdo do ombro em 350 nm, atribuido a transferéncia de
elétrons dos orbitais (3po*dm) do dtomo de fésforo do ligante bifosfinico (dppb) para o orbital
dr do metal [86]. Este perfil espectral, mesmo com auséncia das bandas em 450 e 530 nm,
confirma a incorporagdo do complexo e nos leva a propor a formacdo de uma espécie de
Ru(Il) que ndo apresenta absorcdo nesta regido do espectro conforme observado para a série
[RuCl,(dppb)L.] onde L= n-heterociclico[173].

Pelo uso da técnica de UV-Vis também obteve-se a quantidade de complexo inserida
nestas vesiculas, medindo a absorcdo do sobrenadante da amostra apds centrifugacéo.
Aplicaram-se os valores de absorbancia medidas na equacgdo 14 [174] e obteve-se a taxa de
encapsulamento (TE) em torno de 80%, uma vez que as medidas foram realizadas em

triplicata.

re= 24, 1009%

Aq [14]

Estas solucGes lipossdémicas por se tratar convencionalmente de emulsdes, apresentam
turbidez, que por sua vez leva a um grande espalhamento de luz, tornando possivel a
realizacdo de medidas “dynamic light scaterring”, ou DLS, as quais permitem identificar o
tamanho médio das particulas presentes nestas solugcdes, na ordem de nandmetros e avaliar
ainda sua carga por medidas de potencial Zeta. Estas medidas foram realizadas para monitorar
o tamanho médio das particulas, no decorrer de 15 dias, cujos valores encontrados séo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Distribuicdo média de tamanho e carga dos lipossomos de DPPC puro e da mistura DPPC/RuVPy na

propor¢des 90/10 % em fungdo do tempo.

Lipossomos de Tamanho 1°  Tamanho 7 Tamanhol5 Potencial

DPPC/RuVPy (%) dia (nm) dias (nm) dias (nm) Zeta (mV)

100/0 24,7 129,6 873,8 -4

90/10 304,2 322,9 707,7 -4,8
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Para as vesiculas de DPPC/RuVPy obteve-se um diametro médio de 304,2 nm, valor
este que é cerca de 12 vezes maior que o encontrado para as vesiculas de DPPC puro obtido
neste trabalho. O aumento do tamanho nas vesiculas de DPPC/RuVPy, esta de acordo com o
que se observa para sistemas de encapsulamento de compostos lipofilicos que causam maior
empacotamento da bicamada [175]. Este resultado também corrobora com a diminuicdo dos
dominios de DPPC observada nas imagens de BAM nos filmes de Langmuir mistos
DPPC/RuVPYy, quando na presenca do RuVPy.

No monitoramento dos tamanhos destes lipossomos ap6s 15 dias de preparo destas
solucdes, verificou-se que o didmetro médio dos lipossomos de DPPC aumentou cerca de 35
vezes diferente do observado para os lipossomos com RuVPy que tiveram seu tamanho
duplicado. Esta tendéncia de aumento de tamanho se deve a funsdo das vesiculas em busca de
maior estabilidade. Macroscopicamente observou-se também que com o tempo este material
armazenado sobre refrigeracdo passou a apresentar precipitados gelatinosos maiores, sendo
que guanto maior a propor¢cdo de complexo, menor a quantidade de precipitado. Passado
algum tempo de estocagem deste material sob tais condicdes, as solugdes e precipitados, antes

vermelho claro, tornaram-se verde escuro indicando oxidagdo do complexo.

Medidas de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR) do
complexo encapsulado nas diferentes propor¢des também foram realizadas utilizando filmes
casted obtidos sobre placas de Si. Estas medidas forneceram informacoes referentes aos
estiramentos de ligacdes existentes em ambas as estruturas, sendo os espectros em acordo
com os dados de PM-IRRAS dos filmes de Langmuir e LB da mistura DPPC/RuVPy. Desta
forma optou-se por mostrar somente as alteragdes observadas nos estiramentos dos grupos

quimicos, devido a presenca do complexo conforme apresentado na Tabela 9.

Tabela 9: Numeros de onda e atribuicdo dos principais estiramentos dos grupos funcionais dos lipossomos de
DPPC e da mistura DPPC/RuVPy em filmes cast sobre em Si.

Grupos Faixa segundo Bandas observadas (cm™)

literatura ® (cm™)

Regido polar DPPC/RuVPy
(POy)s ~1090 1092 1081
Vv (C=0) ge scido graxo 1690-1740 1739 1732

Regido apolar
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(CHy)a 28492854 2846 2843
(CHy)s 2916-2924 2917 2917

% referéncia [144]

Verificou-se significativas alteragdes nos nimeros de onda dos estiramentos referentes
a cabeca do DPPC principalmente nos estiramentos dos grupos P=0O e C=0. Um
deslocamento discreto de 3 cm™ na banda de desdobramento assimétrico CH, também foi
observado. Outra relevante contribuicdo desta medida na regido do IR foi a banda do
estiramento CH de anéis aromaticos do complexo em torno de 917 cm™ que deslocou para
869 cm™ quando o complexo RuVPy encontra-se inserido em lipossomos de DPPC. No
conjunto geral dos dados propde-se que a maior interacdo do RuVPy ocorre com a parte
hidrofilica do DPPC, similar ao que se observa e propde para os filmes de Langmuir e LB.

Medidas de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas para filmes
casted contendo as vesiculas de DPPC e DPPC/RuVPy com 10% de RuVPy, conforme
imagens apresentadas na Figura 37. Em analise destas imagens verificou-se que o diametro
encontrado para os lipossomos de DPPC séo superiores aos valores obtidos por DLS e que no
caso das imagens dos substratos com DPPC/RuVPy ndo existem mais estruturas esféricas e
sim um filme que recobriu estruturas salinas cubicas que se formaram. Este perfil
bidimensional bem como o aumento dos tamanhos dos lipossomos de DPPC pode ser
explicado pela falta de hidratacdo do meio, condicGes estas impostas para realizacdo das

medidas.
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Figura 36: Imagens de MEV para os filmes casted contendo os lipossomos de DPPC (A) e DPPC/RuVPy com
10% de RuVPy(B) escala=1¢€ 2 nm

Por fim os lipossomos obtidos de DPPC e DPPC/RuVPy com 10% de RuVPy foram
utilizados em testes bioldgicos com células normais VERO. A escolha desta linhagem celular
foi devido a relevantemente toxidade do RuVPy nos ensaios com o composto puro. O periodo
de incubacdo utilizado foi de 24 h, com concentragdes testadas na escala de umol L™. A
Figura 38 ilustra o indice de sobrevivéncia em realacdo a concentracdo do complexo RuVPy.
Verificou-se que mesmo em superior concentragdo (270+10 pmol L™ de RuVPy) estes
lipossomos ndo foram capazes de eliminar 50% da populacdo de células. Esta inferior
citotoxidade do complexo RuVPy encapsulado pode ser relacionada ao tempo de incubacéo
necessario para que este tipo de estrutura libere 0 composto ativo, em acordo com o que se
observa nas medidas de DLS, nas quais os lipossomos de DPPC/RuVPy se mostraram

bastante estaveis alterando significativamente seu tamanho somente apds 7 dias.
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6. CONCLUSOES e PERSPECTIVAS FUTURAS

A descoberta da propriedade antimetastatica dos complexos de ruténio em 1999
representa um importante marco no desenvolvimento de uma nova droga antitumoral [176].
Baseado nisto, a escolha do complexo mer-[RuCls(dppb)(VPy)] para objeto de estudo desta
tese deve-se ao estado redox Ru®**, a presenca de ligante fosfinico e n-heterociclico, cuja
combinacdo proporciona significativa atuacdo contra inibicdo de células de céncer. No
entanto, os ensaios de toxicidade mostram que o complexo RuVPy é altamente toxico, tanto
para células de cancer como para celulas controle. Esta falta de especificidade pode ser
relacionado com um modo de acdo baseado em interagcbes com a membrana celular, sendo
este complexo uma pro-droga, que em ambiente intracelulares pode vir a formar espécies de
Ru(ll). A hipotese de interagdo com membrana foi testada, de forma muito simplificada,
usando monocamadas Langmuir como modelos de membrana celular. Trés fosfolipidios com
a mesma cauda foram utilizados, cada um contendo 16 atomos de carbono em sua regido
apolar e com trés diferentes grupos polares sendo estes: colina para o DPPC, glicerol para o
DPPG e serina para o DPPS. Uma forte interacdo foi confirmada pelas alteracdes
significativas no empacotamento e morfologia dos fosfolipidios, tanto zwitterionico (DPPC)
quanto nas monocamadas dos anibnicos (DPPG e DPPS). Parametros termodindmicos
também foram uteis e mostraram melhor acomodacdo do RuVPy nos sistemas, de acordo com
0 a carga presente nos grupos cabecas sendo extremamente repulsiva a interacdo com o DPPS
que apresenta 2 regides de carga negativa. Além disso, usando PM-IRRAS pode-se identificar
os grupos dos fosfolipidios que interagem com o RuVPy, 0 que era consistente com as
propriedades eletrénicas obtidas por DFT para a estrutura otimizada de RuVPy. Embora o
complexo RuVPy ndo seja capaz de penetrar nas regides hidrofobicas da cauda das
monocamadas dos fosfolipidios nos filmes de Langmuir, as suas propriedades elasticas foram
alteradas significativamente. Outro resultado que traduz o efeito do complexo no modelo de
membrana é o obtido por medidas eletroquimicas em tampéo PBS, que mostraram que 0S
filmes mistos tém maior acumulo de carga segundo medidas de capacitancia dos filmes LB, e
que em presenca de espécies eletroativas, este filmes apresentam maior facilidade na
transferéncia de carga. Se pensarmos em membranas reais conclui-se que estas se tornam
mais fluidas numa interacdo com RuVPy, como fez com as monocamadas de Langmuir, além
destas terem seus impulsos elétricos alterados. Tais caracteristicas justificam uma provavel

atuacdo do complexo como responsavel pelo mecanismo de morte celular, sem descartar o
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mecanismo convencional esperado para um agente neoplasico ciclo ndo especifico o qual ndo
foi foco deste trabalho. A fim de obtermos mais ampla ideia em relacdo a resposta elétrica dos
filmes LB, novos filmes LB poderdo ser obtidos em todas as pressdes a fim de avaliarmos a
permeabilidade do filmes por medidas de VC e EIS.

Vesiculas lipossomais de DPPC foram obtidas com RuVPy e via caracterizages
realizadas destas verificou-se que o complexo pode ser encapsulado interagindo com regides
hidrofilicas da membrana vesicular. Este encapsulamento é ideal para o transporte deste
composto em ambientes hidrofilicos, tais como os ambientes biol6gicos. Apesar dos
resultados serem promissores, percebemos a necessidade de otimizacdo da obtencdo das
mesmas, a fim de garantir maior liberacdo do complexo RuVPy dos lipossomos. A
combinacéo destes resultados e dados obtidos das isotermas de pressao vs. area por molécula,
nos mostra a viabilidade do emprego dos lipossomos contendo o complexo incorporado para
prosseguir com os testes bioldgicos, com os mesmos tipos de linhagem celular, visando
estudos de liberagdo controlada de drogas. Estes resultados serdo comparados aos testes ja

realizados a fim de avaliar se havera ou ndo reducéo da citoxicidade do complexo.

Apesar da alta toxidade apresentada pelo RuVPy, os resultados obtidos nesta tese
serdo Uteis para auxiliar na projecdo de novos metalofarmacos que sejam altamente seletivos

para as células tumorais e que apresentem baixa toxicidade.
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