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"E um paradoxo a Terra se mover ao redor do Sol
e a 4gua ser constitulda por dois gases

in eis. A verdade cientffica é sempre um
paradoxo, se julgada pela experiéncia cotidiana
que se agarra & aparéncia efémera das coisas."

Karl Marx
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RESUMO

Santos, R. L. S. R. Metalofarmacos de diruténio(ll,lll): sintese, caracterizacao
e interacdes com biomoléculas e ciclodextrina. 2012. (202p). Tese
(Doutorado) — Programa de Pos-Graduagdo em Quimica. Instituto de Quimica,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

Os compostos de coordenacgao de ruténio tém recebido grande atencéo
para tratamento do cancer. Em particular, estudos do grupo mostraram que um
metalofarmaco de diruténio(ll,lIll) com o farmaco anti-inflamatorio néo-esteréide
ibuprofeno apresenta boa atividade para tumor cerebral maligno. Neste contexto,
0 presente trabalho teve como objetivo ampliar os estudos com a obtencao de
novos complexos, investigar as interacdes dos metalofarmacos com moléculas de
interesse biologico e preparar materiais hibridos destes com ciclodextrina.

Desenvolveu-se metodologia sintética para a preparacédo de dois novos
metalofarmacos de diruténio(ll,lll) de formula geral [Ruz(O,CR),Cl], em que O,CR
= cetoprofenato (cet) ou fenbufenato, a partir do precursor [Ru(O2CH3)4Cl]. Os
novos complexos foram caracterizados principalmente por meio de técnicas
espectroscopicas, difratometria de raios x e analise térmica.

Estudos de reatividade foram realizados para a espécie
[Ruz(0,CH3)4(H20)2]", obtida a partir do precursor [Ruz(O2CH3)4Cl] em solucéo
aquosa. Constantes de equilibrio e parametros termodinamicos para as reacfes
de substituicdo axial agua-cloreto, e também parametros cinéticos das reacfes
deste complexo com 0s aminodcidos glicina, triptofano, cisteina e histidina, e com
0s agentes redutores glutationa e acido ascorbico, foram determinados. Estudos
sobre as interagbes com a proteina albumina do soro humano (HSA) foram
efetuados para os complexos [Ru,(O,CHj3)4Cl] e [Rux(cet)4Cl], e também para o
derivado analogo de ibuprofenato (ibp), [Ruz(ibp)4Cl].

Novos materiais hibridos contendo os complexos [Ruz(O,CR)4CI]
(O.CR = ibuprofenato ou cetoprofenato) e hidroxipropil--ciclodextrina foram

obtidos, usando-se a técnica de spray-drying, e caracterizados.

Palavras-chave: ruténio, anti-inflamatérios, ciclodextrinas, albumina,
aminoacidos, agentes redutores
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ABSTRACT

Santos, R. L. S. R. Diruthenium(llLlll) metallodrugs: synthesis,
characterization and interactions with biomolecules and cyclodextrin. 2012.
(202p.). PhD Thesis — Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

Ruthenium compounds have received great attention for cancer
therapy. In particular, studies from our research group have found that a
metallodrug of diruthenium(ll,lll) with the non-steroidal anti-inflammatory drug
ibuprofen, has good activity for malignant brain tumor. In this context, the main
purposes of this work were to improve these studies, to investigate some
interactions of these metallodrugs with biologically relevant molecules, and also to
prepare hybrid materials of these complexes with cyclodextrin.

Synthetic methodologies were developed to prepare two novel
diruthenium(ll,Ill) metallodrugs, with the general formula [Ru,(O,CR),Cl], where
0O,CR = ketoprofen (ket) or fenbufen starting from the precursor [Ru,(O,CHz3)4Cl].
The novel complexes were characterized mainly by spectroscopical techniques, X-
rays difractometry and termal analysis.

Reactivity studies were performed for the species [Rux(0O>CHs)4(H20),]"
obtained from the precursor [Ru(O,CH3)4Cl] in agueous solution. Equilibrium
constants and thermodynamic parameters for water-chloride axial substitutions,
and also kinetic parameters for the reactions of this complex with the amino acids
glycine, tryptophan, cysteine and histidine, and the reducing agents glutathione
and ascorbic acid, were determined.

Studies on the interactions with the human serum albumin (HSA)
protein were performed for the complexes [Ru,(O,CHj3)4Cl] and [Ruz(ket)4Cl], and
also for the analogue derivative of the ibuprofen drug (ibp), [Ruz(ibp)4Cl].

Novel hybrid materials containing complexes [Ru2(O2CR)4Cl] (O,CR =
ibuprofenato or ketoprofenato) and pB-hydroxypropyl-cyclodextrin were prepared by

using spray-drying technique and characterized.

Keywords: ruthenium, anti-inflammatory drugs, cyclodextrins, albumin, amino

acids, reducing agents
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BCD -ciclodextrina

aa aminoacidos

acn acetonitrila

act (OAc) acetato

ala aminoacido alanina

ar agentes redutores

asp aminoacido aspartato

CD espectroscopia de dicroismo circular

cet farmaco cetoprofeno

CGS sistema de unidades (centimetro-grama-segundo)

cis aminoécido cisteina

COX enzimas ciclooxigenase

CPD deposicao de particula controlada

Cy ciclohexanil

dic farmaco diclofenaco

dmf N,N-dimetilformamida

dmso dimetilsulféxido

DNA acido desoxirribonucleico

DSC calorimetria exploratoria diferencial

DTG termogravimetria diferencial (12 derivada da curva TG)

edta acido tetra-acético etiledodiamino

EPR espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica

et etanol

FAINE farmaco anti-inflamatodrio ndo-esteroidal

Fc ferrocenil

fen farmaco fenbufeno

FTIR espectroscopia vibracional com transformada de Fourier na
regido do infravermelho

gli aminoécido glicina

GSH tripeptideo glutationa

H.A acido ascorbico

his aminoacido histida

HPBCD hidroxipropil-B-ciclodextrina



ICP-AES
im

ind
KP1019
KP1339
KP418
L

M.B.
met
MEV
MF

MS
NAMI-A
npx
phen
pic

pr

pz
RAPTA
RMN
Ru,-act
Ru,-cet
Ru,-fen
Ru,-ibp

Ruz-npx

SD
TG
THT

trp
UV-Vis

X -

proteina albumina de soro humano
insolavel

farmaco ibuprofeno

espectrometria de emissao atdmica com plasma induzido
imidazol

farmaco indometacina
Hind[trans-[RuCl,(ind)]
Na[trans-RuCl(Hind);]
Hoim[trans-RuCl,(Him);]

ligante

magnéton de Bohr

metanol

microscopia eletronica de varredura
mistura fisica

espectrometria de massa
Him[trans-RuCl(dmso)im]

farmaco naproxeno

fenantrolina

picolinato

proprianato

pirazina

complexos de ruténio(ll) que contém ligantes arenos
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
clorotetrakis(acetato)diruténio(ll,lII)
clorotetrakis(cetoprofenato)diruténio(ll, )
clorotetrakis(fenbufenato)diruténio(ll,111)
clorotetrakis(ibuprofenato)diruténio(ll, 1)
clorotetrakis(naproxenato)diruténio(ll, 1)
solvente ou soluvel

spray-drying

termogravimetria

tiofeno

aminoacido triptofano

espectroscopia eletrénica de absorgcéo no ultravioleta-visivel
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1. INTRODUCAO

A medicina vem se beneficiando do uso de drogas terapéuticas e
diagnosticas baseadas em compostos inorganicos ha milhares anos, mesmo que
seja de forma empirica e muitas vezes sem conhecer seu mecanismo de acao [1].

Alguns elementos inorganicos, como por exemplo: ferro, cobre e zinco,
além de serem essenciais em muitas fungdes vitais, também podem modificar a
acao de algumas drogas, alterando a sua acao farmacoldgica devido a geracao
de um complexo metalico que é formado no meio biolégico. Os metais ditos “nao-
essenciais” também sao largamente utilizados na medicina, tanto para diagnostico
como para terapia; como exemplo podem-se citar complexos de platina como
agentes quimioterapicos, compostos de gadolineo como agentes de contraste
utilizados para Ressonancia Magnética, compostos de vanadio como miméticos
da insulina, e diversos complexos de tecnécio-99m como agentes de
radiodiagnéstico [2].

A importancia dos metalofarmacos — complexos de metais de transicao
que apresentam potencial terapéutico — foi reconhecida gracas a descoberta, no
final da década de 60, da cisplatina, cis-[PtCly(NHz);], que mesmo com seus
graves efeitos tdxicos e colaterais, e resisténcia a alguns tumores, ainda é muito
utilizada como agente quimioterapico [3].

Neste contexto, o grande desafio da quimica de coordenacdo com
aplicacdo a Quimica Medicinal é a sintese de novos compostos ou drogas que
apresentem pouco efeito colateral e que sejam capazes de interagir com
biomoléculas possibilitando um metabolismo especifico para um determinado alvo

in vivo.

1.1. Compostos de Ruténio

Dentre inUmeros compostos metalicos investigados, os complexos
contendo o metal ruténio apresentam-se como uma promissora alternativa para o
tratamento do céncer. Apesar de ser “ndo-essencial” e ndo-enddgeno, o ruténio
pode mimetizar o ferro devido as suas propriedades quimicas em comum — o Ru
esta localizado no mesmo grupo do Fe na Tabela Periddica e a semelhanca entre
esses dois metais pode explicar a capacidade do ruténio de ligar-se a transferrina

além de ligar-se a albumina (HSA) [4].
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Alguns artigos de revisdo sobre diferentes compostos de ruténio que
apresentam atividade antitumoral ja foram publicados [2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,

12,13,14,15,16,17,18,19,20]. Dois complexos tém recebido grande destaque e ja

atingiram a fase de testes clinicos: o NAMI-A (Him[trans-RuCls(dmso)im], im
imidazol, dmso = dimetilsulféxido) e o KP1019 (HInd[trans-[RuCl(ind),], ind

indazol) [21] (Figura 1). O NAMI-A é particularmente eficiente contra metastase de
tumores experimentais — exibe capacidade de inibir o crescimento e prevenir a
formacdo de metéstases, além de apresentar toxicidade menor que a cisplatina
[22,23]. O KP1019, por outro lado, € um agente citotoxico e apresenta atividade

anticancerigena para alguns tipos de tumores de pulmao e rins [24].
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Figura 1 — Formulas estruturais dos compostos de ruténio(lll): NAMI-A e KP1019.

Em contraste aos complexos monoméricos de ruténio, as propriedades
biol6gicas de complexos diméricos contendo ligagcdes metal-metal praticamente
ndao foram exploradas. Os primeiros relatos dos compostos de ruténio com
ligacbes metdlicas multiplas sdo encontrados nos trabalhos de Wilkinson [25] e
Cotton [26].

A classe mais numerosa de complexos de diruténio com ligagcbes
multiplas € a dos tetracarboxilatos que sdo constituidos por unidades
[Ruo(O2CR)4Lm]™ (M e n =0, 1 ou 2), em estruturas do tipo “gaiola” nas quais 0s

quatro ligantes carboxilatos formam pontes equatoriais que estabilizam as
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ligagbes metal-metal (Figura 2), ja os ligantes (L) estdo localizados nas posi¢cfes
axiais. Dependendo da natureza do ligante axial (normalmente uma base de
Lewis e haleto) ou do contra-ion é possivel a formacéo de pontes na direcéo axial,

gerando cadeias poliméricas estendidas no estado soélido [27].
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Figura 2 — Férmula Estrutural do [Ru,(O,CR)4L,]

O metal ruténio é muito verséatii com relacdo ao seu estado de
oxidagdo, para 0s nucleos dimetalados [Ru,]. Em termos de nuamero de
compostos ja isolados, observa-se uma predominancia decrescente de acordo
com a seguinte ordem: Ruy(Il,1IN>Rux(Il,I)>>Ruy(ll,111). Esta ordem pode ser

7z

explicada com base na estabilidade termodinamica que € relativamente maior
para as espécies que contém nucleos de diruténio do tipo Rux(ll, 1) [1].

Os complexos de Ruy(ll1ll) sdo designados complexos de valéncia
mista, porém quando as duas posicOes axiais estdo ocupadas pelos mesmos
ligantes, a carga formal é igualmente distribuida entre os dois centros metalicos;
sendo assim a representacdo mais adequada para o nucleo dimetalado seria
Ru(11¥,11%2) ou [Ru,]®*, em vez de Rux(ll, 1) [1].

As propriedades magnéticas constituem uma caracteristica bastante
peculiar destes complexos de valéncia mista. Eles apresentam onze elétrons, e,
portanto, com base na ordem de energia dos orbitais (o < © << § < 8* << 1* < c*)
(Figura 3), oito dos onze elétrons deveriam preencher todos os orbitais ligantes

enquanto que os outros trés deveriam preencher os orbitais antiligantes,
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resultando em apenas um elétron desemparelhado. No entanto, observa-se
experimentalmente, que tetracarboxilatos dimetalados do tipo [Ruz(O.CR).]"
possuem um momento magnético efetivo bastante incomum (ue = 3,8 a 4,4 M.B.)
compativel com a presenca de trés elétrons nao-emparelhados. Para justificar
este comportamento experimental, estudos tedricos [28,29] indicaram que, na
verdade, a ordem de energia dos orbitais depende do estado de oxidacdo do
nucleo dimetalado, do tipo de ligante em ponte equatorial, e do tipo e do niumero
de ligantes axiais.

Além disso, vale lembrar que a proposta da ordem energética dos
orbitais (Figura 3) ndo leva em consideracao as interacbes que podem ocorrer
entre orbitais dos metais e orbitais dos ligantes coodenantes. Para a maioria dos
nucleos Ru(ll,111), os niveis de energia dos orbitais 6* e n* sdo aproximadamente
degenerados, e dessa forma, a configuragdo eletrbnica no estado fundamental
deve ser representada por: o n* §° (5*n*)%, confirmando assim a presenca dos
trés elétrons desemparelhados. A exploracdo destas interessantes propriedades
despertou grande interesse no desenvolvimento de novos materiais magnéticos.
A ordem de ligagdo resultante dessa distribuicdo eletronica € igual a 2,5 em
coeréncia com valores de comprimentos de ligacdo Ru-Ru (~2,28 A) observados
para complexos dessa classe [27].

Sao poucos os trabalhos de revisdo bibliografica sobre os diferentes
tetracarboxilatos de diruténio que estdo disponiveis na literatura [1,30,31]. Neste
sentido, vale a pena destacar os Unicos artigos cujo foco de pesquisa foram as

propriedades bioldgicas.
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Figura 3 — Diagrama simplificado dos recobrimentos dos orbitais d e niveis de
energia dos orbitais resultantes na formacéo de ligagbes metal-metal multiplas do
tipo X4M-MX, [32].

O primeiro relato é de 1989 quando complexos do tipo
[Ruz(O,CR)4L,]PFs, sendo R = -CH3 e -CH,CHg, foram investigados mostrando
moderada atividade para células de leucemia P388 [33]. Em 2002, a série de
complexos [Ruz(O2CR)4L;]PFs, em que: L = imidazol, 1-metilimidazol, H,O, para R
= CHgj; L = etanol, para R = Fc (ferrocenil) ou Fc-CH=CH-; e de compostos
M3[Ru,(O2CR)4(H20),], com M = Na* para R = m-C¢H,SO3s e M = K* para R = p-
CeH4SOg3, foi testada quanto a citotoxicidade para HelLa e também quanto a
atividade para células humanas cancerosas resistentes do tipo CoLo 320DM,
sendo observado que a atividade anticancerigena aumenta significativamente
para 0s compostos aniénicos, 0s quais sdo mais sollveis em agua [34].

Levando em consideracdo que a atividade antitumoral dos complexos
de ruténio pode estar relacionada a capacidade de ligagcdo do metal as proteinas
ou ao DNA, complexos de diruténio(ll,lll) foram sintetizados com a base
nitrogenada guanina [35] e sua analoga etil-guanina [36], porém nenhuma

elucidacao sobre o mecanismo de acao foi proposta.
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Nosso grupo investigou a reatividade dos complexos [Ruz(O,CCHj3)4Cl]
e [Ruy(0O,CCH3)4(H20),]PFs, frente as bases adenina e adenosina [27]. Os
resultados indicaram que a reacao entre as espécies € dependente do solvente, e
que os produtos isolados, partindo do [Rux(O2CCH3)4(H20)2]PFs, mantém a
estrutura dimetdlica, sendo que as bases nitrogenadas substituem axialmente as
moléculas de agua, formando pontes axiais entre duas unidades de diruténio(ll,III)
no estado solido.

Diferentes compostos do tipo [Ruz(O2CCHj3)4(L);]JPFs, sendo L =
metronidazol, nimorazol, secnidazol e tinidazol, também foram investigados em
Nnosso grupo de pesquisa, mostrando-se eficazes contra células cancerigenas
HelLa, sendo mais toxicos para estas do que para células normais NCTC-clone

L929. Além disso, também apresentaram atividade antifngica [37].

1.2. Farmacos Anti-Inflamatérios Nao-Esterdides (FAINES)

Os FAINEs formam um grupo de medicamentos que € largamente
utiizado pela populacdo pelas propriedades popularmente conhecidas de
controlar a inflamacéo, proporcionar analgesia e combater a hipertermia. A
utilizagdo desses farmacos também pode reduzir os riscos de mal de Alzheimer,
artrites, doencgas cardiacas e alguns tipos de cancer (mama, colon, prostata e
es6fago) [38,47]. Entretanto, o uso prolongado de FAINEs pode trazer sérios
efeitos colaterais sendo um dos mais comuns a lesdo sobre o trato
gastrointestinal [39].

Alguns exemplos de medicamentos pertencentes a classe dos FAINES
(Figura 4) sdo os salicilatos (aspirina), os acidos fenilalcanéicos, os &acidos

antranilicos, os oxicans e as sulfonamidas [40].
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Figura 4 — Alguns exemplos de FAINESs: cetoprofeno (Hcet), ibuprofeno (Hibp),
fenbufeno (Hfen), naproxeno (Hnpx), indometacina (Hind), aspirina (Hasp) e
diclofenaco (Hdic)

Os efeitos clinicos dos FAINEs séo atribuidos principalmente as suas
capacidades de inibirem a atividade catalitica de duas formas da enzima
ciclooxigenase, COX-1 e COX-2, e, por isso, muitas vezes eles sdo chamados de
inibidores de COX [40]. A acdo anti-inflamatéria dos FAINEs é associada a
inibicdo da COX-2, que estéd envolvida nos processos de inflamacdo. Ja alguns
efeitos adversos sdo atribuidos a inibicdo da COX-1, que é a forma da COX
relacionada a protecdo da mucosa estomacal. A inibicdo da COX-2 também pode
estar relacionada com a acgao preventiva dos FAINEs com relagdo a alguns tipos

de cancer [27,41].

1.3. Tetracarboxilatos de Diruténio(ll,Ill) Complexados com FAINEs

O nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo ha alguns anos,
estudos sobre complexos de diruténio com farmacos anti-inflamatérios nao-
esteréides. Os farmacos que possuem o grupamento R-COOH, podem atuar
como ligantes para metais de transi¢cdao via carboxilato (R-COQO") e estabilizar
algumas estruturas dimetalicas em “gaiola” representadas por [M(RCOOQ)],
sendo M = metal.

Excetuando-se os trabalhos de nosso grupo, existe um Unico artigo na

literatura, publicado em 1989 [42], que reporta a reacao entre acetato de diruténio
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e o FAINE aspirina, mas nenhuma mencéo sobre possiveis aplicacdes bioldgicas
foi descrita.

O primeiro artigo do grupo [43], publicado em 2000, descreve a sintese
e caracterizacdo de um novo complexo de diruténio(ll,lll) com o farmaco
ibuprofeno, [Ruy(ibp)4Cl], e também um estudo da comparacdo de sua atividade
anti-inflamatoria e anti-ulcerogénica com o farmaco Hibp e um complexo analogo
de cobre-ibuprofeno, [Cuy(ibp)4]. Os resultados dos estudos biolégicos mostraram
que a atividade anti-inflamatoéria ndo depende do ion metalico (Ru ou Cu) uma vez
que os efeitos inibitérios da inflamacg&o foram similares para os dois complexos e
o fAmarco organico. Entretanto, a vantagem da complexacdo com os metais foi a
reducdo da ulceracdo gastrica em comparacao aquela causada pelo farmaco néao
complexado. Surpreendentemente, a administracao oral in vivo do complexo de
ruténio (um metal pesado) teve efeito similar ao do complexo de cobre.

A investigagdo da potencial atividade antitumoral dos complexos de
diruténio € um dos principais focos de estudo do nosso grupo de pesquisa e a
escolha dos FAINEs deve-se ao fato de estes por si sO ja apresentarem algum
tipo de acdo preventiva para alguns tumores [41]. Neste sentido, novos
compostos de diruténio(ll,lll) complexados com os carboxilatos derivados dos
farmacos aspirina (Hasp), naproxeno (Hnpx), e indometacina (Hind) foram
sintetizados e caracterizados, e a atividade antitumoral investigada [44]. Os
ensaios indicaram que os complexos Ru,-ibp e Ru,-npx ndo apresentaram efeitos
significativos sobre dois tipos de tumores humanos: laringe (Hep2) e bexiga
(T24/83). Em contraste, ambos apresentaram acdo antiproliferativa sobre células
de glioma de rato C6, in vitro. Além disso, foi observado também que esses
complexos podem exercer efeitos similares aos exibidos pelo NAMI-A, abrindo
perspectivas para a realizagcéo de estudos in vivo com glioma C6, que serve como
modelo para glioblastoma multiforme, um tumor cerebral humano maligno
(glioblastoma multiforme V) de dificil prognaéstico.

Em outro artigo do nosso grupo de pesquisa foi publicado a sintese e
caracterizacdo de um novo complexo diruténio contendo um &cido graxo (acido y-
linoléico, assim como varios ensaios bioldgicos com as células C6 de glioma de
rato [45]. Os resultados indicaram que a inibicdo celular é dependente do tempo

de incubacdo e da concentracdo do complexo, e que este novo complexo



-22-

apresenta propriedades antiprofilativas além de ser um potencial candidato para
terapia de gliomas.

Trabalhos em colaboracédo, proporcionaram a realizacdo de uma tese
de doutorado no Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP sobre a acdo do
complexo Ru,-ibp sobre a expressdo do mRNA e protéica da enzima COX-1 [46].
As modificacbes na expressdo do ciclo celular e proteinas relacionadas a
apoptose indicaram que o complexo tem alvos multiplos, que se expressam nha
inibicdo de proliferagéao e indugdo da morte celular.

Em outra tese de doutorado [47], de nosso grupo de pesquisa, é
descrita a sintese e caracterizacdo de dois novos complexos diruténio(ll,11l) com
os farmacos diclofenaco e sulindaco. Ensaios de atividade biolégicas destes
complexos e também do Ru,-ibp frente células K562 de leucemia mieldide
humana, também foram executados, e os resultados sugerem que os complexos
apresentam atividade antiproliferativa frente a esta linhagem celular.

Uma série de estudos bioldgicos de células C6 de glioma de rato com o
complexo Ru-ibp também foram reportados em outro artigo recente [48]. Os
ensaios consistiram em avaliar os efeitos da exposicdo do complexo sobre a
distribuicdo celular, potencial da membrana mitocondrial, geracdo de espécies
reativas, e expressdo mRNA e protéicas (E2F1, cyclin D1, c-myc, pRb, p21, p27,
p53, Ku70, Ku80, Bax, Bcl2, COX1l e COX2). Dentre todos os resultados
apresentados, pbde-se concluir que o complexo se degrada no citoplasma
liberando assim o farmaco ibuprofeno para inibir a atividade da COX-1, gerando
uma resposta celular para a sintese de novas enzimas COX-1 para compensar a

atividade inibitoria da proteina.

1.4. Moléculas Biologicamente Relevantes

Investigar o comportamento bioquimico é essencial quando novos
compostos sdo estudados visando a atividade farmacoldgica, assim como
também ¢é importante conhecer a espécie ativa do composto que sera
responsavel pelos processos de biotransformacdo que antecedem a sua interacao
com as células cancerosas. Quando se trata de um composto de coordenacgédo, a
espécie ativa pode ser: o ion metélico, os ligantes, o proprio complexo intacto ou

mesmo parte dele.
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Muitos metalofarmacos sdo chamados de “pro-drogas”, pois seus
ligantes podem ser substituidos por outros presentes no meio biolégico, em
processos de hidrdlise, reagcbes com biomoléculas no sangue ou no interior da
célula; ou até mesmo o metal sofrer rea¢cdes de oxido-reducao antes de alcancar
seu alvo biolégico [49].

Com relacdo aos possiveis alvos, embora o DNA seja o principal,
existem evidéncias quimicas e bioquimicas do envolvimento de outros. Como a
administragdo intravenosa do medicamento deve seguir um longo caminho para
alcancar a célula cancerosa, a sua interacdo com outros possiveis ligantes
biolégicos presentes no plasma sanguineo, na membrana celular, ou no
citoplasma precisam ser avaliados e investigados. Dentre as biomoléculas que
podem ser alvos dos compostos destacam-se aminoacidos, agentes redutores,
hormdonios, peptideos e proteinas [50].

1.4.1. Os Aminoacidos e suas Interaces com Complexos Metalicos

Os aminoéacidos séo as unidades estruturais basicas das proteinas. Um
a-aminodcido é constituido de um grupamento amina, uma carboxila, um atomo
de hidrogénio e um grupo R diferenciado, ligados a um atomo de carbono, que é
chamado de carbono o por ser adjacente ao grupamento carboxila [51]. A
presenca dos grupamentos, -NH, e —COOH, faz com que eles sejam bons
ligantes para complexos metalicos. As formulas estruturais dos aminoacidos

investigados neste trabalho estdo apresentadas na Figura 5.

H
O\\ | /H H
C—C—N o, | H
Hoo L. TH “c—c—N’
T2 o T M ho I h
SH LC—C—N_ CH,
cis HO cH H H ‘
2 \
. / ] C/N\ﬁ
O\\ . | —N/H HN \\N/C\
/C Cl N H
HO H H trp his
gli

Figura 5 — Foérmulas estruturais dos aminod&cidos: cisteina (cis), histidina (his),
glicina (gli) e triptofano (trp)
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Interessantes revisdes bibliograficas sdo publicadas periodicamente
com informacdes sobre sintese, cinética e reatividade, equilibrio em solucdo e
diferentes aplicacbes de compostos metalicos com aminoacidos [52]. Neste
presente texto, os trabalhos mais relevantes sobre a cinética de complexos de

ruténio e aminoacidos seréo apresentados quando pertinente.

1.4.2. Os Agentes Redutores e suas Interacées com Compostos de Ruténio

A investigacdo da interacdo de complexos metélicos com os principais
agentes redutores que sao encontrados no organismo é de fundamental
importancia para auxiliar o entendimento do mecanismo de atuacdo de um
possivel metalofarmaco, uma vez que o ion metélico pode sofrer reacfes de
oxido-reducdo quando é administrado ao paciente.

Os agentes redutores encontrados no organismo, também chamados
de antioxidantes, podem ser produzidos pelo préprio corpo humano, como é o
caso do tripeptideo glutationa, ou podem ser absorvidos pela dieta como é o caso

do &cido ascorbico (vitamina-C) (Figura 6).
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Figura 6 — Formulas estruturais da glutationa e do acido ascorbico

A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptideo linear constituido por trés
aminodcidos (y-acido glutamico, cisteina e glicina), sendo o grupamento tiol (-SH)
o principal responsavel pelas suas atividades biolégicas. A GSH, peptideo
abundante de baixa massa molecular, € uma das principais fontes de tiol
disponiveis no meio intracelular com concentracbes que variam entre 0,1 e 10
mmol L™ [53].

O &cido ascorbico (H,A) é comumente encontrado em nosso organismo
na forma de ions ascorbato (HA’), e por ser muito solivel em agua, esta

localizado nos compartimentos aquosos dos tecidos organicos ou no Soro
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sanguineo, cujos niveis de concentracdo variam entre 10 e 80 umol L™ O fon
ascorbato desempenha papéis metabodlicos fundamentais no organismo humano,
atuando como agente redutor, reduzindo ions metalicos [como Fe(lll) e Cu(ll)]
presentes nos sitios ativos das enzimas ou em outras formas no organismo
[54,55].

Alguns trabalhos de revisdo bibliografica, ja citados aqui, fazem
referéncia as interacbes de diferentes complexos de ruténio com os agentes
redutores glutationa e acido ascorbico [6,7,15,20]. Abaixo sédo destacados alguns
trabalhos relevantes sobre este tépico, que abordam principalmente sobre cinética
e mecanismo de reacéao.

Estudos eletroquimicos do NAMI-A na presenca da GSH foram
realizados com foco no mecanismo da reacdo de transferéncia de elétrons,
Ru(ll)/Ru(ll), e em reagOes de substituicdo de ligantes para tentar explicar sua
atividade como “pro-droga” [56].

A cinética da reacdo de reducdo do NAMI-A com acido ascorbico e
com fons ascorbato (HA™ e A%) foi investigada em diferentes condicdes
experimentais, incluindo as fisioldgicas. Os resultados indicaram que o complexo
é rapidamente reduzido, e em seguida ocorrem sucessivas reacdes de
dissociacédo de seus ligantes cloreto; porém os ligantes axiais (dmso e imidazol)
permanecem coordenados ao complexo. Além disso, a formacé&o do ion ascorbato
(A%) é a etapa determinante da reacdo de reducdo; uma vez formado, este fon
reage rapidamente com o NAMI-A (1,4 x 10* mol™ L s, 10 °C), enquanto que a
reacdo com HA™ é um pouco mais lenta (2,5 x 10° mol™ L s, 10 °C) [57]. A reac&o
do NAMI-A com esse agente redutor, também foi investigada por espectroscopia
de ressonancia paramagnética, porém nenhum dado cinético adicional foi
divulgado [58].

Estudos in vitro com células KB de metastase indicaram que a
atividade do NAMI-A nédo sofre alteracdo na presenca ou auséncia dos agentes
redutores GSH ou acido ascorbico, porém resultados in vivo, em ratos com
carcinoma mamario (MCa), mostrou que a presenca desses agentes redutores,
mesmo em quantindades equimolares, aumenta significativamente a acdo do
complexo [59]. Outro estudo similar, também foi publicado recentemente com o

composto KP1019; os resultados foram bastante semelhantes aos observados
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para o NAMI-A, ou seja, a presenca do &cido ascérbico na solugdo do complexo
aumenta a sua atividade citotdxica [60].

Um estudo sistematico sobre o comportamento redox de diferentes
complexos de Ru(lll) (KP1019, KP418: (H.im)[trans-RuCl,(Him);] e KP1339:
Na[trans-RuCl4(Hind);]) foi realizado com a glutationa e o acido ascorbico usando
técnicas de RMN e voltametria de onda quadrada. Os estudos mostraram que
esses agentes sdo capazes de reduzir os complexos em condi¢des fisiologicas,
porém nenhum parametro cinético de reacao foi divulgado [61].

As interacBes do complexo [Ru'(NHs)4(4-pic)(H-0)]** com o aminoacido
cisteina e o agente redutor GSH foram investigadas por voltametria ciclica, UV-
Vis, RMN e EPR. Os resultados sugerem que 0s grupamentos tiol presentes nos
dois nucledfilos sdo os responséaveis pelas suas interagdes com o complexo, as
quais envolvem reacdes reversiveis de cinética rapida e constante de equilibrio
cinético da ordem de 10 mol™ L [62].

A cinética e o mecanismo da reacéo do complexo [Ru"

(edta)(pz)] com
0 aminoacido cisteina e o agente redutor GSH também foi investigado por UV-Vis
usando a técnica de cinética rapida stopped-flow. Os resultados cinéticos (k ~ 5
mol™ L s™, 25°C) em conjunto com os parametros de ativacdo (AH* ~ 50 kJ mol™,
AS* ~ -50 J K mol™ e AV* ~ +6 cm® mol™) sugerem que a reacéo de reducéo do
complexo segue um mecanismo de esfera externa, ou seja, sem quebra ou

formacao intermediaria de ligagdo quimica [63].

1.4.3. A Albumina de Soro Humano e suas Interagcbes com Compostos de
Ruténio

A albumina é a proteina mais abundante no organismo e a principal
proteina sollvel constituinte do sistema circulatério. Em individuos normais, a
albumina de soro humano (HSA) esta presente em concentracdo da ordem de 40
mg mL™ (~0,6 mmol L™). Esta proteina desempenha uma variedade muito grande
de papéis no meio bioldgico; contribuindo com 80% da pressdo osmoética
sanguinea e sendo essencialmente responsavel pela manutencdo do pH do
sangue. Uma notavel propriedade desta proteina € a sua capacidade de ligar-se,

reversivelmente, a uma incrivel variedade de moléculas [64].
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A estrutura primaria da HSA é constituida de uma Unica cadeia
polimérica que contém 585 residuos de aminoacidos totalizando uma massa
molar aproximada de 66 kD. Essa cadeia polimérica pode ser dividida em nove
alcas (L1 a L9) sendo separadas por trés grandes dominios (I, Il e Ill) que por sua
vez sao divididos em dois conjuntos de subdominios (A e B), perfazendo os seis
subdominios 1A, 1B, 1A, 11B, 1lIA e 11IB.

A sua estrutura secundéaria € constituida predominantemente por o-
hélice (67%), com pequenas contribuicdes de B-folhas (23%) e randémica (10%).
As oa-hélices sao estabilizadas por ligagcdes de hidrogénio entre os oxigénios e
nitrogrénios das carbonilas e aminas da mesma cadeia peptidicas; as estruturas
B-folhas também sédo estabilizadas por ligacdes de hidrogénio e nitrogénio, porém
sdo formadas com os aminoacidos da outra cadeia peptidica. J& a estrutura
terciaria da HSA tem a forma semelhante & de um coracdo com medidas
aproximadas a um tridngulo equilatero com 80 A de lados e 30 A de largura [65].

A estrutura da HSA também pode ser dividida em seis regides,
chamadas de sitios de ligacdo, os quais estdo separados de acordo com a
afinidade de seus ligantes: sitio | (localizado no subdominio IlA, tem preferéncia
por anions heterociclicos pequenos); sitio Il (localizado no subdominio IllIA, tem
preferéncia por acidos carboxilicos aromaticos); sitios Il e IV (afinidade por acidos
graxos de cadeia longa); sitio V (localizado no subdominio IA, regido onde esta o
aminoéacido Cis34, tem preferéncia por ions metalicos moles como Au, Ag, Hg e
Cd); e o sitio VI (também chamado de N-terminal, esta localizado no inicio da
cadeia polimérica e apresenta a sequéncia dos trés aminoacidos (Asp-Ala-His) e
que tem afinidade por ions metalicos como o Cu e Ni [47,50]. Para maiores
detalhes sobre cada um desses sitios de ligagcdo da HSA, um trabalho de revisédo
bibliografica sobre a HSA foi publicado por Kragh-Hassen e col. em 2002 [66]. Na
Figura 7 é apresentada a estrutura terciaria da HSA assim como a localizacdo dos

seus respectivos subdominios [67].
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Figura 7 — Estruturas terciaria e secundaria (identificada pelas diferentes cores)
da HSA. As letras N e C indicam a localiza¢&o dos sitios terminais.

Alguns estudos, utilizando diferentes técnicas instrumentais, tém sido
realizados com a finalidade de investigar as interagbes da albumina com
diferentes complexos de ruténio [68,69,70,71,72]. Abaixo sdo destacados alguns
trabalhos relevantes para este texto.

Em uma das teses de doutorado de nosso grupo de pesquisa,
defendida em 2009 [47], verificou-se que compostos de diruténio(ll,ll)
complexados com os FAINEs ibuprofeno, diclofenaco e sulindaco, além de um
composto de ruténio(ll) complexado com o FAINE meloxicam, possuem grande
afinidade pela HSA. Estudos com uso das técnicas de fluorescéncia e de
dicroismo circular possibilitaram o célculo das constantes de ligacdes e a analise
das modificacbes causadas na estrutura secundaria da proteina na presenca dos
complexos.

Estudos de voltametria ciclica com uma série de compostos
antitumorais de ruténio(lll), incluindo o NAMI-A e KP1019, indicaram que o nucleo
metalico desses compostos permanecem com 0 mesmo numero de oxidacao
apos ligarem-se a HSA [73], mesmo na presenca de agentes redutores como o
acido ascorbico [58]. Em outro estudo, verificou-se que a forma reduzida do
NAMI-A também pode-se ligar a HSA formando adutos estaveis [74].
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O comportamento de diferentes complexos de ruténio(lll), incluindo o
NAMI-A e o KP1019, na presenca da HSA [58,75] também foi investigado pela
técnica de EPR. Os resultados sugeriram trés propostas para o NAMI-A quanto a
ligacdo & HSA [58]. Na primeira, o ligante equatorial dmso é substituido por uma
molécula de agua, que em seguida é trocada por um residuo de histidina da HSA.
Na segunda proposta, o ligante dmso permanece na estrutura do complexo,
enquanto que a substituicdo envolve um dos ligantes axiais cloreto. Ja na terceira
hipdtese, o ligante dmso é substituido diretamente pela molécula de HSA através
da coordenacédo por um residuo de cisteina. Apesar da reacdo entre o NAMI-A e
HSA ter sido monitorada em funcdo do tempo, nenhum parametro cinético foi
divulgado. Estudos eletroquimicos para o aduto formado NAMI-A:HSA na
presenca do agente redutor acido ascorbico mostraram que o ndcleo metalico do
complexo ndo € reduzido quando ele j4 esta coordenado a HSA, confirmado os
resultados obtidos anteriormente [73,74]

A interacdo de novos complexos de ruténio(ll), coordenado com
diferentes ligantes iminas, com a HSA foi investigada por espectroscopia de
fluorescéncia. A partir dos resultados da supressédo da fluorescéncia foi possivel
estimar a constante de ligacdo, cuja ordem de grandeza foi de 10* mol™ L [76].

Um grande numero de compostos organometdlicos de ruténio(ll)
contendo em sua estrutura anéis benzénicos tem sido sintetizados e as suas
atividades antitumoral e antimetastatica investigadas [1,15]. Na Figura 8
encontram-se exemplos da tipica estrutura desses complexos. Abaixo sédo
descritos alguns dos trabalhos mais relevantes que focam na interagcdo com a

albumina do soro humano.

|
| Ru
CI/R]U\ L Cl/é\{\/{j/N
L) D
A B \/

Figura 8 — Tipica formula estrutural dos complexos areno de ruténio(ll) (A) e do
RAPTA-C (B)
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As interacdes da HSA com de diferentes arenos de ruténio(ll) contendo
cloroquinona, difosfato e etilenodiamina foram investigadas utilizando técnicas de
espectroscopia UV-Vis e de dicroismo circular, além de titulagbes isotérmicas de
calorimetria. Os resultados sugeriram que, em alguns casos, essa interagéo
ocorre através de ligacbes coordenadas irreversiveis provocando grandes
alteracfes na estrutura da proteina, e que para outros complexos a ligacdo pode
ser reversivel na presenca de agentes quelantes [77].

Um artigo sobre a interacdo da HSA com trés andlogos de areno-
ruténio(ll) foi publicado recentemente (2011) e relata alguns estudos preliminares
em eletroforese capilar sobre a velocidade e estabilidade desta interacéo.
Nenhum parametro cinético foi divulgado [78].

A interagdo de complexos areno-ruténio(ll) com a HSA foi examinada
usando as técnicas de espectroscopia UV-Vis [79] e espectroscopia de
fluorescéncia e infravermelho (FTIR) [80]. A partir dos resultados obitidos foi
possivel calcular diferentes parametros termodinamicos e concluir que: i) a reacao
é espontanea (AG < 0); ii) interagBes hidrofébicas séo as principais responsaveis
pela interagdo do complexo com HSA; iii) dois principais mecanismos (dinamico e
estatico) estdo envolvidos no processo de supressao da fluorescéncia.

A ligacdo da HSA com o complexo RAPTA-T foi investigada por
cromatografia liquida de exclusdo de tamanho e comparada com a interacao da
HSA com a cisplatina. Os resultados indicaram que o complexo de ruténio é mais
seletivo que a cisplatina [81].

Uma série de arenos de ruténio(ll) contendo diferentes ligantes
bidentados com HSA foram estudados por técnicas de  espectroscopia
(fluorescéncia e FTIR), eletroferese em gel e métodos hidrodindmicos. Os
resultados indicaram que todos esses complexos interagem rapidamente com a
HSA com constantes de ligacéo na ordem de 10° mol™ L [82].

Um estudo da interacdo de dois arenos de ruténio(ll) com diferentes
peptideos recombinantes da albumina humana, utilizando-se técnicas de
espectrometria de massas e modelagem computacional, constatou-se que a
ligagdo dos compostos a albumina humana podem envolver trés diferentes
residuos de histidina (His128, His247 e His510), metionina (Met298), ou cisteina (Cys34).
Além disso, foi constatado que a ligacdo desses complexos a albumina humana

pelo residuo His128 é favorecida cineticamente e termodinamicamente [83].
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1.5. Ciclodextrinas

No que diz respeito a administracdo de drogas, principalmente por via
oral, tem-se observado a busca por metodologias que possam eliminar ou
minimizar problemas como, por exemplo, a decomposicdo do farmaco antes de
atingir o alvo desejado no organismo; a baixa permeacdo através da membrana
celular; a baixa solubilidade em meio aquoso; a alta absor¢cdo acarretando uma
elevada concentracdo momentanea no sangue [84]. Uma maneira de contornar
esses problemas é fazer encapsulamento ou inclusdo da droga, visando aumentar
a biodisponibilidade, o tempo de residéncia e a permeabilidade celular das
substancias bioativas [85].

O desenvolvimento de estratégias para aumentar a seletividade dos
farmacos anticancerigenos pelo tumor também é bastante desejavel. Alguns
farmacos utilizados clinicamente, inclusive a cisplatina, séo distribuidos tanto para
o tecido saudavel como para o canceroso. Como estes farmacos sofrem reacgdes
ndo seletivas com varias biomoléculas, efeitos colaterais, tais como
nefrotoxicidade e neurotoxicidade, normalmente sdo observados [86]. Uma das
maneiras de facilitar o transporte da droga e aumentar a sua seletividade e
consequentemente melhorar a sua captacdo no tumor, € a formacdo de
complexos de incluséo.

Um substrato que vem despertando grande interesse na comunidade
cientifica e na quimica de macromoléculas nas Ultimas décadas € a ciclodextrina.
Devido a sua cavidade hidrofébica, a ciclodextrina pode formar compostos de
inclusdo do tipo héspede-hospedeiro servindo como um ambiente Unico para
reacdes quimicas, as quais podem fazer com que as propriedades de suas
moléculas “convidadas” sejam alteradas [87].

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos, carboidratos
complexos, formados por moléculas de D-glicose unidas através de ligacdes
a(1,4) glicosidicas. Elas foram isoladas em pequenas quantidades em 1891 com
o Bacilus amylobacter, sendo entdo produzidas industrialmente, atualmente, por
acado de enzimas denominadas de cilcodextrinas glicosiltransferases (CGTases)
sobre o amido [88].

As principais ciclodextrinas de ocorréncia natural sdo as ao-, - e y-

ciclodextrinas, que possuem 6, 7 e 8 mondmeros de glicose, respectivamente
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(Figura 9), no entanto, evidéncias indicam da existéncia de ciclodextrinas naturais

com um nuamero elevado de glicose, 8-, &-, - € n- (9-12 monémeros) [89].
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Figura 9 — Representacdo da estrutura das principais ciclodextrinas, e a sua
unidade de repeticéo (glicose), onde R pode ser um préton (H) ou o grupamento
hidroxipropil (HP).

A estrutura basica das ciclodextrinas tem formato de tronco conico, no
gual a cavidade interna é apolar (lipofilica) e a superficie externa polar
(hidrofilica). Esta caracteristica pode ser explicada devido a orientacdo do
hidrogénio nas ligacbes glicosidicas (C-H) que estédo direcionadas para a parte
interna da cavidade, enquanto que as hidroxilas priméarias e secundarias estao
direcionadas para a parte externa, conferindo o seu carater altamente polar [90].

As principais interagdes nos compostos de inclusdo sao forcas de van
der Waals e ligacdes de hidrogénio, e sé@o elas as responsaveis por porporcionar
a melhora da solubilidade aquosa de drogas hidrofébicas [91]. Em solucéo, a
molécula “convidada” pode estar inteiramente ou parcialmente incluida na
cavidade da ciclodextrina, sendo entdo o composto de inclusdo solvatado ou
rodeado por moléculas do solvente. No estado cristalino, a molécula “convidada”
pode estar localizada, ndo somente dentro da cavidade da ciclodextrina, mas
também nos espacos intersticiais na rede cristalina do soélido. As moléculas
incluidas normalmente ficam orientadas de modo que se alcance o maximo
contato entre a sua parte hidrofobica e a cavidade da ciclodextrina de natureza
apolar [91].

As possibilidades de wuso farmacéutico das ciclodextrinas sao

numerosas. Entre elas podemos citar o aumento da estabilidade fisica e quimica,
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eliminacdo de odores e sabores dos farmacos, e sem duvida a principal vantagem
dos compostos de inclusdo € o aumento da solubilidade aquosa de farmacos
poucos solluveis e 0 aumento da biodisponibilidade [90], que é o grau e velocidade
de absorcdo de um farmaco a partir de sua forma farmacéutica para dentro da
circulacdo sanguinea. Os principais fatores fisico-quimicos que podem afetar a
biodisponibilidade total de um farmaco séo: solubilidade, estabilidade, tamanho da
particula, pK,, pH e coeficiente de particao [92].

Muitos derivados de ciclodextrinas naturais tém sido sintetizados a
partir da substituicdo da hidroxila secundaria por diferentes grupamentos, como o
metil, etil, propril e hidroxipropil. No caso particular, o derivado hidroxipropil-p-
ciclodextrina possui uma solubilidade aquosa superior a do seu correspondente
natural [93].

A maioria das ciclodextrinas € metabolizada no célon pelas bactérias
da flora intestinal sendo a agua e diéxido de carbono os principais produtos de
sua degradacéo. Estudos de toxidade mostraram que as B-ciclodextrinas e alguns
dos seus derivados sdo moléculas seguras, quando admistradas oralmente,
porém por via parenteral pode apresentar pequena toxidade dependendo do seu
derivado [94].

Levando-se em consideracdo todos esses beneficios e propriedades
das ciclodextrinas, justifica-se a investigacdo da possibilidade de formacéo de
compostos de inclusdo com os complexos tetracarboxilatos de diruténio-FAINES,

0S quais sao insoluveis em meio aquoso.

1.5.1. Interacdes das Ciclodextrinas com Complexos de Ruténio e com
FAINEs.

As ciclodextrinas sao utilizadas com uma grande diversidade de
aplicacdes e em diferentes areas de atuacao [89,95,96,97,98], além da farmacia
[90,99,100,101,102,103]. Porém sao poucos os trabalhos encontrados na
literatura sobre sua interagdo com complexos de ruténio para possivel aplicacao
biol6gica. Abaixo sdo relatados os estudos encontrados sobre interacfes de
complexos de ruténio com ciclodextrinas com foco na aplicacéo farmacéutica.

Levando em consideracdo 0s recentes avancos dos complexos

metalicos de ruténio e as diferentes propriedades da [-ciclodextrina, um novo
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material luminescente foi sintetizado. No caso, o complexo [Ru'(phen)s] foi
ancorado ou imobilizado nas extremidades da ciclodextrina, e os resultados
indicaram que esta nova espécie pode interagir com o DNA modificando a sua
conformacdo, além de ser um potencial inibidor enziméatico de DNA [104]. Em
outro trabalho, as propriedades citotoxicas deste mesmo complexo imobilizado, e
também incluido, com B-ciclodextrina foram investigadas. Os resultados,
bastantes promissores, indicaram que esses novos materais inibem o crescimento
de diferentes bactérias (Salmonella, Escherichia, Bacillus, Listeria, Enterococcus
e Staphilococcus) [105].

Por fim, outro trabalho relata o preparo de um novo material hibrido
contendo um complexo de ruténio(ll) coordenado com a glicina incluido em -
ciclodextrina natural e em mais trés derivados sintéticos. Os quatro compostos de
inclusdo foram preparados com razdo estequiométrica e as suas atividades
citotoxicas e antiproliferativas foram investigadas em céculas humanas de
osteosarcoma MG-63 [106].

Quanto aos compostos de inclusdo de ciclodextrinas e FAINEs, séo
relatados a seguir alguns dos trabalhos relevantes com os farmacos Hibp e Hcet.

Existem diversos estudos, empregando variadas técnicas de preparo,
que relatam compostos de inclusédo de ibuprofeno e B-ciclodextrina com diferentes
razbes molares. Solidos de estequiometria (1:1) (Hibp:BCD) que foram preparados
em solucdo aquosa e depois isolados por eliminacdo do solvente por diferentes
técnicas de secagem (fluxo de ar, spray-drying e liofilizacdo) apresentaram
distintos comportamentos nos estudos de liberacdo, em funcdo das
caracteristicas das particulas, que sdo dependentes do método de preparo do
material [107]. Ja& um composto de inclusdo de 2:3 (Hibp:BCD) apresentou
solubilidade 12 vezes maior do que o ibuprofeno original. Além disso, estudos de
biodisponibilidade em ratos indicaram que o composto de inclusdo apresentou o
pico de concentracdo plasmatica mais rapida que o farmaco isolado, apesar da
absorcao total do farmaco ser igual para os dois casos [108].

Compostos de inclusdo entre ibuprofeno, cetoprofeno e naproxeno com
a p-ciclodextrina natural e seus derivados sintéticos (metil, hidroxietil e
hidroxipropil) foram preparados em solu¢cdo e também no estado sélido (em

razdes equimolares) pela técnica de co-liofilizagcdo em solu¢do aquosa de aménia.
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Os diferentes materiais hibridos foram caracterizados por diferentes técnicas e o
resultado do estudo da solubilidade determinou que a constante de associacdo do
farmaco:ciclodextrina (K1:1,iop > K1:1,npx > Ki:1,cet) €Sta diretamente relacionada com
a lipofilicidade da droga [109]. Outro trabalho sobre a inclusdo dos farmacos
ibuprofeno e cetoprofeno em B- e HPB- ciclodextrina confirmou também que a
lipofilicidade do farmaco esta diretamente relacionada a sua inclusédo na cavidade
da ciclodextrina. Os parametros termodinamicos da reagcdo apresentaram uma
grande correlacdo com a lipofilicidade dos farmacos [110].

No caso do ibuprofeno, estudos sugerem que apenas a porgao
aromatica deste farmaco fica incluida na cavidade da ciclodextrina, enquanto que
o grupamento carboxilico fica localizado na parte externa da cavidade [111,112].

Compostos de incluséo do ibuprofeno com - e metil-p- ciclodextrina no
estado solido foram isolados em proporgcdes equimolares por diferentes técnicas
(moagem, kneading, aquecimento fechado e co-liofiliza¢c&do). Estudos indicaram
que a técnica pode influenciar as propriedades de dissolugdo, sendo que o0s
materiais obtidos por co-liofilizacdo e aquecimento fechado apresentaram as
melhores propriedades [113].

Compostos de inclusdo de ibuprofeno:B-ciclodextrina de razbes
molares 1:3 e 2:3 foram isolados pelas técnicas de co-precipitacédo (evaporacéo e
centrifugacdo), liofilizacdo e nebulizacdo (spray-drying). Experimentos de
dissolucdo em solugcdo aquosa indicaram que a principal diferenca das
propriedades dos materiais, ndo esta relacionada a razdo molar empregrada e
sim ao método de preparado da amostra soélida. Entre os métodos utilizados, a
liofilizacdo, foi o que apresentou os melhores resultados para a dissolu¢cdo do
farmaco [114]. Outro composto de inclusdo ibuprofeno:p-ciclodextrina (1:3) foi
preparado por meio de técnicas convencionais (co-precipitacao e liofilizacdo) e
também pela deposicdo de particula controlada (CPD) por fluidos supercriticos.
Apesar do baixo rendimento de incluséo (< 50%) para o material preparado pela
técnica CPD, o resultado da dissolugdo do farmaco foi melhor em relacdo as

outras técnicas empregadas [115].
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2. OBJETIVOS

Com o advento da Quimica Medicinal, a quimica inorganica tem
exercido um papel cada vez mais relevante no ambito da farmacologia e da
medicina, principalmente no desenvolvimento de novos metalofarmacos. Neste
contexto, a meta deste trabalho foi gerar uma contribuicéo significativa na area da
bioinorganica, no que se refere ao desenvolvimento de novos complexos de
diruténio, com ligagcbes metalicas mdltiplas, e antiinflamatérios n&o-esterdides
para possivel aplicagdo como metalofarmacos antitumorais.

Os objetivos principais foram: (i) sintetizar os metalofarmacos de
diruténio(ll,Il) com FAINEs; (ii) investigar estabilidade, reatividade e interacdo
destes complexos com moléculas de interesse bioldgico; e (iii) preparar novos
materiais hibridos destes complexos com ciclodextrinas.

O trabalho teve os seguintes objetivos especificos: (i) sintese do
complexo precursor [Ru,(O,CCHj3)4Cl] e do complexo de diruténio(ll,lll) contendo
o farmaco ibuprofeno; (ii) desenvolvimento de metodologias sintéticas para a
obtencdo de complexos inéditos, contendo os farmacos cetoprofeno e fenbufeno;
(i) caracterizacdo de todos os complexos sintetizados utilizando diferentes
técnicas instrumentais; (iv) avaliacdo de parametros termodinamicos do equilibrio
entre os ligantes agua e cloreto do complexo precursor; (v) avaliagdo da cinética e
do mecanismo da reacdo entre o complexo precursor, aminoacidos (glicina,
histidina, cisteina e triptofano) e agentes redutores (glutationa e acido ascérbico);
(vi) investigacdo da interacdo dos complexos com a biomolécula albumina
empregando-se diferentes técnicas instrumentais e (vii) desenvolvimento de
novos materiais hibridos dos complexos diruténio(ll,ll)-FAINEs com ciclodextrina

utilizando o método de nebulizacéo (spray-drying).
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Reagentes e Solventes

e Acetona, grau de pureza p.a. — Synth

e Acetonitrila, grau de pureza p.a. — Synth

e Acido a-metil-4-isobutil-fenil acético (ibuprofeno) — Natural Pharma
Produtos Farmacéuticos Ltda.

e Acido 2-(3-benzoilfenil)-propiénico (cetoprofeno) — Sigma Aldrich

e Acido 3-(4-bifenilcarbonil)-propionico (fenbufeno) — Sigma Aldrich

 Acido acético, grau de pureza p.a. — Merck

e Agua destilada (utilizada nos ensaios) — Purelab Maxima

e Agua deuterada — ampola de 1mL, pureza 99,96% — Sigma Aldrich

e Albumina de soro humano, grau de pureza 96-99% — Sigma Aldrich

e Anidrido acético, grau de pureza p.a. — Merck

e Brometo de potassio, pureza espectroscépica, PIKE Technologia

e Cisteina, grau de pureza p.a. — Sigma Aldrich

e Cloreto de calcio anidro, grau de pureza para dessecador, Synth

e Cloreto de litio — grau de pureza 99% - Sigma Aldrich

e Cloreto de ruténio(lll) hidratado — Sigma Aldrich

e Cloreto de sbdio, grau de pureza p.a. — Synth

e Cloroférmio, grau de pureza p.a. — Merck

e Dimetilsulfoxido, grau de pureza p.a. — Synth

e Etanol, grau de pureza p.a. — Synth

e Eter dietilico, grau de pureza p.a. — Synth

e Fosfato dibasico de sédio anidro, grau de pureza p.a. — Synth

e Fosfato monobasico de sédio anidro, grau de pureza p.a. — Synth

e Gés nitrogénio, grau de pureza industrial — White Martins

e Gas oxigénio, grau de pureza medicinal — White Martins

e Glicina, grau de pureza p.a. — Sigma Aldrich

e Hidroxi-propil-pB-ciclodextrina — grau de substituicdo 1 — Sigma Aldrich

e Histidina, grau de pureza p.a. — Sigma Aldrich

e Metanol, grau de pureza p.a. — Synth
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N,N-dimetilformamida, grau de pureza p.a. — Synth

Pentoxido de fésforo — Vetec Quimica

Solucao de cloreto de potéssio, padrdo de condutividade 146,9 uS cm™
e 1412 uS cm™ — Digimed

Triptofano, grau de pureza p.a. — Sigma Aldrich

Materiais

Almofariz de agata;

Cubeta de quartzo cilindrica (QS), caminho 6ptico de 0,1 cm — Jasco
Cubeta de quartzo cilindrica (QS), caminho éptico de 1 cm — Jasco
Cubeta de quartzo retangular (QS), caminho 6ptico 0,1 cm — Hellma
Cubeta de quartzo retangular (QS), caminho 6ptico 1 cm — Hellma
Filtros Millex® HV néo estéril 33 mm, PVDF 0,22 e 0,45 um — Millipore
Pipetas automaticas de 10, 20, 100, 200, 1000 e 5000 pL — Pipetman, Gilson,

Vidrarias em geral.

Equipamentos

Agitador magnético com aquecimento, modelo 752A — Fisatom
Aquecedor para rotaevaporador (banho de agua), modelo B-481, Bichi
Balanca analitica, modelo A4420 — Shimadzu

Bomba de vacuo, modelo B48, Weg

Condutivimetro, modelo DM-31 — Digimed

Estufa, modelo A-HT — Fanem

Incubadora, modelo TE420 — Tecnal

Medidor de pH, modelo DM-20 — Digimed

Minispray-dryer, modelo B-290, Buchi

Purificador de 4gua MilliQ, Purelab Maxima — Elga
Refrigerador, modelo Doublé DC440 — Eletrolux
Rotaevaporador, modelo R-124 — Biichi

Sonicador, modelo 8893, Cole-Parmer

Vortex/Mixer, modelo KMC-1300V, Vision Scientific Co.
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3.4. Técnicas e Aparelhos Utilizados

3.4.1. Analise Elementar e Espectroscopia de Emissdo Atdmica com
plasmainduzido (ICP-AES)

Os percentuais de carbono, hidrogénio, nitrogénio e cloro foram
determinados por analise elementar no equipamento Elementar Analyzer CHN,
modelo 2400 da Perkin-Elmer. O percentual de ruténio foi determinado por
espectrometria de emissdo atdbmica com plasma induzido (ICP-AES) no
equipamento Spectro Ciros CCD. As medidas foram realizadas no laboratério da
Central Analitica do 1Q-USP.

3.4.2. Espectroscopia Eletrénica em Solucéo

Os espectros eletronicos de absor¢cdo dos compostos em solugao
foram registrados em diferentes aparelhos de acordo com o ensaio realizado. A
saber: (i) Shimadzu, UV-1650PC; (ii) Shimadzu, UV 250 e UV 2101 PC, ambos
equipado com banho termostatico; (iii) Shimadzu UV 2101 PC equipado com
célula customizada para altas pressfes, conforme descrito na literatura [116,117].
Esses equipamentos pertencem ao Departamento de Quimica e Farmacia da
Friedrich-Alexander Universitat Erlanger-Nurnberg (Alemanha), com exce¢ao do
primeiro espectrofotdmetro que pertence ao nosso grupo de pesquisa. As cubetas
utilizadas foram de quartzo retangular convencional com caminho 6ptico de 0,1
cm e 1,0 cm, de quartzo do tipo Tandem (com dois compartimentos para
solventes e caminho Optico total de 1,0 cm), e/ou cubeta de quartzo do tipo pill-
box, usada para altas pressées e caminho 6ptico de 1,6 cm.

Para os ensaios de cinética rapida foi utilizado o equipamento de
stopped-flow SW 18.MV Applied Photophysics acoplado ao detector J&M de
leitura rdpida (rapid scan), ou equipado com uma célula customizada para altas
pressbes conforme descrito na literatura [118], ambos pertencentes ao
Departamento de Quimica e Farmacia da Friedrich-Alexander Universitat

Erlanger-Nurnberg (Alemanha).

3.4.3. Espectroscopia Eletrénica no Estado Sélido
Os espectros eletrbnicos de absorcdo dos compostos no estado sélido

foram registrados em um espectrofotometro ASD-Analytical Spectral Devices,
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modelo FieldSpec 3 Spectroradiometres, equipado com fibra éptica. Os espectros
foram registrados para o intervalo de 350 a 2500 nm. Estes espectros foram

obtidos no Laboratorio de Quimica Supramolecular e Nanotecnologia do 1Q-USP.

3.4.4. Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™)
foram registrados (transmitéancia) em um aparelho ABB Bomem — MB séries,
modelo 120. As amostras, no estado sélido, foram maceradas e misturadas com
brometo de potdssio em almofariz de &agata, e depois introduzidas no porta-

amostras.

3.4.5. Espectroscopia Vibracional Raman

Os espectros vibracionais Raman dos compostos no estado sélido
foram registrados no intervalo de 150 a 3100 cm™ em um equipamento Raman
Renishaw, modelo 3000, com sistema de detector CCD refrigerado
termoeletricamente (Wright 600 x 400 pixels) e microscopio metallrgico
(Olympus). Empregou-se a linha de excitagdo de 632,8 nm com fibra Optica 1 e
poténcia de 24 mW. Os registros foram efetuados no Laboratério de
Espectroscopia Molecular do 1Q-USP.

3.4.6. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros *H RMN dos produtos hibridos com ciclodextrinas foram
obtidos em equipamento de alta resolugdo, modelo BrukerDRX 500 operado a
500 MHz, pertencente ao Laboratorio da Central Analitica do 1Q-USP. As
suspensdes das amostras foram preparadas em agua deuterada, filtradas em
filtros Millex® 0,22 um e as medidas realizadas a temperatura de 298 K. Como
referéncia interna usou-se o sinal de proton da agua fixando-se o descolamento

em 4,60 ppm.

3.4.7. Espectroscopia de Dicroismo Circular
Os espectros de dicroismo circular foram registrados em um
Espectropolarimetro JASCO (Jasco Corporation, Japao), modelo J-720, capaz de

cobrir a regido de 190 a 650 nm, pertencente ao Laboratério da Central Analitica
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do IQ-USP. As solugbes das amostras foram colocadas em cubetas de quartzo

cilindricas de 0,1 e 1,0 cm de caminho optico.

3.4.8. Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram registrados em um
equipamento de marca SPEX, modelo Fluor log2 com dois monocromadores
duplos, sendo a emissédo do feixe em front face utilizando lampadas de Xe de 450
W. A fenda de emisséao foi de 1 e a de excitagdo de 2, sem a utilizacao de filtros.
As solucbes foram colocadas em cubetas de quartzo com 1,0 cm de caminho
Optico e o0 espectro registrado com passo de 1 nm. O experimento foi realizado no

Laboratoério dos Elementos do Bloco-f do 1Q-USP.

3.4.9. Condutancia Molar

As medidas de condutédncia molar foram efetuadas em um
condutivimetro Digimed, modelo DM-31, utilizando-se solucdo padrédo de cloreto
de potassio, condutancia especifica de 146,9 uS cm™, e uma célula de constante
k = 0,1 cm™, como padréo de referéncia para o uso de solventes organicos. As
amostras foram dissolvidas em acetonitrila, metanol, dmf ou dmso com
concentracéo de 1,0 mmol L*, e as medidas realizadas em temperatura ambiente
(25 °C).

3.4.10. Susceptibilidade Magnética

As medidas de susceptibilidade magnética foram realizadas utilizando-
se 0 método de Faraday, com auxilio de uma balanca CAHN, modelo DTL 7500.
Como padréo utilizou-se o tetra(tiociano) cobaltato de mercario(ll), HG[Co(SCN)4],
que apresenta o valor de susceptibilidade (y,) tabelado em 16,44 x10° unidades
CGS/Gauss a 20 °C e 6 = +10°. As medidas da amostra, do padrao e da porta-
amostra foram efetuadas em triplicatas, na presenca e auséncia de campo
magneético (1 Tesla) e na temperatura de 25°C.

Os valores de susceptibilidade magnética das amostras foram

estipulados com base no procedimento [27] descrito abaixo:
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A partir dos valores de massas (~ 20 mg) da amostra e do padrao,
calculou-se a medida da susceptibilidade magnética por unidade de massa da

amostra (y,) de acordo com a equagao (1):

_ Aa _5a mP
Za_lp Ap_5p ma (1)
Onde:

Xa € %p = Susceptibilidade magnética por unidade de massa da amostra

e do padrao, respectivamente;
M, € mp = massa da amostra e do padrédo, respectivamente;
Aa € Ap = diferenca entre as massas da amostra (a) e padréo (b) com
campo magnético e sem campo magnético;
da € Op = diferenca entre as massas do porta-amostra da amostra (a) e
do padrao (p) com campo magnético e sem campo magnético.
Em seguida, o valor da susceptibilidade magnética molar da amostra
(xm) pbde ser calculado utilizando-se a equagao (2), sendo MM a massa molar da
amostra:
Iv =Xa xMM )
Na sequéncia determinou-se o valor susceptibilidade magnética molar
corrigida da amostra (y’'v), equacéo (3), ou seja, levando-se em consideragcado a
contribuicdo diamagnética de ions e ligantes presentes na amostra, sendo que as
correcdes diamagnéticas foram estimadas usando-se as constantes de Pascal
(Apéncie 1) [119,120].
u = xu +CorregdesDiamagnéticas (3)
O valor do momento magnético efetivo da amostra (uef) foi calculado

utilizando-se a equacéao (4), sendo T = temperatura em Kelvin.
Mot = 2,84 3y xT (4)

Por fim, o nimero de elétrons desemparelhados da amostra (n) pode

ser estimado pela equacao (5):

pe =~/n(N+2) (5)
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3.4.11. Analises Térmicas

As analises termogravimétricas (TG) e calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) foram executadas no equipamento TG/DSC modelo STA PC
Luxx, marca Netzsch, acoplado a um espectrometro de massas QMS 403C
Aeolos e um injetor de gases PulseTA, ambos também da marca Netzsch. As
curvas TG/DSC e os espectros de massa dos principais gases formados (H20 e
CO,) foram registrados em atmosfera de ar sintético ou nitrogénio com uma taxa
de aquecimento de 10 °C min™ até a temperatura de 1000 °C. As massas das

amostras (~ 8 mg) foram pesadas em cadinho de alumina.

3.4.12. Difratometria de Raios X

Os difratogramas de raios X usando-se método do p6 foram obtidos em
um difratbmetro Rigaku, modelo Mini Flex, com anodo de cobre (radiacdo Ka =
1,541A). As varreduras foram feitas no intervalo de 26 de 2 a 70°, com passo de
0,02° entre cada ponto. As amostras solidas foram espalhadas em laminas de

vidro e compactadas com a ajuda de espatulas e laminas de vidro.

3.4.13. Microscopia Eletrénica de Varredura

As imagens da morfologia dos materiais hibridos contendo ciclodextrina
foram registradas em um equipamento de Microscopia Eletronica de Varredura
com emissao de campo de alta resolugdo, Nova NanoSEM400, fabricante PET
Company com tensao de aceleracdo de 200 V a 30.000 V, corrente de prova: 0,3
pA - 22nA, largura de campo 3,9 mm a 5 mm de distancia de trabalho. As
amostras foram recobertas com filmes de ouro usando o equipamento Sputter
Coater, modelo 5150B, Edwards, sendo o tempo de processo de 3 min, pressao
da cdmera de 0,2 Torr, corrente 40 mA, taxa de deposicdo ~70 Aminte argonio
como gas de processo. O registro das imagens foi realizado no Laboratorio de

Sistemas Integrados da Escola Politécnica da Universidade de Sao Paulo.
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3.5. Sinteses dos Complexos Tetracarboxilatos de Diruténio(ll,111)

3.5.1. Sintese dos Complexos [Ruz(act),4Cl] e [Ruz(ibp)4Cl]

O complexo precursor clorotetrakis(acetato)diruténio(ll, 1), [Rux(O-.CCHy),Cl),
ou [Ruz(act)4Cl], e o clorotetrakis(ibuprofenato)diruténio(ll, 1), [Ruz(ibp)4Cl], foram
sintetizados e caracterizados conforme procedimentos ja descritos na literatura

por Nn0sso grupo de pesquisa [27].

3.5.2. Sintese do Complexo [Ruz(cet)4Cl]

O complexo inédito  clorotetrakis(cetoprofenato)diruténio(ll,lIl),
[Rux(cet)4Cl], foi sintetizado de acordo com o seguinte procedimento. Em um
baldo de reacdo foi adicionado 0,30 g (0,63 mmol) do complexo precursor
[Ruz(act)4Cl] e 200 mL de &gua, a suspensao foi submetida a agitacdo magnética
durante 30 min e filtrada. O volume da solugcdo filtrada foi reduzido a
aproximadamente 40 mL com o auxilio de um rotaevaporador. Em seguida
adicionou-se ao filtrado uma solugcdo contendo 0,76 g (3,0 mmol) do farmaco
cetoprofeno em 40 mL de etanol, e uma solugdo contendo excesso de LiCl (0,37 g
em 5,0 mL de 4gua). O sistema foi mantido sob agitagdo, atmosfera de nitrogénio
e aquecimento em “banho-maria" a temperatura de 60 °C, durante 3h. ApOs este
periodo, retirou-se o sobrenadante com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. O
precipitado pastoso aderido ao fundo do baldo foi lavado com agua e
posteriormente dissolvido com pequena quantidade de etanol absoluto. A solugéo
resultante foi transferida para um béquer e o solvente foi eliminado sob fluxo de
gas nitrogénio, na capela. O sélido marrom escuro obtido foi secado sob vacuo
em um dessecador contendo pentéxido de fésforo, cloreto de calcio e silica-gel.

Rendimento: 66%.

3.5.3. Sintese do Complexo [Ruy(fen),Cl]

0] complexo inédito clorotetrakis(fenbufenato)diruténio(ll,lll),
[Rux(fen),Cl], foi sintetizado de acordo com o seguinte procedimento. Em um
baldo de reacgéo foi adicionado 0,15 g (0,32 mmol) de [Ruz(act),Cl] e 150 mL de
agua, a suspenséo foi submetida a agitagcdo magnética durante 30 min e depois
filtrada. O volume da solucéo filtrada foi reduzido a aproximadamente 100 mL com

0 auxilio de um rotaevaporador. Em seguida adicionou-se ao filtrado uma solucéo
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contendo 0,33 g (1,3 mmol) de fenbufeno em 100 mL de etanol, e uma solucédo
contendo excesso de LiCl (0,20 g em 5,0 mL de agua). O sistema foi mantido sob
agitacdo em atmosfera de nitrogénio e aquecimento em “banho-maria” a
temperatura de 60 °C, durante 4 h. Apés este periodo, o sélido marrom claro
formado foi isolado por filtracdo a vacuo, lavado com uma mistura de agua:etanol
40:60 (v:v) e secado em um dessecador sob vacuo, contendo pentoxido de

fésforo, cloreto de calcio e silica-gel. Rendimento: 76%.

3.6. Estudos Termodinamicos da Reacao de Substituicdo Axial para o Ruzact

As constantes do primeiro e do segundo equilibrios (K; e K;) das
reacdes de substituicdes dos ligantes axiais agua e cloreto do complexo precursor
foram determinadas a temperatura de 25 °C e pressdo ambiente através do
seguinte procedimento: i) solucées aquosas de NaCl (0,001 a 0,4 mol L™, pH 5,0)
foram misturadas ao complexo catidnico, [Ru(act)4(H.0),]PFe, preparado
previamente em solucdo aquosa com adi¢do equimolar de AgPF¢ ao [Ruz(act),Cl]
(1 mmol L%, pH 5,0), em uma cubeta do tipo Tandem, sendo que a constante de
equilibrio (K;) foi determinada monitorando as mudancas espectrais em 440 nm;
i) a segunda constante de equilibrio (K;) foi determinada monitorando as
mudancas espectrais em 455 nm, utilizando um procedimento similar ao anterior,
porém com solucées aquosas de NaCl variando de 0,1 a 2,0 mol L™,

Os parametros termodinamicos, variacdo de entalpia (AH®) e variagdo
de entropia (AS®), foram calculados para duas misturas de complexo:NacCl, 1:100
(mmol L) e 1:500 (mmol L) através do monitoramento espectral em funcdo da
temperatura (10-49°C). O parametro termodinamico, variagdo de volume (AV®), foi
determinado para duas misturas de complexo:NaCl, 0,5:50 (mmol L™) e 0,5:250
(mmol L) através do monitoramento espectral em funcéo da pressdo (5-150
MPa). Os valores das constantes de equilibrio, para cada temperatura e pressao,
foram calculados a partir das equacdes (11.16 e 11.19) (Apéndice Il) e das
absortividades molares (¢) em A = 430 e 440 nm das espécies diaqua-,

aqua/cloro-, e dicloro-complexos, Tabela Ill-1 (Apéndice llI).

3.7. Estudos de Interagcdo com Aminoacidos e com Agentes Redutores
O comportamento cinético do complexo precursor Ruz-act foi

investigado na presenca de diferentes aminoacidos — glicina (gli), triptofano (trp),
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cisteina (cis) e histidina (his), assim como na presenca de dois agentes redutores
— acido ascorbico (H.A) e glutationa (GSH).

Primeiramente, ensaios exploratérios da interacdo do complexo com
cada aminoacido ou agente redutor foram realizados para verificar as alteracfes
espectrais (290 — 620 nm) a fim de se escolher as melhores condi¢des cinéticas
(A, temperatura e tempo). Para as reacfes de cinética lenta (gli, trp, e his) os
espectros foram registrados em espectrofotdmetro logo apos as solugdes (1 mL
de cada reagente) terem sido misturadas em uma cubeta do tipo Tandem. Ja para
as reacOes de cinética rapida (cis, H,A e GSH), as solu¢des foram injetadas
diretamente no equipamento stopped-flow e os espectros eletrénicos e/ou a curva
cinética em um dado comprimento de onda foram registrados.

A solucédo do complexo e dos ligantes foram prepraradas em tampao
acetato (20 mmol L™), o pH ajustado para 5,0 [121,122] e a temperatura mantida
constante em todos os experimentos. As condigdes para cada reagdo com 0S
aminodcidos (aa) e agentes redutores (ar) estdo descritas a seguir: glicina: a)
espectro monitorado durante os intervalos de 0-1 h e 1-10 h, 7,0 x 10* mol L™
(Rup-act) e 3,5x102 mol L™ (aa), 25 °C; b) curvas cinéticas registradas em 545
nm, 4,0x10* mol L™ (Ruy-act) e (8-32)x10° mol L™ (aa), 25 °C; cisteina: a)
espectro monitorado durante o intervalo de 0-1 s, 1-30 s e 40-500 s, 2,0x10™ mol
L™ (Ruz-act) e 2,0x10° mol L™ (aa), 25 °C; b) curvas cinéticas registradas em 354
nm, 1,0x10* mol L* (Rus-act) e (1,0-4,5)x10° mol L™* (aa), 10 °C; c) curvas
cinéticas registradas também em 460 nm, 1,0x10“ mol L* (Ruy-act) e (2,0-
20,0)x10° mol L? (aa), 25 °C; triptofano: a) espectros registrados durante o
intervalo de 0-1 h, 2,0x10™ mol L™ (Ru-act) e 10,0x10 mol L™ (aa), 25 °C; b)
curvas cinéticas registradas em 545 nm, 2,0x10* mol L* (Ruy-act) e (2,0-
16,0)x10° mol L™ (aa), 25 °C; histidina: a) espectro monitorado durante o
intervalo de 0-300 s, 2,0x10™ mol L™ (Ru,-act) e 8,0x10° mol L™ (aa), 25 °C; b)
curvas cinéticas registradas em 350 e 545 nm, 2,0x10™ mol L™ (Ru.-act) e (5,0-
20,0)x10° mol L (aa), 25 °C; glutationa: a) espectro monitorado durante o
intervalo de 0-0,06 s e 0,06-0,2 s, 1,0x10™ mol L™ (Ruy-act) e 1,0x10° mol L™
(ar), 10 °C; b) curvas cinéticas registradas em 350 nm, 2,0x10™ mol L™ (Ru,-act) e
(4,0-10,0)x10° mol L™ (ar), 10 °C; c) curvas cinéticas registradas também em 425
nm, 2,0x10* mol L (Rus-act) e (2,0-75,0x10° mol L* (ar), 10 °C; acido

ascorbico: a) espectro monitorado durante o intervalo de 0-6 s, 4,0x10™ mol L™
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(Rup-act) e 4,0x10° mol L™ (ar), 10 °C; b) curvas cinéticas registradas em 425 nm,
6,0x10™ mol L™ (Ru,-act) e (12,0-60,0)x10 mol L™ (ar), 10 °C.

As constantes de velocidades de pseudo-primeira ordem (Kqps) foram
calculadas baseadas em uma média de trés curvas cinéticas independentes, a
partir do melhor ajuste as suas respectivas equagfes simples ou dupla de
crescimento exponencial, calculados no software OriginPro8® (OriginLab
Corporation). Os parametros de ativacdo das reacfes com 0s agentes redutores
também foram determinadas, levando em consideracdo a variacdo de Kops €m

funcdo da temperatura (10-35 °C) e pressao (10-130 MPa).
3.8. Estudos de Interacdo com a Proteina Albumina Humana (HSA)
3.8.1. Estudos de Espectroscopia Eletrénica

3.8.1.1. Cinética da Reacdao entre Rus-act e HSA

A interacdo entre o complexo Ru.-act (8,0x10® mol L™) e a HSA
(8,0x10% mol L) foi investigada cineticamente monitorando as variacoes
espectrais (300 — 800 nm) logo apos as duas solucbes (1 mL cada) terem sido
misturadas em uma cubeta do tipo Tandem. O experimento foi realizado a
temperatura de 25°C em pH 5,0 (tampé&o acetato 20 mmol L™) e, também, em pH
7.4 (tampéo fisiolégico: NaH,PO, 4 mmol L™, NaHCO3; 2,5 mmol L™, e NaCl 100
mmol L™ [123]).

3.8.1.2. Constante de Ligacado da Reacao entre Rujs-act e HSA

Solugbes de HSA e Ruj-act contendo diferentes razdes molares (1:1 a
1:3) de HSA:Ru,-act foram preparadas em tampao fisiolégico (pH 7,4), misturadas
em tubos Eppendorf®, e deixadas em uma incubadora com temperatura
controlada (37 °C) por 2 h. Apds este periodo de incubacdo, os espectros
eletrbnicos de cada mistura obtida, e também das solucdes de HSA e Ru;-act,
foram registrados. A constante de ligacdo foi calculada a partir de diferentes
regressdes lineares considerando-se a variagdo do valor da absorbancia
correspondente a formacdo do produto (545 nm) e descontando-se as

absorbéancias dos reagentes neste mesmo comprimento de onda.
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As solugcbes dos reagentes foram preparadas de acordo com o
seguinte procedimento: a partir de uma solucdo-mae de Ruz-act (2,5 x 10° mol LY
foram preparadas solu¢des diluidas (8 - 2,4 x 10 mol L) em 1,0 mL de tamp&o

fisiolégico (pH 7,4) e misturadas a 1,0 mL de HSA (8 x 10™ mol L™Y).

3.8.2. Estudos de Dicroismo Circular

As alteragbes conformacionais e estruturais da HSA foi investigada na
presenca dos complexos Rus-act, Ru,-ibp e Rus-cet, e também dos farmacos Hibp
e Hcet, por meio da espectroscopia eletrdnica de dicroismo circular, monitorando-
se as regides do ultravioleta (190-260 nm) e do visivel (300-600 nm).

As soluces de HSA (1,5x10™ mol L™) foram preparadas em tamp&o
fisiolégico pH 7,4 e as soluces-méae dos complexos Ru,-ibp e Ru,-cet (4,4 x 103
mol L) e dos farmacos Hibp e Hcet (1,8 x 102 mol L™) foram preparadas em
etanol; no entanto a solugéo-mée do Ruj-act (2,3 x 10 mol L) foi preparada em
agua destilada.

A partir dessas solucbes-mae, retiraram-se aliquotas que misturadas a
3,0 mL de HSA (1,5x10° mol L™) seriam diluidas as seguintes faixas de
concentragdes: 1,5 - 30,0 x 10° mol L? (farmacos) e 1,5 - 7,5 x10™ mol L™
(complexos). Vale lembrar que a porcentagem de etanol final em cada solucéo foi
< 2%, evitando assim a desnaturacdo da proteina devido ao solvente orgéanico.
Ap6s a mistura, a solucao final obtida permaneceu em uma incubadora com
temperatura controlada (37 °C) por 24 h. ApOs este periodo de incubacéo, os
espectros eletrénicos de dicroismo circular foram registrados e os dados foram
tratados no software Espectra Analisys-Jasco. Para os célculos de porcentagem
da estrutura o-hélice, B-folna e randémica da proteina, utilizou-se o programa

K2d®, disponivel em formato on-line [124].

3.8.3. Estudos de Fluorescéncia

A interagcdo da HSA com os complexos Ruj-act, Ru,-ibp e Ru,-cet, e
com os farmacos Hibp e Hcet, também foi investigada por espectroscopia
eletrénica de fluorescéncia.

As solucdes de HSA (4,0 x 10° mol L™) foram preparadas em tamp&o

fisiolégico pH 7,4 e as solucdes-méae dos complexos Ru,-ibp e Ru,-cet (1,7 x 1073
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mol L) e dos farmacos Hibp e Hcet (4,0 x 10° mol L™?) foram preparadas em
etanol; no entanto a solucido-mae do Ruy-act (6,5 x 10 mol L) foi preparada em
dgua destilada. A partir dessas solucdes-mdae, retiraram-se aliquotas que
misturadas a 3,0 mL de HSA (4,0 x 10° mol L™) seriam diluidas as seguintes
faixas de concentracées: 4 - 80 x 10° mol L™ (farmacos) e 2 - 20 x 10° mol L™
(complexos). Vale lembrar que a porcentagem de etanol final em cada solucéo foi
< 2%, evitando assim a desnaturacdo da proteina devido ao solvente organico.
Apés a mistura, a solucao final obtida permaneceu em uma incubadora com
temperatura controlada (37 °C) por 24 h. Apos este periodo de incubacao, os
espectros eletrbnicos de emissdo de fluorescéncia para cada amostra foi
registrado para o intervalo entre 315 e 500 nm, sendo empregados dois
comprimentos de onda de excitacdo (280 e 295 nm). Por fim, para a realizacéo
dos diferentes célculos de regressao, a intensidade da fluorescéncia foi corrigida

para os efeitos de reabsorcéo e filtro interno, usando a equacgéo (6):

I:cor = Fobs X expl: A\em AeX :| (6)

sendo F¢r € Fops, as intensidades de fluorescéncia corrigida e observada,
respectivamente; Acm € Aex, @s absorbancias das amostras (supressor e HSA) nos

comprimentos de onda de emisséo e excitagao, respectivamente [125].
3.9. Estudos de Interacdo com Ciclodextrinas

3.9.1. Preparo e Caracterizagdo dos Materiais Hibridos com HPBCD

Os diferentes materiais hibridos foram preparados misturando-se a
solucdo de HPBCD (10 mL agua deionizada) com as solugbes de Ruy-ibp, Ru,-
cet, Hibp ou Hcet (todas com 90 mL de metanol), de forma a se obter as
seguintes razdes molares: 1:2 (Hibp:HPBCD; 0,031 g / 0462 g); 1:1 (HcetHPBCD;
0,076 g / 0,462 g); 1:5 (Ru,-ibp:HPBCD; 0,107 g/0,770g); 1:4 (RurcetHPRCD; 0,128/
0616 g). A solucdo de HPBCD, sonicada previamente por 20 min, adicionou-se a
solucdo do complexo ou do farmaco. Esta mistura permaneceu sob agitacédo

magnética e temperatura ambiente por 3 h. Posteriormente, procedeu-se a
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eliminagcdo do solvente por secagem em Mini Spray-Dryer, sob as seguintes
condicOes: temperatura de entrada (inlet): 125 °C; temperatura de saida (outlet):
45 °C; aspirador: 100% e bomba: 20%. Apdés a eliminacdo do solvente, as
amostradas foram mantidas em dessecador contendo cloreto de calcio e silica-
gel. Rendimento em massa: Hibp:HPBCD (65%); Hcet:HPBCD (55%); Ru,-
ibp:HPBCD (66%); Ru,-cet:HPBCD (60%).

As amostras designadas neste texto por misturas-fisicas (MF) foram
preparadas no estado sélido, com a mesma propor¢do em massa dos materiais
hibridos descritos acima, macerando-as em almofariz de 4gata.

Os materiais hibridos foram caracterizados por ICP-AES, UV-Vis, FTIR,
Raio X, TG/DSC/MS, MEV e RMN.

3.9.2. Célculo do Rendimento de Inclus&o dos Materiais Hibridos

Para determinar o rendimento de inclusdo para os materiais hibridos
obtidos por spray-drying utilizou-se 0 método da lavagem com n-hexano descrito
por Hussein e col. (2007) [115], com pequenas modificacdes.

As amostras foram pesadas em tubos Eppendorf® aos quais foram
adicionados n-hexano (HPBCD:Hibp) ou n-hexano:cloroférmio (1:1, Vv/V)
(HPBCD:Hcet, HPBCD:Ru,-ibp, HPBCD:Ru,-cet). As suspensdes de cada frasco
foram agitadas em Vortex® por ~1 min e sonicada por mais ~5 min. Na sequéncia
a suspensao foi centrifugada a velocidade de 10.000 rpm por 10 min, sendo entéao
o sobrenadante retirado cuidadosamente com auxilio de uma pipeta Pasteur. O
espectro eletrénico deste sobrenadante foi registrado utilizando-se uma cubeta de
quartzo de 0,1 cm de caminho 6ptico e monitorou-se a absorbancia em ~ 260 nm
(Hibp e Hcet) ou ~ 450 nm (Ruy-ibp e Ruz-cet). O sélido isolado na centrifugacao
foi colocado no dessecador com P,0Os para secagem durante 24 h. Apés este
periodo o mesmo foi dissolvido com uma mistura de etanol:agua (8:1, v/v) para o
registro do espectro eletrénico (cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho Optico).
A concentragdo das amostras foi determinada utilizando as suas respecttivas
absortividades molares (g) calculadas a partir de curvas de calibracdo (Apéndice

1), e o rendimento de incluséo (1) foi determinado segundo a equacéao (7).



-51 -

_ ' que_lntldade |ncI_U|da _ i 100 (7)
quantidade livre + quantidade incluida

3.9.3. Solubilidade Aquosa dos Materiais Hibridos

A solubilidade aquosa dos materiais hibridos foi investigada utilizando
um método modificado do diagrama de solubilidade de fases proposto de Higuchi
e Connors [126]. Resumidamente, amostras dos materiais hibridos foram pesadas
em tubos Eppendorf® e adicionadas a 0,5 mL de agua deionizada (pH =~ 6). A
suspensao de cada frasco foi agitada em Vortex® por aproximadamente 1 min e
sonicada por mais 20 min. Na sequéncia, as suspensodes ficaram incubando por 3
h (27 °C). Apos esse periodo de equilibrio, elas foram novamente agitadas em
Vortex® e em seguida centrifugada a velocidade de 10.000 rpm por 10 min,
sendo entdo o sobrenadante retirado cuidadosamente com auxilio de uma pipeta
Pasteur, e diluido para o registro do espectro eletrénico em cubeta de quartzo de
0,1 ou 1,0 cm de caminho 6ptico. A concentragdo da molécula “convidada” foi
determinada utilizando as suas respectivas absortividades molares (&) calculadas
a partir das curvas de calibracdo (Apéndice Ill). A solubilidade aquosa maxima
obtida para as moléculas “convidadas” foi estimada a partir da reta obtida no

diagrama de fases.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme mencionado na Introducdo, os complexos tetracarboxilatos
de diruténio(ll,Ill) sdo muito interessantes sob o ponto de vista estrutural em razao
da variedade de arranjos que podem apresentar no estado sélido, e dos
diferentes ligantes equatoriais e axiais que podem se coordenar ao nucleo
dimetalico [166].

O complexo [Ruz(O,CCH3)4Cl], Ruz-act, est4d entre o0s principais
materiais de partida para a sintese de novos compostos contendo unidades
dimetalicas de [Ru,] de valéncia mista, seja pela troca dos ligantes equatoriais por
outros carboxilatos, seja pela substituicdo dos ligantes axiais, no caso o cloreto,
por outro haleto ou bases de Lewis. Neste trabalho, o Ru;-act foi utilizado como
material de partida para os complexos derivados contendo FAINESs.

4.1. Sintese e Caracterizacdo dos Complexos [Ruz(cet)4Cl] e [Rux(fen),Cl]
Os resultados de anélise elementar (C, H, CI) e ICP-AES (Ru) para os
novos complexos Ru,-cet e Ru,-fen sdo mostrados na Tabela 1. Esses dados sdo
coerentes com a substituicdo dos quatro ligantes acetatos do complexo precursor
pelos carboxilatos derivados dos FAINES, de acordo com a equacgdo genérica (8)
abaixo. No entanto, o resultado de %Ru para o complexo Ru,-fen sugere que a

amostra possa conter impurezas de farmaco livre.

[Ruz(O,CCHj3)4Cl] + ARCO,H ——=  [Ru(O,CR)4CI] + 4 CH3CO2H (8)

agua/etanol

A quantidade de moléculas de agua de hidratacdo, para esses dois
complexos, foi estimada levando-se em consideracdo o melhor ajuste para os
calculos da andlise elementar, e a sua confirmacao foi obtida com o auxilio de

técnicas termogravimétricas (conforme sera relatado no item 4.1.6 a sequir).

Tabela 1 — Analises Elementares para os complexos Ru,-cet e Ru,-fen.

%C %H %Cl %Ru
Exp. Calc. Exp. Calc. Exp. Calc. Exp. Calc.
[Ruy(cet),Cl]*2H,O 59,5 59,7 44 4,4 3,2 28 145 157
[Ru,(fen),Cl]-3H,O 59,3 58,9 47 4,4 2,9 27 139 155

Complexo
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Testes qualitativos de solubilidade foram realizados em diferentes
solventes organicos e agua, e os resultados encontram-se na Tabela 2. Os dois
complexos sao insoluveis em agua e o Ru,-cet € soluvel na maioria dos solventes

organicos, enquanto que o Ru,-fen é soluvel apenas em DMSO e DMF.

Tabela 2 — Testes de solubilidade dos novos complexos sintetizados

Solventes Complexos
[Rux(cet)4Cl] [Rux(fen),Cl]
agua I I
etanol e metanol S I
acetona S I
acetonitrila S I
cloroférmio S I
dmso S S
dmf S S
propanol P.S. I
n-octanol P.S. I
éter etilico P.S. I
n-hexano P.S. I

(S) soluvel; (1) insolavel; (P.S.) pouco soluvel

4.1.1. Espectros de Absorgéo Eletrénica

Os espectros eletrbnicos dos tetracarboxilatos de diruténio(ll,lll) sdo
caracterizados principalmente por duas bandas: uma bem intensa na regido do
visivel (~425-480 nm) que € atribuida a transi¢cdo n(Ru-O,Ruy) — 7*(Ru,), e outra
banda, menos intensa, na regido do infravermelho proximo (~960-1100 nm)
atribuida a transicéio 8(Ruz) — & (Ruy) [30].

Nos espectros eletronicos dos complexos Ruz-cet e Ru,-fen no estado
sélido (Figura 10) podem-se observar estas duas principais bandas, que fornecem
fortes indicios da formacao dos complexos propostos.

Os complexos do tipo [Ruz(O2.CR)CI] no estado sélido formam cadeias
poliméricas, sendo o ligante axial (cloreto) o responsavel pela ponte entre as duas
unidades de [Ru,]’*. No entanto, em solug&o a cageia POlimérica é quebrada e
moléculas do solvente podem-se coordenar as posi¢gdes axiais [1]. Em solventes
nao coordenantes, como o diclorometano, a principal banda do visivel desloca-se
para maior energia (~450 nm), se comparada com a do espectro no estado solido,
enquanto que em solventes coordenantes polares, como metanol, o

deslocamento deste mesma banda € mais significativo (~430 nm). Em presenca
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7

de excesso de cloreto em solugdo, o espectro € semelhante aos dos solidos
(~470 nm). Com base nesses resultados, conclui-se que podem existir trés
cromdforos em solucdo, a espécie catidnica, [Rux(0O.CR)4(S).], a neutra
[Ruz(O2CR)4(S)CI], e a anidnica, [Ru(0,CR)4Cly] [29].

1,2 12
1,14 450
' 465 (a)
1,0 114 (b)
0,9 [Ru,(cet),Cl] 1,0 1

[Ru,(fen),Cl

abs (unidade arbitraria)

T 05
400 500 600" 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
A (nm) A (nm)

Figura 10 — Espectro Eletronico dos complexos [Ruz(cet)4Cl] (a) e [Ruz(fen)4Cl] (b)
no estado solido

Os espectros eletronicos do complexo Ru;-cet em solugcdo de metanol
(met) e acetonitrila (acn) (Figura 11), e do complexo Ru,-fen em dmso e dmf
(Figura 12), mostram que a banda do visivel (transicdo n — n*) é deslocada para
menores comprimentos de onda, se comparada com 0s respectivos espectros no
estado sélido (Figura 10); no entanto, em acetonitrila o deslocamento € muito

menor se comparado com o espectro em metanol.
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Figura 11 — Espectros Eletrénicos do complexo Ru,-cet em acetonitrila (a) e
metanol (b) em diferentes concentracdes
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Figura 12 — Espectros Eletrénicos do complexo Ru,-fen em dmf (A) e dmso (B)
em diferentes concentracdes

Com base nestas observacoes, e as relatadas anteriormente, sugere-
se a formacao predominante da espécie neutra, monosubstituida, em acetonitrila,
[Ru,(cet)s(acn)(Cl)], e de uma espécie catidnica, bisubstituida, [Ru,(cet)s(met),]”
em metanol. Ja, no caso dos solventes dmso e dmf, o croméforo predominante
nos dois casos deve ser a espécie neutra, monosubstituida, [Rux(fen)4(S)Cl]. Foi
observado, também, nestes espectros em solucéo, que a reducao da intensidade
da banda da regido do infravermelho préximo (transicdo & — &) é bastante
significativa se comparada com seus respectivos espectros eletrbnicos no estado
sélido. Todas estas observacfes estdo em concordancia com estudos realizados

pelo grupo com complexos andlogos [27,47].
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Além dessas duas principais bandas, célculos tedricos [28,127]
preveem um grande numero de transicdes abaixo de 350 nm. Estas previsdes
estdo em concordancia com os dados experimentais aqui observados (Figura 11
e 12) que indicaram a presenc¢a de uma banda (ou de um ombro dependendo do
solvente) com Amax ~ 300 nm. Estudos para o complexo [Rux(O,CPr),Cl]
confirmaram que esta banda/ombro recebe forte contribuicdo dos ligantes axiais e
pode ser atribuida a uma transicdo eletrénica de transferéncia de carga ligante-
metal, (Cl) —» n*(Ruy), porém uma possivel contribuicdo da transicdo o(Cl) —
c*(Ru,) também nédo pode ser descartada. A troca do ligante axial cloreto por ions
brometo e iodeto provoca um significativo desvio do Amax desta banda para o
vermelho [127]. Calculos tedricos para os complexos [Ruz(O,CCHz)4X;], onde X =
Cl, Br e I, foram divulgados recentemente e confirmaram essa atribuicao [128].

Outra absorcdo, ndo menos importante, para os complexos dos tipos
[Ru,(O,CR)4]" é aquela da regido do visivel (um ombro em ~ 550 nm), também
observada aqui, para os complexos Ruj-cet (Figura 11) e Rug-fen (Figura 12). A
atribuicdo desta banda/ombro € um pouco mais dificil por se tratar de uma
transicdo proibida [127], porém calculos tedricos sugerem contribuicdo de duas
transicdes eletronicas: o(Ru-Cl) —» n*(Ruy) e 6*(Ru,) — o* (Ru-0) [30,128].

As atribuicbes das principais absor¢cdes observadas, para os dois
complexos em solucéo e no estado solido, estdo resumidas na Tabela 3.

Tabela 3 — Atribuicdo das transi¢des eletrdnicas observadas para os complexos
Ruz-cet e Ru,-fen no estado sélido e em solugéo (acetonitrila e metanol)

A (nm) / €* (cm™ mol™ L)
[Rux(cet)4Cl] [Ru,(fen),Cl]
1090/ -.- 1050 / -.- 8(Ru,) — 5* (Ruy) 27,30,128

~570 (acn) /200 570 (dmf) / 510 o(Ru-Cl) — 1*(Ruy)

N _ §*(Ruz) - o™ (Ru-O) 30,128
545 (met) / 160 570 (dmso) / 220 #*(RUz) - o* (RU-O) :
465/ -.- 450/ -.-

460 (acn) / 1200 449 (dmf) / 1420 n(Ru-O,Ruy) —» n*(Ruy)  27,30,128
430 (met) / 680 441 (dmso) 1160
319 (acn) / 4900 nao observado (Cl) —> n*(Ruy)
~ 333 (met) / 1300 o(Cl) > o*(Ruy)
252 (acn) / 93100 284 (dmf) / 10400
253 (met) / 78600 287 (dmso) / 13900
(*) absortividade molar (valores aproximados)

Atribuicéo Ref.

27,128

transicao intraligante 129,130
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4.1.2. Medidas de Condutancia Molar

Os complexos do tipo [Ruz(O,CR)4CI] podem apresentar diferentes
cromoforos em solucdo dependendo do solvente utilizado. Estudos reportados na
literatura [28,127] indicaram que o complexo [Ruz(O,CCHs)4Cl] dissolvido em
agua, ou em metanol, se comporta como eletrdlito do tipo 1:1, ou seja, as duas
posicdes axiais do complexo sdo coordenadas por moléculas de solvente (S),
gerando em solugBes as espécies [Rux(O2CCH3)4(S)2]" e CI. Por outro lado,
quando o complexo é dissolvido em acetonitrila, ou em diclorometano, apenas
uma das posicbes é coordenada pelo solvente, gerando uma espécie
monosubstituida, isto é, o ndo-eletrdlito, [Ru,(O,CCH3)4(S)CI]. Cabe lembrar que a
presenca desses diferentes cromdéforos afeta a posicdo da principal banda do
visivel no espectro eletrénico.

As medidas de condutancia molar (Tabela 4) confirmaram os
cromoforos propostos anteriormente para os dois complexos sintetizados nos
diferentes solventes estudados. Em solucdo, o complexo Ru,-cet se comporta
como eletrdlito 1:1 na presenca de metanol, devido a formacdo da espécie
[Ruy(cet)s(met),]”, e n&o-eletrdlito em acetonitrila, devido a formacgédo de
[Ruy(cet)4(acn)Cl]. Ja o complexo Ru,-fen, que é sollvel apenas nos solventes
dmf e dmso, se comporta como nao-eletrdlito nos dois solventes. Os valores de
condutancia obtidos foram comparados com os dados disponiveis na literatura
[131,132] para eletrdlitos do tipo 1:1.

Tabela 4 — Valores de condutancia molar obtidos para os complexos e faixa
esperada para eletrdlitos 1:1 nos diferentes solventes organicos

AM (S.cm? mol™)

Solventes Ru,-cet Rup-fen Faixa para eletrdlitos 1:1 [131,132]
metanol 73,9 Insolavel 80-115
acetonitrila 3,1 Insoluvel 92-200
dmso * 12,2 50-70
dmf * 8,2 65-90

(*) valor nao obtido
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4.1.3. Medidas de Susceptibilidade Magnética

O comportamento magnético dos complexos sintetizados foi invetigado
através das medidas de susceptibilidade magnética. O ensaio foi realizado em
temperatura ambiente (25 °C) e a partir das massas das amostras, pesadas com
e sem a influéncia de campo magnético, foi possivel determinar os valores de
susceptibilidade magnética molar (yu), momento magnético efetivo (Uef), € nimero
de elétrons desemparelhados para os complexos Ru,-cet e Ru,-fen utilizando-se
as equacoes (1-5).

Os dados obtidos (Tabela 5) para os dois complexos estdo em
concordancia com os valores estabelicidos para complexos de diruténio(ll,lll) (3,8
a 4,4 M.B.) [133] que indicam a presenca dos trés elétrons desemparelhados com

a seguinte distribuicdo eletronica: o n* &% (n* §*)3.

Tabela 5 — Valores obtidos para as medidas de susceptibilidade magnética dos
complexos sintetizados

m(mg) A (mg) 5(mg)  xw X 10°  p

Complexo a p a p a P (CGS/mol) (M.B.)
[Ruz(cet),Cl]-2H, O 20,1 204 1,3 22 09 09 6,7 4,0
[Ru,(fen),Cl]-:3H,0 20,8 223 13 25 09 0,9 5,9 3,8

(m) massa na auséncia do campo magnético; (a) amostra; (p) padréo

4.1.4. Espectros Vibracionais FTIR e Raman

Os espectros FTIR e Raman dos complexos sintetizados e dos seus
respectivos farmacos isolados estdo disponiveis nas Figuras 13-16, e uma
atribuicdo tentativa baseada na literatura, esta disponivel na Tabela 6.

As principais bandas dos farmacos, exceto aquelas que envolvem o
grupamento acido carboxilico, foram observadas, sem deslocamentos
significativos de frequéncias, nos espectros FTIR e Raman dos seus respectivos
complexos de diruténio. A desprotonagdo do farmaco e a sua coordenagdo ao
nacleo dimetalico é confirmada pelo desaparecimento das principais bandas
relativas ao grupamento acido carboxilico, a saber: estiramento (C=0);

deformacéo no plano e fora do plano (COH); e deformacédo (C-COH) (Tabela 6).
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Figura 13 — Espectros Vibracionais na Regido do Infravermelho do Hcet e Ru,-cet
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Figura 14 - Espectros Vibracionais na Regido do Infravermelho do Hfen e Ru,-fen
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Figura 15 — Espectros Vibracionais Raman do Hcet e Ru,-cet
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Figura 16 — Espectros Vibracionais Raman do Hfen e Ru,-fen
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Um dos principais modos vibracionais para a caracterizacdo dos
tetracarboxilatos de diruténio(ll,lll) sdo os estiramentos simétricos (vs) €
antisimétricos (v,) do grupamento carboxilato (COO’), que devem ocorrer na faixa
de 1330-1460 cm™ e 1440-1650 cm™, respectivamente, e 0s estiramentos que
envolvem o ruténio e os ligantes, v (Ru-O) e v (Ru-Cl), que costumam estar
localizados na regido de baixa frequéncia (500-140 cm™) [127,134]. Esses
principais modos vibracionais para os dois complexos sintetizados sao
observados nas Figuras 13-16 e suas atribuicbes encontram-se na Tabela 6. No
entanto, uma avaliacdo minuciosa dos espectros FTIR e Raman do complexo
Ru,-fen sugere uma pequena contaminacdo da amostra com 0 seu respectivo
farmaco livre (Hfen), pois é observado um ombro na regido de 1700 cm™, v(C=0)
(Figura 15) e uma banda de pequena intensidade em 613 cm™, §(COH) (Figura
16), as quais ndo deveriam aparecer nos espectros do complexo.

O grupamento carboxilato € um ligante que pode se coordenar a ions
metalicos por trés modos diferentes: monodentado, bidentado quelato e bidentado
ponte. No caso particular dos complexos de diruténio, a coordenacgdo ocorre via
ponte bidentada. A geometria dos &tomos no R-COO" é tal que permite com que
os dois atomos de oxigénio do anion se coordenem simultaneamente aos dois
ions metélicos, formando uma ponte entre eles, e estabilizando as multiplas
ligacdes ruténio-ruténio. Este modo de coordenacgao pdde ser confirmado para os
dois complexos sintetizados, pois a diferenca (Av) entre as frequéncias dos
modos vibracionais dos estiramentos simétricos (vs) e antisimétricos (va) do
grupamento carboxilato (COQO") estdo dentro da faixa esperada para esse tipo de
coordenacao (51 a 75 cm™) [30,135], sendo Av = 65 e 62 cm™ o valor obtido para

Ru,-cet e Ru,-fen, respectivamente.



Tabela 6 — Atribuic&o tentativa das principais bandas observadas (abaixo de 1700 cm™) nos espectros do infravermelho FTIR e
Raman para o Ru,-cet, Hcet, Ru,-fen e Hfen

Bandas Ru,-cet (cm™) Hcet (cm™) (Ref. 136) Ru,-fen (cm™) Hfen (cm™) (Ref. 137)
Vibracionais FTIR Raman FTIR Raman FTIR Raman FTIR Raman
- 1698 vs 1709 vs
v(C=0) (&cido) = =m0 e ae9r) T 1709sh - aroo) T
_ 1657 vs 1652 s 1680 vs 1674 m
v(C=0) (cetona) 1657 s 1656 m (1655) (1657) 1680 vs 1677 m (1678) (1680)
1605 ms
- 1605 vs (1604)
v(C-C, C=0) 1581 mw 1583 mw
(1583)
1598 m 1596 s
1560 w
1599) 1583 (1601)
1596 m 1504s  ( 1560 w (1563) 1594 vs
W& C anel) 1578 m 1580 sh 525(712?;‘) 1375;;)“ 1516 vw ks 1537 vw (1597)
(1576) (1325
v(C-C anel), §(CHs) 1482 sh 1483 sh %ﬁgl")" %ﬁg’ 4")" 1485 sh 1486 vw 1?5};%"" 1(41%5’;"’
v4(COO) 1472's 1476 W e e 1468w e
1458 m 1455 vw
8(CH,) 1458 s 1457 sh (1457) (1462)
1452 vw
8(CHs), ©(CsH,, OCCH) 1439’5 1450 vw &2%2 1(415;%;,’;"’
(1434)
1447 s, 1436 1445 m 1441 vw
v(C-C anel) sh 1446 w (1444) (1434)
v(C-C anel) (C$-C-H)  sobreposto 1419 vw 1(‘114112{;‘ ------- [ 1412 sh ()
v5(COO) 1407 vs 1408 W e e 1406 ms e
8(CH,, C-OH), v(C-C) Sobreposto 1400 vw %ffgsi 1(41%%‘1’;"’
1381 sh
8(CH,) 1382sh - 1) | T (1382)
8(Cearboxiia-C-H) 1372m e 1370m oo [




1366 mw
(1366)
1350 mw
1350

(C-CH, C-OH) 1359 s

1298 vw

8(CH,, CCC) 1292 vw (1298)

1262 sh 1256 w

8(CH anel) sobreposto 1265 vw 1260 1262

1267 s

8(CCH) (1267)

1226 m 1218 vw 1242 s 1239 mw
scoH) e e 1228 1223 T 1242 1242

1180 sh 1182 w 1178 vw
(1182) (1182) (1182)
8(C anel-CH) 1178 m 1175 w 1175 w %ﬂgo")" 1158w 1174 mw 1163 w
e wewomew SR B e
v(C anel) 1139 m 1137 mw ﬁfgg’)v ﬂfgsv)v

1106 vw 1105 vw

d(CH anel) 1102 sh 1102 vw (1106) (1108)
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1066sh, 1060m (1066) 1061 mw

1061 mw 1059 w
p(CHs) 1041 w (1061)

(1061) (1061)

1022 vw
8(CCC), v(CC, C-0) 1022 vw (1022)
1004 m 1000 s
8(C anel); 1015 sh (1003) (1005) 1007 vw 1007 vw (----)
o(CHs) 999 m 998VS 994w (993) 996sh(996) 995w 997 902 w (992) 9985 (998)

987 w (987) 986 sh (------ )

955 s (955);

1(HCCH); v(CC) 955 m 954 sh 897 sh (892)

876 vw, 869

p(CHs) o 851 sh 853 w 841 vs 858 vw (856) 853 w (856)

829s(829) 826w (828)
766 vs (766) 773 s (766

7(CCCH): 8(CH,) 766 vs 775s

®(CH anel) 810sh - 812 m (811)

810 w (814)

804 sh (-—)

1(CCCC); 8(CHy) 723 w 725 m (725)

8,(CO0); #(CO0) bon — . 696 s
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8(C anel) 645 s 643 vw 6425 (642) 637w (642) 222 : 638 w 638's () 637 w (-)

609sh,602sh, 614 mw 608 sh (608) 609 sh (608)

8(C anel); 8(C anel- 594 w, 590 607 vw (----)
C(carboxila) sh,584 sh 20V S8TVWI(S88) 586w (593) 563mw (563)
523 W,519 W :

573sh,
569sh, 558 592 sh, 574
sh, 547 sh, sh,565 w,544
p(COO) 542w, 532 >4 SSTI 53 e shs30w, T T
w, 507sh, 507 sh

498sh,490 sh

478sh, 469
p(COO0) sh, 457vw, e e e sobrepostas
453sh

463 vw 463 vw (458)

7(CCCH, CCCC, CCC) 418 vw 415 vw (418)

8(CO0) 365Sh e e

8(CH3-C anel); t(0O=C
anel)

8(C(cetona)-C(anel)-
C(CHy)

-------- 226 w 214 m (220)

br = larga; m = media; sh = ombro; s = forte; v = muito; w = fraca
- 65-
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As duas bandas intensas, 1254 cm™ (Ru,-cet) e 1246 cm™ (Ru.-fen),
observadas apenas nos espectros FTIR dos dois complexos podem estar
relacionadas a algum modo vibracional relativo ao C-O-Ru, uma vez que a
deformac&o no plano do C-O-H do Hcet e Hfen aparecem em 1226 cm™ e 1242
cm’ respectivamente, e a substituicdo do hidrogénio pelo metal desloca essa
banda para maiores frequéncias.

Os modos vibracionais referentes aos nucleos dimetalicos, v(Ru-Ru),
dos complexos Ru,-cet e Ru,-fen podem ser observados nos espectros Raman
em 335 e 342 cm?, respectivamente. J4 os modos vibracionais v(Ru-O) podem
ser atribuidos as bandas em 485 cm™ (Ru,-cet) e 484 cm™ (Ru,-fen), e as bandas
de baixa intensidade 176 cm™ (Ruy-cet) e 181 cm™ (Rup-fen), presentes nos

espectros Raman, podem ser atribuidas aos modos vibracionais v(Ru-Cl).

4.1.5. Difratogramas de Raios X

O complexo [Ru,(O,CCH3)4ClI] pertence ao sistema monoclinico, com
0s seguintes parametros de célula unitaria: a = 8,207 A, b = 7,440 A, ¢ = 11,320 A
e B = 95,46° conforme estrutura do monocristal [138,139,140]. O difratograma de
raios X do po, relatado pelo nosso grupo mostra a existéncia de picos intensos e
finos que evidenciam a natureza cristalina do material obtido em nossas sinteses.
O pico mais intenso esta localizado em 13,02° que corresponde a uma distancia
interplanar de 6,8 A, valor que esta muito préximo ao calculado (7,3 A) com base
nos comprimentos das liga¢ées de Ru-Cl (2,5 A) e Ru-Ru (2,3 A) [27].

Nas Figuras 17 e 18 sao apresentados os difratogramas de raio X dos
complexos Ruj-cet e Ru,-fen, assim como os de seus respectivos farmacos de
origem.

O difratograma do [Ruj-cet] (Figura 17) é caracteristico de material
nao-cristalino, diferentemente do seu farmaco de partida (Hcet) que apresenta
difratograma caracteristico de material cristalino. A auséncia de picos
caracteristicos do Hcet no difratograma do complexo indica que o produto
formado n&o contém impurezas de cetoprofeno.

Ja o difratograma do complexo Ru,-fen (Figura 18) apresenta certo

grau de cristalinidade e as posi¢cOes destes picos coincidem com o0s picos do
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farmaco Hfen em sua forma pura, sugerindo que o produto formado possa estar

contaminado com o seu farmaco de origem.

E
©
je!
c
=
@©
=
% — [Ru,(cet),Cl]
o —— Hcet
[
©
©
©
‘»
[
Q
E UUMWWMM
T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

20 (¢)

Figura 17 - Difratograma de raio X de p6 do [Rux(cet)4Cl] e do cetoprofeno

— [Ru,(fen),CI]
—— Hfen

Intensidade Relativa (unid. arb.)

0 10 20 30 40 50 60
20 (%)

Figura 18 - Difratograma de raio X de p6 do [Ruy(fen)4Cl] e do fenbufeno
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4.1.6. Anélises Térmicas

N&o existe uma grande quantidade de trabalhos na literatura sobre a
estabilidade térmica dos [Ru,(O,CR),CI], e mesmo com os poucos trabalhos
disponiveis [27,47,141,142] ainda ndo se pbde propor um mecanismo Unico para
0 processo de decomposicdo térmica desses complexos, no entanto sugere-se
que a primeira etapa de decomposicdo deva estar relacionada a quebra dos
ligantes equatoriais.

Os residuos resultantes da decomposicdo térmica de diferentes
complexos [Ruy(O,CR)4CI], inclusive contendo FAINEs, foram investigados pelo
nosso grupo [27,47] e concluiu-se que o residuo metalico formado esta
relacionado basicamente com a temperatura e a atmosfera da combustao,
podendo haver formacéo de éxido de ruténio (IV) ou ruténio metalico.

A decomposicdo térmica dos dois novos complexos sintetizados (Rua-
cet e Ruy-fen), assim como dos seus respectivos farmacos (Hcet e Hfen), foi
investigada por TG/DSC/MS em atmosfera inerte de nitrogénio, e as suas
respectivas curvas de analise térmica estdo disponiveis nas imagens a seguir
(Figuras 19-26).

Analisando inicialmente as curvas TG, DTG e DSC do farmaco Hcet
(Figura 19) pdde-se observar que a sua decomposi¢céo térmica ocorre em duas
etapas, sendo a primeira observada no intervalo entre 200 e 310 °C, com pico
DTG em 301 °C; e a segunda etapa ocorre entre 310 e 1000 °C. E na primeira
etapa, que se observa a maior perda de massa (82%) a qual correspondente a
um evento endotérmico (285 J g™) atribuido & decomposicdo do farmaco, vide a
liberacdo de gases (agua e gas carbdnico) durante esta mesma faixa de
temperatura (Figura 20). Na segunda etapa ocorre perda de 12% de massa sendo
que a perda de massa global de todo o processo corresponde a
aproximadamente 94%. O evento endotérmico observado em 94 °C da curva DSC
corresponde ao processo de fusédo do farmaco [143,144] e o valor da variacdo de
entapia de fus&o (AH;) obtido experimentalmente (70 J g™*) esta préximo do valor

encontrado na literatura (84 + 6 J g™*) [145].
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Figura 19 — Curvas TG/DTG/DSC do complexo Hcet em atmosfera de N

QMID 1012 /A

100 200 300 400 500 500 700 500 900
Temperature °C

Figura 20 — Espectros de massa dos fragmentos m/z 18 (H,O) e 44 (CO,) obtidos
durante a anailse térmica do Hcet em N..

O resultado da anélise térmica (Figura 21) do farmaco Hfen mostrou
gue a sua decomposicdo em atmosfera inerte ndo é completa uma vez que a
perda de massa global foi de apenas 84%. Este farmaco, assim como o Hcet,
apresenta também duas etapas de decomposicdo: a primeira, observada entre
200 e 320 °C (pico DTG em 317 °C), com perda de massa de 65%; e a segunda
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com inicio apds 320 °C e término em aproximadamente 600 °C com perda de

massa de 19%. Nota-se ainda que o primeiro evento endotérmico em 190 °C

corresponde ao processo de fusdo do farmaco com valor de AH; = 147 J g*

[145,146] e o segundo evento endotérmico de 409 J g™ corresponde & primeira

etapa de decomposicdo do farmaco, com emissdo de gas carbdnico e agua

(Figura 22).
DTG /(%imin)
TG /% DSC /mimg)
100 "
.-—.......-._.._-—.-ﬂ'\\ A‘#ﬂ”h‘“h—ﬂﬁf\f‘\‘\m*ﬂ\ﬂwu\_ﬁ/\ 0
~
90 " 6
r—-
80 1 { Hfen (N,) ¥ -2
. " 16
7o) [ 16544 % psc
| —— — — DTG w
| L2
60 1 _
147 Jig |
. | -40861g N
40 1 A
2 |
30 4 |
e 1;' A870%NE4 |
201 ' \.3170°C w_, !
100 200 300 400 500 500 700 800 900

Temperature °C

Figura 21 — Curvas TG/DTG/DSC do farmaco Hfen em atmosfera de N,

QMID 109 {4

12

10

100 200 300 400 500 600 700 800 300
Temperature

Figura 22 — Espectros de massa dos fragmentos m/z 18 (H,0) e 44 (CO,) obtidos

durante a anailse térmica do Hfen em No.
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Ja as curvas de analises térmicas (Figura 23) do complexo Ru;-cet
indicaram que a sua decomposicdo em atmosfera inerte de nitrogénio ocorre em
trés etapas. A primeira (até 200 °C) é associada a perda das duas moléculas de
adgua de hidratacéo (4%), cujo valor esta préximo ao valor calculado teoricamente
(3%). A segunda etapa corresponde ao processo de decomposicdo térmica do
complexo, provavelmente relacionado a decomposicao dos ligantes equatoriais.
Nesta etapa, que ocorre entre 200 e 310 °C (com pico maximo em 291 °C)
observa-se uma perda de massa adicional de 54% e um evento endotérmico de
181 J g*. Por fim, na terceira é observada uma perda de massa adicional de 12%,

totalizando o valor de 70% de perda de massa para o processo global.

TG /% DSC /{mwimg) DTG J%fmin)
Texo
100

0

LY .f'\..-'-.A--\rm---v--‘\w"-'-“-*J"‘"\,"'“'"‘\""“-""“lf--t.r"‘--fl“\r.F‘J 0
o .

a0

&0 [ -53.56 % i

-180.6 Jig
70 ll 1 L &

60

Ru.-cet (Ny) --10
— TG
40 - psc
— — — — DTG

i

|

l.
50 '5

II -8.55 %

07T % w5 F12

30 , , L3 , : : : .
100 200 300 400 500 600 700 300 900
Temperatura ("C)

Figura 23 — Curvas TG/DTG/DSC do complexo Ru,-cet em atmosfera de N,
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Figura 24 — Espectros de massa dos fragmentos m/z 18 (H,O) e 44 (CO,) obtidos
durante a anailse térmica do Ru,-cet em N.

Finalmente, para o complexo Ru,-fen, as curvas de analise térmicas
(Figura 25) sugerem, também, trés etapas da decomposicdo térmica do
complexo. Sendo que a primeira etapa, com perda de 4% em massa (até 200 °C),
corresponde a eliminacdo de trés moléculas de agua de hidratacdo (4,1%). A
segunda etapa (200 e 320 °C) corresponde a um processo endotérmico
equivalente a 609 J g o qual pode ser atribuido ao processo inicial de
decomposicao do complexo (perda de 44% em massa). A terceira, e ultima etapa,
que ocorre a partir de 325 °C pode estar associada ao processo de decomposicao
dos residuos, sendo observada uma perda adicional de 18% em massa,

perfazendo a perda de toda analise térmica em aproximadamente 67%.

DTG H%min)
TG % DSC f{mtimg)

LS

] F2
100 W-v\-..l\..t-r-v-v—--"-'\-—'\--\-\-v—\.d} [0
1 1
90 ] -
R
80
Rus-fen (N,) LR Y
—_— TG
70 1 DSC 2 La
—— — — DTG
60 4 - 5
g 5
50
5o b7
1838 %
40 4 6
L 3

100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperature /°C

Figura 25 — Curvas TG/DTG/DSC do complexo Ru,-fen em atmosfera de N,
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Figura 26 — Espectros de massa dos fragmentos m/z 18 (H,O) e 44 (CO,) obtidos
durante a anailse térmica do Ru,-fen em N..

7

Nota-se também (Figura 25) que é observado um pequeno evento
endotérmico em aproximadamente 190 °C, o qual pode estar associado a fuséo
do Hfen. Este evento fornece grandes indicios de que a amostra do Ru,-fen pode
estar contaminada com tracos de Hfen em sua forma pura, confirmando assim as
evidéncias que foram apresentadas ao longo da caracterizacéo deste complexo.

Levando em consideracdo 0s estudos anteriores em nosSsO grupo
[27,47] que confirmaram que os complexos do tipo Ru,-FAINEs tendem a formar
RuO, como residuo final apdés sua decomposicdo completa, calculou-se o valor
total correspondente a perda de massa para os complexos Ru,-cet (79,3%) e Ru.-

fen (79,6%) considerando-se a rea¢éo genérica (9) abaixo:
[Rux(FAINE).Cl]s) T 2 RuO; + x H,0O +y CO, + outros produtos [H,C,0,Cl] (9)

Os valores obtidos experimentalmente estdo um pouco acima dos
valores calculados. Essa pequena diferenca pode ser justificada pelo fato da
analise térmica néo ter sido realizada em atmosfera oxidante a qual favorece a

decomposicdo e combustdo do material.
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4.1.7. Proposta das Formulas Estruturais para os Novos Ru,-FAINEs

De acordo com os dados de caracterizacdo dos complexos Ru,-cet e
Ru,-fen, relatados anteriormente, a Figura 27 corresponde as suas propostas de
formulas estruturais, e a Figura 28 correspondem as suas estruturas otimizadas
com o auxilio do software HyperChem® verséo 7.51 para Windows. Na Tabela 7
sdo apresentadas as férmulas abreviadas, formulas moleculares e massas
molares desses mesmos complexos e também dos outros dois complexos que

foram estudados ao longo desta tese de doutorado.

R io\o>/o ° o°
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\ /

/N
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N _o’\‘o
W _
T\ 7
o]

@

&
ﬁ
v,

Ru,-cet

Figura 28 — Férmulas estruturais dos complexos Ru,-cet e Ru,-fen otimizadas
pelo software HyperChem®. Cores: branco (Ru), cinza (Cl), azul (C) e vermelho (O)
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Tabela 7 — Férmulas e massas molares dos complexos tetracarboxilatos de
diruténio(ll,ll) estudadas nesta tese de doutorado

Complexos Tetracarboxilatos de Diruténio (ll,111)

Massa Molar

Formulas Abreviadas Formula Molecular (g/mol)
Ru,-cet [RUz(Cet)4C|]02H20 [RUz(C16H1303)4C|]02H20 1286,7
Ruz-fen [Rug(fen)4CI]-3H20 [RUz(C15H1303)4C|03H20 1304,7
RUz-ibp [RUz(Ibp)4C|]OJ/2H20 [RUz(C13H1802)4C|]01/2H20 1067,7
Ru»-act [Ruz(act)4Cl] [Ru,(C2H30,)4Cl] 473,5

4.2. Estudos Termodinamicos da Reacado de Substituicdo Axial para o Ruzact

Uma vez que um farmaco é administrado ao paciente, ele esta
susceptivel as diversas reacdes quimicas, e no caso dos compostos de
coordenacdo que podem apresentar ligantes labeis, as substituicdes dos ligantes,
sdo as principais reacdes que podem ocorrer. Sabe-se que a concentracdo de
cloreto na corrente sanguinea é relativamente alta (~ 100 mmol L) se comparada
aquela do interior celular (3-20 mmol L™) [147], desta forma, diferentes reacées de
substituicdo entre os ligantes agua e cloreto podem ocorrer no organismo. Sendo
assim, o estudo do equilibrio da substituicdo dos ligantes axiais (agua e cloreto)
no complexo precursor € de grande importancia e serve como parametro para 0s
diferentes complexos de diruténio(ll,1ll) coordenados com os FAINES.

A primeira etapa dos estudos termodinamicos foi de investigar as duas
reacbes sucessivas de equilibrio, equacdo (10), sendo que as constantes de
equilibrio (Keq) foram determinadas para a primeira (Ki) e segunda (Ky)

substituicdo axial do [Ru,(0O2CCHz)4(H20),]" na presenca de ions cloreto.

[CI] [CIT
[RU2(0,CCH3)4(H20),]" = [Rup(O,CCH3)4(H,0)CI] + H,0 —== [Ru,(0,CCH3),Cl;] + H,O (10)
Kl KZ

Inicialmente, as mudancas espectrais foram monitoradas partindo do
complexo precursor na forma catidnica, [Ru,(O>CCHzs)4(H20),]", sendo que o
ligante cloreto, presente no complexo [Ru,(O,CCHj3)4Cl] foi precipitado de acordo
com a reacado (11), assegurando a coordenacao das duas posi¢cdes axiais por

moléculas de solvente, no caso, a agua.
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AgPF¢
[Ruz(O2CCH3)4Cl] — [Ruz(02CCHz)a(H20)2]PFs + AgCl(s) (11)
H,0

Conforme ja era esperado, a medida que séo adicionados ions cloreto
a solucdo do complexo catibnico, a sua principal banda da regido do visivel sofre
um deslocamento de 425 nm para 435 nm (Figura 29). Esse deslocamento para
menores energias sugere a substituicdo de uma molécula de agua pelo ligante
cloreto, dando origem a espécie neutra monossubstituida, [RuyO.CCHy),(H.O)Cl. A
presenca de dois pontos isoshésticos em 359 e 428 nm, observados para o
intervalo de razdo molar [Ruy]:Cl entre 1:0 e 1:90, indicam o primeiro equilibrio

(K1) entre as duas espécies em solucdo: a catibnica e a neutra.

razao molar
[Ru,(H,CCOO),(H,0),]": CI

—1:.0
— 11
1:10
—1:30
1:50
—1:70

abs

T T T T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650
A (nm)

Figura 29 — Espectros eletrdnicos do [Ru,-act] (1 mmol L) em solucéo aquosa
(pH ~ 5) na presenca de diferentes concentracdes de NaCl (0-90 mmol L™)

Na medida em que mais ions cloreto eram adicionados a solucéo, a
principal banda do complexo continuou sofrendo um deslocamento para menores
energias, até 443 nm (Figura 30), sugerindo a formacédo do segundo croméforo, a
espécie anidnica, [Ru(O,CCHj3)4Cly]. A selecdo de alguns espectros eletrénicos

para o intervalo de razdo molar [Ru,:Cl] entre 1:50 e 1:300, evidencia a formacéao
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de dois novos pontos isosbésticos (375 e 431 nm) confirmando o segundo

equilibrio (K2) entre os cromdéforos neutros e anidnicos.

0,9

0,8
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- 1:300

abs

04
03
02

0,14

0,0 — T T T - T T T T T T T T
360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560

L (nm)

Figura 30 — Espectros eletrénicos do [Ruz-act] (1 mmol) em solucdo aquosa (pH ~
5) na presenca de diferentes concentracdes de NaCl (50-300 mmol L™)

Nas Figuras 31 e 32 encontram-se as curvas da variagdo da
absorbancia em funcdo da concentracdo de cloreto. As constantes de equilibrio K;
e K, foram calculadas usando a equacao (12) para os comprimentos de onda 440
e 455 nm, respectivamente, onde Ay = variagdo de absorbancia em um dado A,
(Aaps)T € a variacdo de absorbancia total em um dado A, ou seja, ao atingir a
saturacéo.

_ (Aabs); K[CI"]
~ 1+KJ[CIT]

Aabs

(12)

Os valores encontrados para o K; (18 £ 1 mol™* L) e para o K, (3,5 + 0,2
mol™ L) indicaram que a constante do primeiro equilibrio é cinco vezes maior que
a segunda, ou seja, a substituicdo axial da primeira molécula de agua pelo ligante

cloreto é muito mais favoravel que a segunda substituicdo axial. Nenhuma
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alteracdo espectral significativa € observada para concentra¢ces superiores a 2

mol L de fons cloreto.
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Apenas um trabalho, publicado em 1989 [148], foi encontrado na
literatura sobre estudos de equilibrio da substituicdo axial para o complexo
precursor Ruy-act. Neste trabalho, os autores determinaram as constantes de
equilibrio K; (15,0 mol™ L) e K5 (3,7 mol™ L) na substituicdo dos mesmos ligantes
axiais. Os célculos foram realizados utilizando um método dos minimos
quadrados ndo-lineares a partir da variacdo na absorbancia em 290 nm em
funcdo da concentracdo de ions cloreto em solucdo. Apesar do procedimento
experimental realizado deste trabalho ser diferente do encontrado na literatura, os
valores obtidos estdo bastante proximos.

Esforcos também foram feitos na tentativa de estudar a cinética da
reacao entre a troca desses ligantes axiais. No entanto, os estudos indicaram que
a reacao apresenta uma cinética muito rapida para ser mensurada, até mesmo
usando baixas temperaturas (5 °C) e a técnica de stopped-flow; praticamente,
toda a reacdo ja havia sido terminada em menos de 5 ms. Esse mesmo
comportamento foi reportado na literatura [148].

A determinagao dos trés parametros termodinamicos foi baseada nas
reacbes de equilibrio entre as substituicbes axiais em funcdo da temperatura,
para a variacdo de entalpia (AH®°) e variacdo de entropia (AS°), e em funcéo da
pressédo para a variacdo de volume (AV°) [149].

A variacdo da absorbancia, para as duas solu¢cdes contendo diferentes
raz0es molares de [Rus-act]:[NaCl] (1:100 e 1:500), foi monitorada em funcéo da
temperatura (10-49 °C) (Figuras 33A e 34A), e os valores de AH° e AS°®, para as
duas reaclOes de substituicdo dos ligantes axiais (K; e K;), foram calculados
(Figuras 33B e 34B) baseados no coeficiente angular (AH®) e linear (AS°) da
equacao (13), conhecida também por equagcdo de Gibbs-Helmholtz, onde R =
8,314 J K™* mol™.

1
RINK = —AH° -+ AS® (13)
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Figura 33 — Dependéncia da temperatura (10-49 °C) no primeiro equilibrio (K;) de
[Ru,-act]:[NaCl]: espectros eletrdnicos do Ruy-act (1 mmol L™) em solucéo aquosa
(pH ~ 5) na presenca de NaCl (100 mmol L™) (A); curva de Gibbs-Helmholz (B)
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Figura 34 — Dependéncia da temperatura (10-49 °C) no segundo equilibrio (K;) de
[Ru,-act]:[NaCl]: espectros eletrdnicos do Ruy-act (1 mmol L) em solucéo aquosa
(pH ~ 5) na presenca de NaCl (500 mmol L™) (A); curva de Gibbs-Helmholz (B)

A variacdo da absorbancia para as duas solugcdes com diferentes
raz6es molares de [Rus-act]:[NaCl] (1:100 e 1:500) também foi monitorada em
funcéo da presséao (5-150 MPa) a temperatura constante de 28 °C (Figuras 35A e
36A), e os valores de AV®°, para as duas reagOes de substituicdo dos ligantes

axiais (K; e Kj), foram calculados (Figuras 35B e 36B) a partir do coeficiente
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angular da equacéo (14), sendo R = 8,314 cm® MPa K™ mol™. Os valores dos trés

parametros termodinamicos calculados para as duas reacdes de equilibrio de

substituicdo dos ligantes axiais estédo disponiveis na Tabela 8.

RT In K = —PAV °+constante
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Figura 35 — Dependéncia da pressao (5-150 MPa) no primeiro equilibrio (K;) de
[Ru,-act]:[NaCl]: espectros eletrdnicos do Ru,-act (0,5 mmol L) em solugéo
aquosa (pH ~ 5) na presenca de NaCl (50 mmol L™) (A); curva de RT In K em

funcdo da pressao (B).
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Figura 36 — Dependéncia da presséao (5-150 MPa) no segundo equilibrio (K;) de
[Ruz-act]:[NaCl]: espectros eletrdnicos do Rug-act (0,5 mmol L") em solugéo
aquosa (pH ~ 5) na presenca de NaCl (250 mmol L™) (A); curva de RT In K em
funcao da pressao (B).
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Tabela 8 — Valores experimentais dos parametros termodinamicos dos dois
equilibrios (K; e K;) da reacédo de substituicdo dos ligantes axiais

Parametros Primeiro Equilibrio (K;) Segundo Equilibrio (K5)
AH° (kJ mol™) -8,7+0,5 -11,4+0,5
AS° (J K* mol™) -5,0+1,6 -28,0+1,6
AV® (cm® mol™) 11,8 +1,9 -10,0+0,8

Os valores das constantes de equilibrio (K; e Kp), para cada
temperatura e usados nas Figuras 33B e 34B, foram calculados a partir das
equac0Oes disponiveis no Apéndice Il levando em consideracédo as absortividades
molares (¢) em 430 e 440 nm para os trés cromoforos do complexo em solugéo
aquosa: catidnico, neutro e anidnico (Tabela IlI-1, Apéndice Il1).

De acordo com os resultados obtidos, pdde-se concluir que a
temperatura e a pressao apresentam efeitos opostos no equilibrio das reacdes de
substituicdo dos ligantes axiais (K; e K;). O aumento da temperatura desloca o
equilibrio no sentido dos reagentes, ou seja, a formacdo de espécies aqua-
substituidas. Por outro lado, o aumento da presséo, desloca o equilibrio no
sentido direto da reacao, ou seja, a formacao de espécies cloro-substituidas.

Baseados nos parametros termodinamicos calculados e resumidos na
Tabela 8 € possivel concluir que os equilibrios sdo deslocados para a reagédo
inversa com o aumento da temperatura, o que € esperado para reacoes
exotérmicas (AH® < 0). Observa-se também que a reacdo do segundo equilibrio é
entalpicalmente mais favorecida que a do primeiro equilibrio, o que é condizente
com a formacao de ligacbes axiais no cloro-ruténio se comparadas com as
ligacdes aqua-ruténio. O valor de AS® < 0 sugere que os dois equilibrios ndo sao
entropicamente favorecidos. O deslocamento do equilibrio no sentido dos
produtos, com o aumento da pressao, pode ser explicado com a diminuicdo do
volume molar parcial (AV° < 0) dos produtos a medida que ocorre a substituicao

axial das moléculas de agua por cloreto.

4.3. Estudos de Interagcdo com Aminoéacidos: Cinética e Mecanismo
Os complexos metélicos podem sofrer diferentes reacdes, sendo a
substituicdo de ligantes, uma das principais reacdes que ocorrem no organismo.

O papel da atividade bioloégica nesses complexos metalicos vai depender dos
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varios fatores termodinamicos e das suas propriedades cinéticas, sendo assim,
investigar a reatividade de novos candidatos a metalofarmacos, com moléculas
presentes no meio bioldgico, é de fundamental importancia para compreender o
seu comportamento bioldgico in vitro e até mesmo in vivo [150].

Alguns trabalhos ja foram relatados na literatura confirmando a
possibilidade da substituicho axial dos complexos tetracarboxilatos de
diruténio(ll,Ill) por ligantes de interesse bioldgico que contém diferentes atomos
doares de elétrons (N-, S-, O-, P-) como por exemplo dmso [151], tiofeno (THT)
[152], diferentes anélogos de piridina [153], uréia [154], imidazol, indol e cafeina
[155] e fosfanos [156].

O Unico estudo sobre a cinética da reacdo de substituicdo dos ligantes
axiais foi realizado para o complexo [Ru,(O,CCHas)s]" em acetonitrila com
diferentes ligantes fosfanos, PCy; e PCy,Ph, onde Cy = ciclohexanil e Ph = fenil.
O mecanismo dissociativo para a reacao de substituicdo dos dois ligantes axiais
foi proposto e as constantes de velocidades de segunda ordem para a primeira
reacdo de substituicdo (10° mol™* L s™) assim como os parametros de ativacdo
também foram calculados [157].

A cinética da reacdo de substituicdo dos ligantes equatoriais acetatos
[158] ou propionatos [159] por ions oxalatos também foi investigada para
complexos tetracarboxilatos de diruténio(ll,lll). Os resultados indicaram que a
reacdo ocorre em trés etapas, sendo a primeira (rdpida) e a segunda (lenta)
atribuida a substituicdo do primeiro e segundo ligante, e a terceira etapa atribuida
a decomposicao do produto formado [159].

Em sua tese de doutorado, Ribeiro [27] conseguiu isolar um novo
tetracarboxilato de diruténio(ll,lll) com as posicdes axiais coordenadas com bases
nitrogenadas (adenina e adenosina) partindo do complexo
[Ruz(O,CCH3)4(H20),]PFs em meio alcoodlico, assegurando a integridade da
estrutura em gaiola e também das ligagdes metalicas multiplas. No entanto,
tentativas de isolar, esses mesmos compostos em solu¢des aquosas, nao foram
bem sucedidas; na ocasido nao foi possivel caracterizar os sélidos formados que
possuiam uma coloragao violeta.

Alguns estudos sobre os tetracarboxilatos de diruténio(ll,lll), incluindo o

primeiro trabalho publicado por Stephenson em 1966 [25] relatam a possibilidade
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de que o nucleo metédlico pode sofrer grandes alteracbes dependendo das
condicOes de reacdo e do poder coordenante dos novos ligantes axiais, N-, O- ou
P-doadores de elétrons [160,161,162,163,164,165,166,167]. Uma das
possibilidades é a quebra da estrutura em gaiola e das ligacfes metalicas dando
origem a compostos monoméricos de Ru(ll), ou a reagdo de
desproporcionamento em que 0s principais produtos sdo complexos diméricos do
tipo p-oxo Ruy(111,1111) e monomeéricos Ruy(ll) [157].

Estudos preliminares, sobre a sintese de um novo complexo contendo
este tipo de nucleo metdlico (u-oxo) com dois ligantes equatoriais acetatos
(farmacos ibuprofeno e cetoprofeno) e seis ligantes axiais piridinas, foram
divulgados em recentes comunicac¢des de congressos e simposios [168,169,170].

Levando-se em consideragcdo todas essas possibilidades que podem
ocorrer com os tetracarboxilatos de diruténio(ll,lll), as reacdes de substituicdo de
ligantes axiais entre o complexo precursor e 0s aminoacidos, relatadas a seguir,
sdo apenas hipdéteses de mecanismos. Esforcos, sem sucesso, foram feitos na
tentativa de isolar um solido e caracterizad-lo para confirmar 0os mecanismos
propostos entre a reacdo do complexo precursor e 0s aminoacidos.

O comportamento cinético da reacdo do Ruy-act com os diferentes
aminoacidos investigados (Figura 5) foram realizados em solu¢cdo de tampéo
acetato 20 mmol L™ em pH 5,0. Estudos prévios indicaram que o complexo
apresenta uma boa estabilidade por um longo periodo em solucédo acida (dados

nao apresentados). Na Tabela 9 encontra-se os valores dos pK, dos aminacidos.

Tabela 9 — Valores dos pK, dos aminoécidos estudados [171,172]

L PKa
Aminoéacidos Acido Amino cadeia
Glicina 2,35 9,78 -
Triptofano 2,38 9,39 -
Histidina 1,77 9,18 6.1

Cisteina 2,05 10,25 8,0
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4.3.1. Reacao do Ruz-act com Glicina

Inicialmente foi investigado o acompanhamento das alteracdes
espectrais entre a reacdo do complexo [Rux(O.CCHs)4(H.0),]" e o aminoacido
glicina, em funcdo do tempo (25 °C e pH 5,0) com uma razdo molar de 1:50
(Ruz:gli). Durante as primeiras horas de reacdo (Figura 37) foi possivel observar
significativas mudancas espectrais ao longo da faixa de 300 e 700 nm. Entre as
mudancas observadas pode-se destacar: i) a reducéo da intensidade da principal
banda do Vvisivel seguido de um deslocamento gradual para maiores
comprimentos de onda (440 nm); ii) o lento surgimento de uma nova banda em
545 nm; e iii) o aparecimento de um ponto isosbéstico, apesar de ndo muito bem

definido, em ~ 400 nm.
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Figura 37 — Espectros eletronicos do Ruy-act (0,7 mmol L) em tamp&o acetato
pH 5,0 (25 °C) apo6s a adicéo de excesso de glicina (35 mmol L™) para o periodo
de até 1 h de reacdo. Insercao: curva cinética em A = 545 nm.

Ap6s 1 h de reacdo (Figura 38) é observada uma reducéo lenta e
gradual da intensidade das bandas de 440 e 545 nm até se estabilizarem apds

aproximadamente 10 h de reacgao.
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Figura 38 - Espectros eletrdnicos do Ru,-act (0,7 mmol L) em tampé&o acetato pH
5,0 (25 °C) apds a adigéo de excesso de glicina (35 mmol L™) para o periodo
entre 1 e 10 h de reacédo. Insercéo: curva cinética em A = 545 nm.

Uma vez definida as melhores condi¢cdes cinéticas da primeira etapa, o
crescimento da banda em 545 nm foi monitorado registrando as suas curvas
cinéticas, com diferentes razoes molares de [Ruz]:[gli], em um espectrofotdmetro
UV-Vis usando uma cubeta do tipo Tandem. As constantes de velocidades
observadas (kops) foram determinadas ajustando os pontos das curvas cinéticas a
uma equacao simples de crescimento exponencial.

Os resultados indicaram que o valor da absorbancia final (Figura 39) e
a kops (Figura 40) aumentam linearmente com o aumento da concentragdo do
aminoacido, sugerindo uma reagdo que tende ao equilibrio. O significativo
coeficiente linear da equacdo da reta, obtido entre 0 kops € [gli] (Figura 40)
confirmou o equilibrio entre reagentes e produto, sugerindo uma reacdo
reversivel. O comportamento cinético observado, para este mecanismo proposto,

segue a lei de velocidade expressa pela equacao (15).

kobs = kl[gll] + k—l (15)
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Figura 39 — Curvas cinéticas (A = 545 nm) registradas para a reacao entre o
Ruy-act (0,4 mmol L") com diferentes concentracdes de gli em 25 °C e pH 5,0
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Figura 40 — Curva kgps em fungao da concentragéo de [gli] para a reagdo com Ru,-
act (0,4 mmol L) (A = 545 nm, pH 5,0 e 25 °C)

A curva linear obtida entre a kops €m funcéo da [gli] em 25 °C e pH 5,0

(Figura 40) permitiu calcular a constante de velocidade de segunda ordem para a

reacdo direta (k; = (1,95 + 0.09) x 102 mol™ L s™) a partir do coeficiente angular

da reta, e a constante de velocidade de primeira ordem para reacéo inversa (k; =
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(1,7 + 0.2) x 10* s') a partir do coeficiente linear da reta, levando-se em
consideracdo a lei de velocidade proposta na equacdo (15). A constante de
equilibrio cinético (K;) entre as duas reacdes, também, pdde ser calculada (K; =
kiks= 115 + 20 mol™ L).

Baseado em todos esses resultados reportados acima, e também na
deconvolucao (Figura 41) do ultimo espectro eletrénico da Figura 37, pode-se
propor que o aminoéacido glicina reage com o complexo [Ru,(O2CCHz)4(H20),]"
em duas lentas etapas subsequentes. A primeira etapa, que ocorre dentro do
periodo de 1 h, pode estar relacionada a substituicdo de uma das moléculas de
agua coordenada axialmente ao nucleo metalico por uma molécula de glicina, e 0
produto mono-substituido obtido, possui pelo menos trés bandas que absorvem
na regido do visivel, 465, 545 e 642 nm (Figura 41). Ainda neste espectro
observa-se a presenca de uma banda em 423 nm que estd relacionada ao
complexo precursor que ndo reagiu com a glicina, confirmando a presenca da

reacgdo inversa e o equilibrio quimico da reacgéo (Kj).
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Figura 41 — Deconvolucéo do ultimo espectro eletrbnico da primeira etapa da
reagao entre o Ru,-act e gli, registrado na Figura 37. Linha cheia = dado
experimental; Linhas tracejadas = dados calculados

A segunda etapa, muito mais lenta que a primeira (a reacdo se

estabiliza apenas apés 10 h), sugere a decomposicdo das espécies presentes em
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solucdo, uma vez que as trés bandas da regido do visivel sofrem reducédo de

intensidade (Figura 42).

1,0

0,94
deconvolucao do espectro

eletronico da reacao entre
Ru,-act e GLI (segunda etapa)

084
074 34

------ calculadao
experimental

0,6 4

0,5

abs

0,4 -
0,3
0,2

017 465

642

0,0

T T T T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Figura 42 — Deconvolugdo do ultimo espectro eletrénico da segunda etapa da
reacao entre o Rus-act e gli, registrado na Figura 38. Linha cheia = dado
experimental; Linhas tracejadas = dados calculados

O aminoécido glicina tem apenas dois possiveis sitios de coordenacédo
com metais de transi¢cdo, o grupamento acido carboxilico e o grupamento amino.
Nas condicbes experimentais empregadas (pH 5,0), o grupamento acido
carboxilico estd completamente desprotonado e o grupamento amino protonado
(vide pK, dos aminoacidos na Tabela 9). A partir dos resultados obtidos, prop6em-
se que uma das moléculas de agua, coordenadas axialmente ao complexo
[Ru,(O2CCH3)4(H20),]", € substituida por uma molécula de glicina coordenada
através do grupamento carboxilato, uma vez que ja se encontra desprotonado,
conforme equacéo (16a), sendo Hgli = "HsN-CH,-COO". No entanto, uma vez que
a glicina estd coordenada ao nucleo metalico Ru(ll 1), reacdes de reorganizacéo
estrutural (com cinética muito rapida) podem ocorrer, ja que o pK, do grupamento
NHs;" é reduzido no ato de sua coordenacgdo, abrindo a possibilidade da
coordenacgao via amino, seguida de sua desprotonacdo (NH;) com liberacdo de
H*, conforme proposto na equacéo (16b), e justificando o aparecimento da nova
banda na regido do visivel (~ 540 nm) no espectro eletrénico. A formacédo do ion

hidrénio, nesta equacao (16b), péde ser confirmado através do monitoramento da
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reducao do pH em experimentos com solu¢des nao tamponadas (Figura 43). Uma
vez que a etapa determinante da lei da velocidade é a reacdo lenta, equacéo
(16a), a reacdo rapida, equacao (16b), ndo contribui para o calculo da lei de
velocidade [173].

k
[Ru(0O2CCH3)4(H20),]" + Hgli :l [Ruz(0O2CCH3)4(H20)(Hgli)]" + H,O  (16a)
K

rapida

[Ru2(0O2CCHa)s(H20)(Hgli)]" + H:O ——  [Ruz(O2CCHs)4(H20)(gli)] + H;O" (16b)
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Figura 43 — Variacao do pH durante a primeira etapa da reacdo do Ru,-act (0,7
mmol L) e gli (35 mmol L™") em agua a temperatura ambiente

4.3.2. Reacao do Ru,-act com Cisteina

Em contraste com a glicina, a reacdo do [Ruz(O2CCHa3)4(H20),]" com o
aminodcido cisteina apresenta trés etapas de cinética muito rapida. Na primeira
(Figura 44), que ocorre em até 1 s, pode-se observar a formacédo de duas novas
bandas (350 e 470 nm). Ja na segunda etapa (Figura 45), que ocorre durante o
intervalo de 1 e 30 s, a banda de 470 nm é levemente deslocada para niveis de
maior energia, a0 mesmo tempo que, um leve aumento na intensidade da banda

em 350 nm € também observado. Por fim, na terceira etapa (Figura 46),



-03-

registrada para o intervalo de 40-500 s, ocorre a redugédo da banda em 470 nm

acompanhada de um ponto isosbéstico em 450 nm.

350 nm

abs (350 nm)

abs

T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 44 — Espectros eletronicos do Ruy-act (0,2 mmol L") em tamp&o acetato
pH 5,0 (25 °C) ap6s a adicéo de excesso de cisteina (2 mmol L™) para o periodo
de até 1 s de reacdo. Insercao: curva cinética em A = 354 nm
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Figura 45 — Espectros eletronicos do Ruy-act (0,2 mmol L™) em tampé&o acetato
pH 5,0 (25 °C) ap6s a adicéo de excesso de cisteina (2 mmol L™) para o periodo
entre 1 e 30 s de reacdo. Insercdo: curva cinética em A = 460 nm
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Figura 46 — Espectros eletronicos do Ruy-act (0,2 mmol L) em tamp&o acetato
pH 5,0 (25 °C) apo6s a adicéo de excesso de cisteina (2 mmol L™) para o periodo
entre 40 e 500 s de reacao. Insercao: curva cinética em A = 485 nm

A cinética das duas primeiras etapas foi investigada pela técnica de
stopped-flow usando condi¢cbes de pseudo-primeira ordem, ou seja, com excesso
de pelo menos dez vezes de cisteina em relacdo a concentracdo do complexo.

Para a primeira etapa, as constantes de velocidade observada (Kops)
foram determinadas para diferentes raz6es molares de [Ruy]:[cis], ajustando 0s
pontos da curva cinética (A = 354 nm) a uma equacao dupla de crescimento
exponencial, conforme pode ser observado na Figura 47, indicando também uma

dependéncia linear em funcdo da concentracédo da cisteina (Figura 48).
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Figura 47 — Curvas cinéticas (A = 354 nm) registradas para a primeira etapa da
reacdo do Ruzract (0,1 mmol L™) com diferentes concentracdes de cis (10°C e pH5,0)
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Figura 48 — Curva kqps em fungcdo da concentracéo de [cis] para a reagdo com
Ruy-act (0,1 mmol L) (A = 354 nm, pH 5,0 e 10 °C)

A pequena variagao de absorbancia total em fungdo da concentracao
de cis (Figura 47) e os dados cinéticos (Figura 48) sugerem uma reacdo quase
irreversivel representada pela lei de velocidade expressa na equacdo (17). Os

valores das constantes de velocidades foram calculados a 10 °C a partir do
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coeficiente angular (k; = (6,5 + 0,1) x 10° L mol™ s™) e coeficiente linear (k4 = 0,5
+ 0,3 s™) da reta (Figura 48). O elevado valor obtido para a constante de equilibrio
(K1 = ka/ks = (1,3 £ 0,5) x 10* L mol™), desta primeira etapa da reacéo, sugere que

se trata de um mecanismo praticamente irreversivel.

kobs - kl[CiS] + k—l (17)

Por outro lado, as curvas cinéticas registradas para a segunda etapa
da reacao (Figura 49) sugerem claramente um equilibrio ndo favoravel devido ao
significativo aumento da absorbancia final, & medida que a concentracdo da
cisteina € elevada. Os valores de Kkops, para esta segunda etapa da reagéo, foram
determinados a partir do ajuste dos pontos das curvas cinéticas em A = 460 nm, a
uma equacado dupla de crescimento exponencial, sendo que os valores utilizados

foram os referentes ao segundo tempo da equacao.
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Figura 49 — Curvas cinéticas (A = 460 nm) registradas para a segunda etapa da
reacdo do Ruyact(0,1 mmol L) com diferentes concentracées de cis (25°C e pH5,0)

Surpreendentemente, os valores Kkgy,s para esta segunda etapa
apresentaram uma dependéncia quadratica em funcdo da concentracdo da

cisteina, e os dados experiementais puderam ser ajustados a lei de velocidade
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expressa na equacao (18). A partir do coeficiente angular e linear da equagéo da
reta (Figura 50b) foi possivel calcular as constantes de velocidades da reacao
direta (kon = (4,63 + 0.05) x 10% L? mol? s®) e inversa (ko (8,92 + 0,01) x 102 s,
respectivamente, concluindo-se que esta segunda etapa da reacdo é
significativamente mais lenta que a primeira, até mesmo usando-se temperaturas

elevadas.

kobs = kon[CiS]2 + koff (18)

Equation y=a+b'%
Adj. R-Square 0.9981

Value Standard Error
0,054 0.05 - ~ | Intercept 0.08926 7 48091E-4
: - | Slope 463 48475 476802

w04+ 000 : : . :
0000 0003 0006 0009 0012 0015 0018 002 0,0000 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004

[eys] (mollL) feys]” (mol® L)

Figura 50 — Curva kqs em funcéo da concentracdo de cis para a reacdo com Rug-
act (0,1 mmol L) (A = 460 nm, pH 5,0 e 25 °C)

Uma analise global dos resultados indica a primeira etapa pode ser
atribuida a substituicdo axial de uma molécula de agua no complexo diaqua-Ru;
por uma molécula de cisteina; e que a segunda reacdo pode estar associada a
substituicdo da segunda molécula de agua. Sendo assim, foi possivel propor o
seguinte mecanismo de reacéao, representado pelas equacdes (19) e (20), onde
Hcis = HS-CH,-CH(NH3")-COO..

K1
[Ru2(02CCH3)a(H20)2]" + Heis —— [Ruz(02CCHa)a(H20)(Hcis)]” + H,O  (19a)
K-1

apid
[Ru2(02CCH3)4(H20)(Hcis)]" + H,0 rai)"" [Ru2(02CCHs)4(H20)(cis)] + HsO" (19b)
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k
[Ruz(O,CCHj3)4(H20)(cis)] + Hcis é [Ruz(CH3COO)4(cis),] + H30+ (20)
K2

A lei de velocidade para a segunda etapa, baseada na formacdo do

intermediario 1:1 da primeira etapa, esta representada na equacéao (21).

Kk, [cisT? + Kk,
obs k_, +k,[cis]

(21)

No entanto, se for considerado que kj[cis] << k,, a equacdo acima pode ser
simplificada na equacéo (22) permitindo a substituicdo do ko, € ko da lei de

velocidade observada, equacao (18).
K,pe = KK, [Cis]? +k_, (22)

Sendo assim, Kiko = kon = (4,63 + 0.05) x 10 L mol? s?, e 0 ko = ki = (8,92 +
0,01) x 102 s™.

O aminoécido cisteina € um ligante que possui trés possiveis sitios de
ligacdo com complexos metalicos, o grupamento carboxilato, o amino e o tiol.
Este ultimo, embora esteja totalmente protonado (pK, = 8,0) nas condicbes
experimentais utilizadas, os resultados cinéticos sugerem que a rapida reagéo
entre a cisteina e Ru,-act esteja relacionada a este grupamento, uma vez que ele
apresenta um forte poder coordenante. No entanto, da mesma forma que ocorre
com a glicina, acredita-se que em um primeiro momento, a coordenagdo da
cisteina ao centro metdlico, ocorra através do grupamento carboxilato seguida do
abaixamento do pKj, do tiol, possibilitando uma rapida reorganizacéo estrutural e a
sua coordenacao ao ruténio. Desta forma, é possivel justificar o aparecimento das

novas absorcdes no espectro eletrénico, com o perfil diferente do da glicina.

4.3.3. Reacdao do Ruz-act com Triptofano
A reacdo do [Ruy(O,CCHs)4(H20),]" com o aminoacido trp foi
acompanhada espectroscopicamente em funcéo do tempo (25 °C e pH 5,0), e os

estudos indicaram duas etapas de reacdo, ambas com cinéticas lentas. A primeira
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ocorre em um periodo aproximado de 1 h (Figura 51), sendo observado o
surgimento de um ombro (345 nm) e duas bandas (450 e 540 nm). Ja na segunda
etapa, € observada uma reducdo gradual nas intensidades dessas absorcbes
(durante o tempo investigado, 22h, a reacdo nao tinha atingido a estabilidade),
sugerindo uma lenta decomposicao de todas as espécies presentes (dados ndo
apresentados).

Na Figura 52 pode ser observado a deconvolucdo do ultimo espectro
registrado para a primeira etapa. Os célculos indicaram a presenca de uma banda
em 422 nm sugerindo que parte do complexo precursor ainda esta presente no
meio reacional, e a presenca das bandas (465, 538 e 630 nm) podem ser
relacionadas ao produto formado. Esse mesmo perfil foi encontrado na reacao

com a glicina (Figura 41).
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Figura 51 — Espectros eletronicos do Ru-act (0,2 mmol L™!) em tamp&o acetato
pH 5,0 (25 °C) apds a adicédo de excesso de triptofano (10 mmol L™) para o
periodo aproximado em 1 h de reacdo. Insercdo: curva cinética em A = 525 nm.
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Figura 52 — Deconvoluc¢éo do ultimo espectro eletrbnico da primeira etapa da
reacao entre o Rus-act e trp, registrado na Figura 51 . Linha cheia = dado
experimental; Linhas tracejadas = dados calculados

A cinética da primeira etapa foi investigada através do monitoramento
da curva cinética da banda em 525 nm em diferentes razdes molares de
[Ruz]:[trp], em um espectrofotdbmetro UV-Vis usando uma cubeta do tipo Tandem.
As constantes de velocidades observadas (kops) foram determinadas ajustando os
pontos das curvas cinéticas a uma equacao simples de crescimento exponencial.

O aumento da absorbancia final em funcdo da concentracdo de trp
(Figura 53), e a curva linear de Kkqps (Figura 54) que néo passa pela origem dos
eixos sugerem que a reacao tende ao equilibrio, indicando uma reacéo reversivel.
O mecanismo proposto segue a lei de velocidade expressa pela equacéo (23), e a
partir de seu coeficiente angular e linear foi possivel calcular as constantes de
velocidades para a reacéo direta (k; = (4,9 + 0,2) x 102 mol* Ls?) e inversa (k4 =
(3,4 + 0,2) x 10* s™), respectivamente. A constante de equilibrio cinético (K)

entre as duas reacdes também pode ser calculada (Ky=kyki= 144 + 14 mol™ L).

Kops = Ky [trp] + Kk, (23)
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Figura 53 — Curvas cinéticas (A = 525 nm) registradas para a reacdo entre o Ru,-
act (0,2 mmol L) com diferentes concentra¢des de trp em 25 °C e pH 5,0
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Figura 54 — Curva kqns em funcéo da concentracdo de [trp] para a rea¢do com
Ruy-act (0,2 mmol L™) (A = 525 nm, pH 5,0 e 25 °C)

Baseado em todos esses resultados relatados acima, foi possivel
propor que a primeira etapa da reacdo, que apresenta uma cinética lenta com
reacdo reversivel, esta relacionada a substituicdo de uma das moléculas de agua

coordenada axialmente por uma molécula de triptofano; e que na segunda etapa,
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muito mais lenta que a anterior, esta relacionada a decomposi¢cdo das espécies
presentes no meio reacional.

O aminoacido trp, além de possuir o0s mesmos sitios de coordenacgéao
da glicina, possui o grupamento indol que apresenta um atomo de nitrogénio
aromatico permitido a sua coordenacdo a diferentes metais [209]. No entanto,
acredita-se que em um primeiro momento, a coordenacdo do trp ao centro
dimetélico tenha ocorrido via carboxilato, equagdo (24a) onde Htrp = "HsN-
C2H4(CgHsNH)-COO'. E que apds sua coordenacgdo, reacdes intramoleculares
podem ocorrer alterando o modo de coordenacdo para o grupamento indol ou
amino, equacao (24b), justificando o aparecimento das novas bandas da regiao
do visivel. Esta hipétese esta fundamenta nos resultados cinéticos que sao muito

semelhantes aos observados com a glicina.

K1
[RUz(OzCCH3)4(H20)2]+ + Htrp : [RUz(OzCCH3)4(H20)(H'[I'p)]+ + H,O (248.)
K1

rapida
[Ru2(02CCH3)a(H20)(Htrp)]" + HoO  ——  [Rux(O2CCHa)4(H-0)(trp)] + HsO" (24b)

4.3.4. Reacao do Ru,-act com Histidina

A reagdo do [Ruy(O2CCHai)4(H20),]" com o aminoacido his foi
inicialmente investigada em um equipamento de stopped-flow acoplado a um
detector de leitura rapida (rapid-scan) o qual possibilitou 0 acompanhamento das
alteracOes espectrais em funcéo do tempo (Figura 55).

No decorrer desta reacdo foi possivel acompanhar significativas
alteracOes espectrais: i) a formacédo de duas novas bandas na regidao de 350 e
545 nm; ii) a formacdo de um ombro na regido de 475 nm; iii) a reducdo da
principal banda do visivel do complexo precursor (425 nm); iv) a formacao de
pontos “isosbéstico” (~410 e ~450 nm) mesmo que ndo muito bem definidos; e v)
um periodo de indugdo de aproximadamente 10 s que é observado na curva
cinética de 545 nm (Figura 56).
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Figura 55 — Espectros eletronicos do Ru,-act (0,2 mmol L) em tampé&o acetato pH
5,0 (25 °C) apods a adicéo de excesso de his (8 mmol L™) para o periodo de até 300s
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Figura 56 — Curvas cinéticas (350 e 545 nm) para a rea¢ao de Ruz-act (0,2 mmol
L™) com his (8 mmol L) em tampé&o acetato pH 5,0 (25 °C)

Sabe-se que a presenca de periodos de inducdo em uma curva
cinética, e pontos isosbésticos ndo bem definidos em espectros eletronicos, séo
indicativos de que mais de uma reacdo pode estar ocorrendo durante a mesma

escala de tempo. Neste sentido, resolveu-se investigar o comportamento dos
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espectros eletrénicos durante apenas os 10 s da reagdo, o qual se refere ao

periodo de inducéo (Figura 57).
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Figura 57 — Espectros eletrénicos do Ru,-act (0,2 mmol L™) em tampé&o acetato
pH 5,0 (25 °C) apés a adicdo de excesso de his (8 mmol L™) para o periodo de
até 10s

Surpreendentemente, verificou-se a formagdo de dois pontos
isosbésticos (413 e 417 nm) muitos claros e bem definidos, confirmado assim o
equilibrio das espécies presentes. Observa-se também que durante este periodo
inicial da reacdo, a nova banda em 350 nm ja estad praticamente formada,
enquanto que a outra banda em 545 nm ainda estava se formando lentamente.
Sendo assim, a cinética da primeira etapa — reacédo rapida de formagédo da banda
em 350 nm — foi investigada com diferentes raz6es molares (Ru,-act:his) em um
equipamento de stopped-flow, enquanto que para a segunda etapa — reacdo lenta
de formagdo da banda em 545 nm - foi investigada com as mesmas razdes
molares porém usando um espectrometro UV-Vis com cubeta do tipo Tandem. As
constantes de velocidades observadas (kops), para os dois casos, foram
determinadas ajustando os pontos das curvas cinéticas a uma funcdo dupla de
crescimento exponencial com a finalidade de separar as duas etapas das

reacoes.
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A curva de kqps em fungcéo da concentracao de histidina, obtida para a
primeira etapa observada (Figura 58), mostrou uma dependéncia quadratica com
um intercepto muito pequeno. Aplicando a lei de velocidade expressa na equacao
(25), foi possivel calcular as constantes de velocidade para a reacao direta, ko, =
(2,5 + 0.1) x 10° L? mol? s™, e inversa, kot = (2,86 + 0,01) x 10™* s™* a partir do
coeficiente angular e linear da equacéo da reta de koys em funcdo de [his]?,

respectivamente (Figura 58B).
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Figura 58 — Curva kqns em funcéo da concentracéo de his para a reacao rapida
com Ru-act (0,2 mmol L™) (A = 350 nm, pH 5,0 e 25 °C)

kobs = kon[his]2 + kof‘f (25)

A deconvolucédo do espectro eletrénico registrado apos 10 s da reacéo
(primeira etapa observada) (Figura 59) indicou a presenca das mesmas bandas
que sdo observadas para as reacdes entre os aminoacidos glicina e triptofano,
porém com pequeno deslocamento em seu comprimento de onda. Apesar da
significativa reducdo da banda de 422 nm, os calculos da deconvolucéo indicaram
que ela ainda esta presente no meio reacional, sugerindo que a espécie diagua-

Ru; ainda esté presente em solucgao.
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Figura 59 — Deconvolucéo do espectro eletrdnico para a reacao entre o Ruy-act e
his ap6s 10 s da reagdo. Linha cheia = dado experimental; Linhas tracejadas =
dados calculados

O aminoacido his tem trés possiveis sitios de ligacdo a metais, 0
grupamento acido carboxilico, o amino, e o anel imidazol. Uma vez que este
altimo apresenta um forte carater nucleofilico, o grupamento imidazol é
provavelmente o principal sitio de coordenacao ao ruténio. Além disso, 0 seu pK,
(Tabela 9) estd bem proximo das condi¢cdes empregadas e portanto praticamente
desprotonado. Sendo assim, acredita-se que esta primeira etapa, mais rapida,
pode ser atribuida a substituicdo das duas moléculas de agua coordenada por
duas moléculas de histidina via anel imidazol. O mecanismo dessas duas
reacdes, (26) e (27), onde his = (H3N,C3)-CH,-CH(NH3")-COO", pode ser expresso
em termos da lei de velocidade (28), e portanto os valores de ko, € kot da equacéo
(25), podem ser substituidos respectivamente por K;k, e k., na equacgéao (28).

Ky

[RUz(OzCCH3)4(H20)z]+ + his : [RU2(02CCH3)4(H20)(hiS)]+ + H,O (26)
k-1

k
[RU2(02CCH3)4(H20)(h|5)]+ + his :2 [RU2(02CCH3)4(hiS)2]++ H,O (27)
K2
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kobs = Klkz [hIS]2 + k—2 (28)

O estudo cinético da segunda etapa observada (rea¢do lenta) mostrou
gue a absorbancia final da banda em 545 nm diminui de intensidade a medida
gue a concentracdo da histidina € elevada (Figura 60) ao mesmo tempo em que 0
Kobs @umenta linearmente (Figura 61), possibilitando o calculo da constante de
velocidade, ks = 4,7 £ 0,1 L™ mol™ s™, a partir do coeficiente angular da equacéo
(29). Essa etapa da reacdo pode ser atribuida a uma etapa subsequente de
decomposicdo a qual um grupamento acetato pode estar sendo substituido por

uma molécula de histidina.

kobs = k3[h|S] (29)
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Figura 60 — Curvas cinéticas (A = 545 nm) registradas para a reacao rapida entre
0 Ruy-act (0,2 mmol L) com diferentes concentracées de his em 25 °C e pH 5,0
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Figura 61 - Curva kops em funcéo da concentracdo de his para a reacéo lenta com

Ruy-act (0,2 mmol L™) (A = 545 nm, pH 5,0 e 25 °C)

4.3.5. Sinopse dos Estudos de Interagdo com os Aminoacidos

A Tabela 10 traz um resumo dos resultados cinéticos obtidos para a

reacdo do Ru,-act com os quatro aminoacidos estudados.

Tabela 10 — Dados cinéticos para a reacdo de substituicdo do Ruy-act com

diferentes amino&cidos em tamp&o acetato (20 mmol L™) em pH 5,0.

Constante de Velocidade /

Aminoacido Lei da Velocidade Constante de Equilibrio
_ . ki =(1,95+0,09) x 10? L mol*s*
e [¢]
Glicina Ko = Kalgll + k1 (25°C) ky=(1,7+0,2) x 10* s
Ky = Kka/k 4 Ky=(1,1+0,2) x 10° L mol™*
_ k;=(4,9+0,2) x 102L mol*s™
- (o]
Triptofano Kavs = Kaltrp] + k1 (25 °C) ki=(34+0,2)x10*s™
Ki= Ki/ky K:=(1,4+0,1) x 10°L mol*
L ky=(6,5+0,1) x 10°L mol* s
Kops = ka[cis] + k1 (10 °C) k;=05+0,2s"
Cisteina K= ka/k, K.:=(1,3+0,5) x 10* L mol*
. Kik; = (4,6 £0,5) x 10° L> mol® s™
— 2 0 1R2
Kovs = Kako[CIS]" + k2 (25°C) | 72 9951 0.01) x 102 572
KiKz = Kiko/k KK, = (5,1 + 0,9) x 10% L* mol?
. Kk, = (2,5+0,1) x 10® L mol? s™
- 2 0 1R2
. Kovs = Kalo[NiS]" + k2 (25°C) ) "2 5 865 1 0,01) x 104 s
Histidina

K]_Kg = K]_kz/k.z

K.K, = (8,7 + 0,4) x 10° L mol™

Kobs = ks[his] (25 °C)

ks=4,7+0,1Lmol*s?
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A primeira etapa da reacao com a glicina e o triptofano apresentou uma
lei de velocidade com reacdes reversiveis, que puderam ser atribuidas a
substituicdo axial de uma molécula de agua do complexo precursor, por uma
molécula de seus respectivos aminoacidos. As constantes de velocidades e a
constante de equilibrio cinético para esses dois aminoacidos foram muito
proximas, e sugerem que, em ambos 0s casos, a coordenacdo do centro metalico
ao aminoacido, seja através do grupamento carboxilato seguida por uma rapida
reacao intramolecular de isomerizacdo, alterando o seu modo de coordenacao
para o grupamento amino e justificando o aparecimento da banda em ~ 540 nm. A
etapa seguinte, ndo investigada, pode estar relacionada a decomposicdo das
espécies formadas uma vez que uma lenta reducéo da intensidade das absorcfes
é observada.

Apesar do triptofano possuir o grupamento indol, os resultados
cinéticos ndo mostraram grandes evidéncias de que ele representa um fator
importante para alterar a cinética da reacdo. A velocidade da primeira etapa da
reacdo foi de apenas 2,5 vezes superior a velocidade da primeira etapa com o
aminoacido glicina.

A reagdo com a cisteina apresentou uma cinética muito mais rapida
(10° vezes) em relacdo & glicina, a qual pode ser justificada devido ao forte
carater nucleofilico do grupamento tiol presente neste aminoacido. A primeira
etapa desta reacdo apresentou uma lei de velocidade com reacdo quase
irreversivel que p6de ser atribuida a substituicdo de uma das moléculas de agua
do complexo por uma molécula da cisteina, coordenada via carboxilato e seguida
por uma reacao intramolecuar de isomerizacao alterando o modo de coordenacao
para o grupamento tiol. Ja a segunda etapa da reacao, apresentou uma lei de
velocidade com reacgéo reversivel e funcdo quadréatica em relacdo a concentracgéo,
que pode ser atribuida a substituicdo da segunda molécula de 4gua do complexo
que estd em equilibrio com a reacdo de substituicdo da primeira molécula de
agua.

Finalmente, o estudo cinético com a histidina, demonstrou que
diferentes reacfes em paralelo podem ocorrer na mesma escala de tempo nas
condicbes experimentais estudadas, provavelmente devido as diferentes formas

de equilibrio do anel imidazol. A primeira etapa observada, que apresenta uma lei
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de velocidade com dependéncia quadratica em funcdo da concentracdo, pdde ser
atribuida a substituicdo das duas moléculas de agua por moléculas de histidina
coordenadas pelo grupamento imidazol. A etapa seguinte pode estar relacionada
a decomposicdo/substituicdo de um ligante acetato por outra molécula de
histidina.

Com base em todos esses resultados, € possivel concluir que o
triptofano e a glicina apresentaram praticamente a mesma velocidade de reacéo,
e que o0s grupamentos imidazol e tiol, presentes na histidina e cisteina,
respectivamente, proporcionaram um significativo aumento na velocidade da
reacdo de substituicdo axial do complexo precursor. Desta forma, é possivel
presumir que esses aminoacidos apresentam a seguinte ordem crescente de
reatividade frente aos complexos tetracarboxilatos de dirutenio(ll,1): gli < trp <<
cis. A partir das contantes de equilibrio (K;K;) determinadas para a primeira e
segunda etapa das reacdes com a cisteina e histidina é possivel prever que a
reatividade do complexo frente a histidina é bem maior se comparada com a
cisteina, provavelmente devido ao forte carater nucleofilico do grupamento
imidazol além de estar praticamente desprotonado favorecendo a cinética da
reacdo. E importante mencionar também, que em todos o0s casos, uma
quantidade significativa da espécie de partida, diagua-Ru,, ainda pode estar

presente no meio reacional.

4.4, Estudos de Interagcdo com Agentes Redutores: Cinética, Mecanismo e
Parametros de Ativacao

Outro aspecto importante que deve ser investigado no estudo de
potenciais metalofarmacos é a sua interacdo com 0s agentes redutores que sao
encontrados no organismo. Conforme ja foi relatado anteriomente estudos
demonstraram que a glutationa (GSH) e o acido ascérbico (H,A) sdo capazes de
reduzir eficazmente diferentes complexos de ruténio. Neste sentindo, resolveu-se
investigar a interacdo do complexo Ruj-act na presenca desses agentes
redutores. Na Tabela 11 encontram-se os valores de pK, para esses dois agentes

redutores.
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Tabela 11 — Valores dos pK, dos agentes redutores [174,175]

Agente Redutor pPKa

_ Glutationa 2,1 (COOH) 3,4 (COOH) 8,6 (SH) 9,4 (NH3")
Acido Ascorbico 4,2 (OHgnen) 11,6 (OH(anen)

4.4.1. Reacao do Ru,-act com Glutationa

A reacdo do [Ruy(O2CCHa)i(H.0);]" com a GSH apresentou um
comportamento bem semelhante ao da reacdo da cisteina. O monitoramento do
espectro eletrénico ao longo da reacao indicou que esta ocorre em pelo menos

duas etapas, com cinética muito rapida (Figuras 62 e 63).

0,40

0,35 4
0,30

\
0,25 4.

0,20 ™ §\\

abs

0,15 4%,
\
0,10 4\

0,05

T T T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 62 — Espectros eletronicos do Ruy-act (0,1 mmol L) em tamp&o acetato
pH 5,0 (10 °C) apds a adicéo de excesso de GSH (1mmol L™) para o periodo de
até 0,06 s de reacao. Insercao: curva cinética em A = 350 nm
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Figura 63 — Espectros eletronicos do Ruy-act (0,1 mmol L™) em tampé&o acetato
pH 5,0 (10 °C) apo6s a adicéo de excesso de GSH (1 mmol L™) para o periodo
entre 0,06 e 0,2 s da reacdo. Insercdo: curva cinética em A = 425 nm

Na primeira etapa da reacao (Figura 62) ocorre a formagcao de duas
novas absorc¢des, um ombro em ~ 350 nm e uma banda em ~ 490 nm, enquanto
que a banda de 425 nm sofre um pequeno aumento em sua intensidade. Ja na
segunda etapa (Figura 63), ocorre a reducdo das bandas em 425 e 490 nm, ao
mesmo tempo em que a intensidade do ombro de 350 nm continua aumentando,
dando origem a dois pontos isosbésticos (~ 400 e 550 nm).

A cinética desta reacado foi investigada usando a técnica de stopped-
flow em condicbes de pseudo-primeira ordem, com pelo menos, dez vezes de
excesso de glutationa em relacdo a concentracdo do complexo precursor em
tampao acetato (20 mmol L™), pH 5,0 e 10 °C.

Os valores de kqps em diferentes concentracdes de GSH foram obtidos
inicialmente para a curva cinética em 350 nm usando uma equacdo dupla de
crescimento exponencial (Figura 64). A partir da curva de Kkeps €m fungdo da
concentracdo de GSH (Figura 65) foi possivel determinar as constantes de
velocidade, k; = (2,27 £ 0,02) x 10* L mol* s e k; = 0,66 + 0,02 s, usando a
seguinte lei de velocidade (30) e a constante de equilibrio K; = ki/k; = (3,4 £ 0,1)

x 10* L mol™.



- 113-

Kops = K [GSH]+kK

0,7 5

abs (350 nm)

0,00

time (s)

(30)

Figura 64 — Curvas cinéticas (A = 350 nm) registradas para a reacao entre o Ru,-
act (0,2 mmol L™) com diferentes concentracdes de GSH em 10 °C e pH 5,0
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Figura 65 — Curva kqps em funcéo da concentracédo de [GSH] para a primeira

etapa da reacdo com Ru.-act (0,2 mmol L) (A = 350 nm, pH 5,0 e 10 °C)

O acompanhamento cinético para segunda etapa da reacédo também foi

investigado e os valores de kq,s foram obtidos a partir das curvas cinéticas em 425
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nm usando uma equacao dupla de decrescimento exponencial (Figura 66). A
curva de kops €m funcdo da concentracdo GSH (Figura 67) mostra uma tipica
curva de saturacédo cinética, ou seja, um valor limite de kops € obtido quando altas
concentracbes de GSH sao empregadas. Os dados cinéticos foram entéo
determinados ajustando os pontos desta curva a uma equagao nao linear que
corresponde a lei de velocidade expressa na equacdo (31), os dados obtidos
foram: Ky = (2,0 + 0,6) x 10°L mol* e k, =62 + 3 s%.

_ kK [GSH]

" 14+ K [GSH] (31)

0,22 - (GSH]
2 mM
3 mM
4 mM
5mM
6 mM
7 mM
8 mM
9 mM
10 mM
25 mM
50 mM

0,20

R RERE

0,18

0,164 ¢
0,14

0,12

abs (425 nm)

0,10

© X & ® ¢ v A 4 » o

0,08

0,06

0,04 —ftr r 1 r - 11t 11T 11
0,00 0,05 0,0 0,5 020 025 030 0,35 040 045 0,50
tempo (s)

Figura 66 — Curvas cinéticas (A = 425 nm) registradas para a reacao entre o Ru-
act (0,2 mmol L") com diferentes concentracdes de GSH em 10 °C e pH 5,0
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Figura 67 — Curva kqps em fungcéo da concentracédo de [GSH] para a segunda
etapa da reacdo com Ru.-act (0,2 mmol L) (A = 425 nm, pH 5,0 e 10 °C)

A molécula de GSH é um ligante polidentado, ou seja, possui diferentes
sitios para coordenacdo a metais (Figura 6). Nas condi¢cdes experimentais
utiizadas (pH 5,0) os dois grupamentos &cidos da GSH encontram-se
desprotonados (Tabela 11) e portanto disponiveis para uma possivel substituicdo
com as moléculas de 4gua coordenadas axialmente no complexo.

Assim, como ocorre com a cis, acredita-se que, nesta primeira etapa da
reacdo com a GSH, a coordenacdo seja feita primeiramente via carboxilato,
seguida de uma rapida reorganizacdo estrutural, alterando o modo de
coordenacdo para o grupamento tiol. Os resultados obtidos indicaram que a
cinética da primeira etapa possui a mesma lei de velocidade que a reacdo com a
cisteina, e inclusive com constantes de velocidades com valores na mesma
ordem de grandeza. Ja, os resultados obtidos para a segunda etapa, sugerem
uma reacao intramolecular de transferéncia de elétrons, na qual o nucleo metélico
Ru,"* do complexo é reduzido a Ru,"" logo apds a sua coordenacdo com a
molécula de GSH.

As propostas de mecanismos para a primeira e segunda etapas
observadas estao representadas nas reacfes (32) e (33), onde GSH = "OCC-

CH(NH3")-CH,CH,C(0)-NH-CH,(CH,-SH)-C(O)-NH-CH,-COO".
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k1
[Ru,"(0,CCHa)a(H20)2]" + GSH " [Ru,'(0,CCHz3)4(H-0)(GSH)] + H,O (32a)
K1

rapida
[Ru,"(02CCH3)4(H20)(GSH)] + H20 — [Ru,'(0CCHU(HO)GS)] + HzO"  (32b)

k
[Rt"(O.CCH)A(H0)(GS)]” + H3O™ + € — RU,"(0,CCHa)a(H20)(GSH)] + H,0O (33)

Com base nos resultados apresentados para a segunda etapa, é
possivel concluir que com baixas concentracdes de glutationa, Kkgs €
aproximadamente equivalente a koK;[GSH] (porc¢éo linear da curva, Figura 67), e
que para altas concentracfes de glutationa, kops ~ k2 (por¢éo saturada da curva,
Figura 67).

Os parametros de ativacdo, entalpia (AH*) e entropia (AS*), para a
reacdo de Ru,-act e GSH foram determinados apenas para a primeira etapa da
reacdo, cuja lei de velocidade € uma equacdo linear. Para tanto, as curvas
cinéticas (. = 350 nm) para a reacdo entre Ruj-act (0,2 mmol L) e GSH (10
mmol L) em pH 5,0 foram investigadas em diferentes temperaturas (5-30 °C) e
os valores de kqps foram calculados a partir do ajuste a equagédo de crescimento
duplo exponencial.

Os parametros de ativacéo foram calculados de acordo com a equacgao

(34) que é conhecida como equagédo de Eyring [176].

o kh _ —AH’
keT T

*

RI + AS (34)

onde kg = constante de Boltzmann, h = constante de Planck, R = constante de gas

ideal, k = constante da velocidade de segunda ordem (k = Kops/[GSH]).

A entalpia de ativacdo (AH* = 61 + 1 kJ mol™) e a entropia de ativacéo
(AS* = +56 + 5 J K™ mol™) foram obtidas a partir do coeficiente angular e linear da

equacao da reta obtida na Figura 68, respectivamente.
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Figura 68 — Curva da dependéncia da temperatura (5-30 °C) (equacao de Eyring)
para a reacdo entre Ruyact (0,2 mmol L") e GSH (10 mmol L*) em pH 5,0 (A =350 nm)

O significativo valor positivo da entropia de ativagdo sugere que a
ligacdo de GSH ao Rus-act sofre um mecanismo dissociativo, ou seja, a reacéo &
controlada pela cinética que envolve a liberagdo da molécula de agua coordenada
axialmente ao complexo [177,178], no entanto, esse mecanismo nao pode ser
confirmado devido a impossibilidade de calcular o volume de ativacdo, pois a
velocidade da reacdo era muito rapida para a deteccdo no equipamento de
stopped-flow de altas pressfes. Por fim, acredita-se também que a reacdo de
transferéncia de elétrons, equacao (33), é conduzida através de um mecanismo
de esfera interna, uma vez que ela é precedida pela formagdo de um

intermediario [179].

4.4.2. Reac&o do Ru,-act com Acido Ascérbico

A reacdo do [Rux(O,CCHs3)4(H-0),]" (0,8 mmol L) com o H,A (8 mmol
L") foi realizada em tampdo acetato 20 mmol L (pH 5,0) em temperatura
controlada de 10 °C, e as mudancas espectrais (300-620 nm) foram acompanhas
em funcdo do tempo em um equipamento de stopped-flow com detector de leitura
rapida (rapid-scan). Os espectros eletronicos para esta reacdo (Figura 69)
indicaram uma reducdo e um deslocamento da banda do complexo, além da

formacdo de varios pontos isosbésticos, sugerindo equilibrio de espécies. Apoés
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esta rapida etapa da reacdo nado foi observada nenhuma alteracéo significativa

nos espectros eletrénicos para o periodo investigado (~ 2 h).

abs

T T T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 69 — Espectros eletronicos do Ruy-act (0,8 mmol L) em tamp&o acetato
pH 5,0 (10 °C) apods a adicdo de excesso de H.A (8 mmol L™) para o periodo
aproximado em 6 s de reacao. Insercao: curva cinética em A = 425 nm.

A reducdo do centro metélico (Ru.>* — Ru,™) no complexo precursor
pela GSH, equacao (33), ocorre ap0s a rapida reacao de substituicdo de uma
molécula de agua, equacdo (32). Uma reacdo similar poderia ocorrer com o
agente redutor H,A, ou seja, primeiramente ocorrendo a substituicdo de uma
molécula de &agua pela molécula de H,A e somente depois a reacdo de
transferéncia de elétrons (reducdo do centro metalico). No entanto, conforme
observado a partir dos espetros (Figura 69) e do perfil da curva cinética em 425
nm, as duas etapas desta reacdo podem estar ocorrendo na mesma escala de
tempo, impossibilitando o seu monitoramento individual.

Neste sentido, a cinética da primeira e segunda etapa foi investigada
usando a técnica de stopped-flow em condicbes de pseudo-primeira. Os valores
de kops para ambas as etapas foram determinados ajustando os pontos da curva
cinética em 425 nm a uma equacao dupla de decrescimento exponencial (Figura
70). A partir das curvas de kqs em funcéo da concentracao de H,A (Figura 71) foi

possivel determinar as constantes de velocidades para a primeira e segunda
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etapa, usando as seguintes leis de velocidades, equacdo (34) e (35),
respectivamente.
kobs = kl[H ZA] + k—l (35)
kobs = k2 Kl[H 2A] (36)
0,52
0,50
0,48 - [H,A]

abs (425 nm)
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Figura 70 — Curvas cinéticas (A = 425 nm) registradas para a reacao entre o Ru-
act (0,6 mmol L") com diferentes concentracées de H,A em 10 °C e pH 5,0
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Figura 71 — Curva de kqps em funcdo da concentracéo de [H,A] para a primeira e
segunda etapa da reacdo com Ruyact (0,6 mmol LY) (A = 425 nm, pH 5,0 e 10 °C)
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Com base nas leis de velocidades propostas acima, equacdes (35) e
(36), foi possivel calcular as constantes de velocidades para a reacéo direta na
primeira (k; = 384 + 4 L mol™* s?) e segunda etapa (k, = 137 + 2 L mol™* s) a
partir dos coeficientes angulares da equacao da reta (Figura 71), e também a
constante de velocidade para a reacao inversa da primeira etapa (k.. =1,0+0,1 s
1y a partir do coeficiente linear da equacao da reta (Figura 71).

Sabe-se que nas condi¢cdes experimentais usadas (pH 5,0) o ion
ascorbato (HA") € a principal espécie presente em solucdo (vide pK, na Tabela
11) e também um agente redutor mais forte que sua prépria forma protonada
(acido ascorbico) [57]. Com base nessas informacdes e nos dados cinéticos
obtidos acima, € possivel propor que a primeira etapa esteja relacionada a uma
reacdo quase irreversivel de substituicdo axial de uma molécula de agua no
complexo, por uma molécula de ascorbato (HA" = CgHgO,OHO"), reacdo (37).
Ap6s o réapido equilibrio desta reacéo de substituicdo (K; = kyki =38 x 10° L mol*)
acredita-se que a segunda etapa, reacao (38), esteja relacionada a transferéncia
de elétrons, ou seja, a reducdo do nicleo metélico Ru,”* para Ru,"", sendo que o
valor da constante de velocidade desta reacdo € controlada pelo equilibrio da

primeira etapa (k.K).

k
[RU,"(02CCH3)4(H20),]" + HA’ :l [Ruz"(02CCH3)4(H20)(HA)] +H,O  (37)
K1
K>
[Ru,"(0,CCHa3)4(H20)(HA)] + € — [Ru,"(0,CCH3)4(H-O)(HA)] (38)

Os dados cinéticos da reacdo entre Ru,-act (0,6 mmol L™) e H,A (30
mmol L) em pH 5,0, também foram investigados em funcéo da temperatura (5-35
°C), permitindo determinar os parametros de ativacdo a partir da equacao da reta
(Figura 72) usando a equacao de Eyring (34). Os valores obtidos para a entalpia
de ativagcdo e entropia de ativagdo, para a primeira e segunda etapa da reacao,

estdo apresentados na Tabela 12.
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Figura 72 — Curva de dependéncia da temperatura (5-35 °C) (equacao de Eyring)
para a reacdo entre Ruact (0,6 mmol L) e H,A (30mmol L) em pH 5,0 (A =425nm)

A influéncia da pressédo (10-130 MPa), sobre a cinética da reacao entre

Ruy-act (0,6 mmol L") e H,A (18 mmol L™) em pH 5,0, também foi investigada,

permitindo o célculo do volume de ativacdo (AV*) a partir do coeficiente angular

da equacéo da reta (Figura 73) obtida por RTInky,s em fungéo da pressao (P),
usando a equacao (39) [178,180]:

RT Ink,,,=—-AV'P (39)

onde, R = constante de gas de ideal, T = temperatura, e kops = constante de

velocidade observada. Os valores de volume de ativacdo (AV*) obtidos para a

primeira e segunda etapa da reagao estao apresentados na Tabela 12.
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Figura 73 — Curva de dependéncia da presséo (10-130 MPa) para a reacao entre
Ruy-act (0,6 mmol L) e H,A (18 mmol L) em pH 5,0 (A = 425 nm) e 5 °C

Tabela 12 - Parametros de ativacdo para a reacao entre [Rux(Ac)s(H20),]" e acido
ascorbico em pH 5,0

Parametros Primeira Etapa Segunda Etapa
AH* (kJ mol™) 80+1 84+1

AS* (J K* mol™) +89 + 3 +94 +5
AV* (cm® mol™) +6,5+0.2 +8,4+0.3

Os significativos valores positivos que foram obtidos para a entropia e
volume de ativagdo, na reacdo de substituicdo de ligante (primeira etapa),
sugerem um mecanismo dissociativo, ou seja, a coordenacdo do ascorbato ao
ndacleo metalico ocorre somente apos a formacao de uma espécie intermediaria,
ja sem a presenca da molécula de agua coordenada ao nucleo metélico. Este
mesmo mecanismo, também foi proposto para a reacdo de substituicdo com a
GSH. Por outro lado, os valores positivos para a entropia e volume de ativagao da
segunda etapa devem estar associados a reducao formal no nimero de oxidacao
do centro metélico de Ru,”* para Ru,**, acreditando causar um aumento no
volume parcial do complexo dimetéalico. Da mesma forma que ocorre com a GSH,
sugere-se que a reacdo de transferéncia de elétrons ocorra através de um
mecanismo de esfera interna, pois ela é precedida por uma reacdo de

substituicdo de ligantes.
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Sabendo-se que os complexos de tetracarboxilatos de diruténio(ll,ll1)
podem apresentar diferentes cromoforos em solucdo, os quais dependem do
solvente e da concentracdes de ions cloreto em solugcdo (e que ja foram
discutidos anteriormente nos estudos termodinamicos), resolveu-se investigar,
também, a influéncia dos ions cloreto sobre o mecanismo da reacdo de
transferéncia de elétrons do R,-act (1 mmol L") com o H,A (18 mmol L) em
tampao acetato de 20 mmol L™ e pH 5,0 com temperatura controlada em 10 °C.
As curvas cinéticas foram registradas em funcédo do tempo em A = 425 nm (dados
nao apresentados).

Conforme ja era esperado, os resultados indicaram que, com o
aumento da concentracao de ions cloreto na solu¢cdo do complexo Rus-act, ocorre
uma diminuicdo na velocidade da reacao com o H.A, ou seja, 0 valor de kqps para
esta reacdo diminui. A partir dos valores obtidos para a primeira e segunda etapa
da reacao, duas curvas de kqps €m funcdo da concentracdo de ions cloreto foram
construidas, sugerindo um tipico perfil de saturacéo cinética. Sendo que, para a
primeira (Figura 74) e segunda (Figura 75) etapa da reacdo, os pontos foram
ajustados as leis de velocidade, cujas equagOes nao-lineares estao representadas
em (40) e (41), respectivamente, e que foram baseadas a partir do mecanismo
proposto (Figura 76) que leva em consideracdo o equilibrio dos croméforos de
Ru,-act na presenca de ions cloreto. Os valores das constantes de velocidades e

constantes de equilibrio calculados estao apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 — Constantes de equilibrios e dados cinéticos obtidos para a reacdo
entre Ruz-act e H,A na presenca de ions cloreto de acordo com a proposta de
mecanismo representada na Figura 76.

Etapa da Reacao Observada Parametros (unid.) Valores
Primeira Etapa Keiay (L mol™) 155+ 1,4

ki (L mol™ s™) 542 + 8

ks (s™) 24+ 12
Segunda Etapa Keiy (L mol™) 17,6 +2.4

koKi (L mol™ s™) 149 + 4

ksKs (L mol™ s 2+5
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Figura 74 — Variagao do kqps para a primeira etapa da reacéo entre Ru,-act (0,6
mmol L™ e H,A (18 mmol L™) em pH 5,0 e 10 °C em funcéo da concentracéo de
NaCl (A = 425 nm)
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Figura 75 — Variagao do kqps para a segunda etapa da reagao entre Ru,-act (0,6
mmol L) e H,A (18 mmol L™) em pH 5,0 e 10 °C em func&o da concentragéo de
NaCl (A = 425 nm)
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kl + k3KCI(1) [CI]
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[Ru," (@ct)y(Cl)o]

Figura 76 — Mecanismo proposto para a reacao entre o Ru-act e H,A na
presenca de ions cloreto em pH 5,0

De acordo com o mecanismo proposto na Figura 76, a reacédo de
equilibrio entre os ligantes aqua/monocloro (Kci1)) no complexo precursor é
responsavel pelas duas etapas da reacéo entre o complexo e o ascorbato. Sendo
que a primeira etapa (substituicdo de ligantes) é controlada pelas constantes da
reacdo direta (k; e k3) e inversa (ki e kj), enquanto a segunda etapa
(transferéncia de elétrons), onde o nucleo metélico é reduzido de Ru,®" a Ru,*", é
controlada pelas constantes k; e k4. Os valores determinados para a constante de
equilibrio aqua/monocloro (Kcia)) € as constantes de velocidades (ki e kzKj)
(Tabela 13) estdo em concordancia com os valores obtidos anteriormente (item
4.2). Isto €, a constante de equilibrio K¢1) apresenta, praticamente, o mesmo
valor daquele calculado através dos estudos termodinamicos (Figura 29), e as
constantes de velocidades (k;, koK;) possuem a mesma ordem de grandeza
daquelas calculadas para a reacdo entre o complexo precursor e o0 &cido

ascorbico (Figura 71). Além disso, esses resultados suportam a idéia de que 0s
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ions cloreto praticamente bloqueiam a reagdo redox, ou seja, 0s ions ascorbato
nao competem com as altas concentracdes de ions cloreto presentes no dicloro-

complexo.

4.4.3. Sinopse dos Estudos de Interagdo com os Agentes Redutores
A Tabela 14 traz um resumo dos resultados cinéticos obtidos para a

reacdo do Ruj-act com os dois agentes redutores estudados.

Tabela 14 — Dados cinéticos para a reacdo de substituicdo de ligantes seguida da
reacao de transferéncia de elétrons do Ru,-act com diferentes agentes redutores
em tampa&o acetato (20 mmol L™) em pH 5,0 e temperatura de 10 °C

Agente

Lei da Velocidade Constante de Velocidade
Redutor

k; = (2,27 £0,02)x10*L moi*s?
k,=0,66+0,02s™
Glutationa K; = ky/k4 K.:=(3,4+0,1) x 10* L mol*
K; = (2,0 +0,6) x 10°L mol™
o = (ks [GSHI(L+K,[GSHD) (20 °C) 2 71292 0D)
_ k,=(3,8+0,4) x 10° L mol* s™
~ = (o]
Acido Kabs = KalH2A] + k4. (10°C) ki=1,0+0,1s*
Ascorbico  Ki=ki/k, K. =(3,8+0,4) x 10°L mol*
Kops = koK1[HoA] (10 °C) koKi = (1,4 £ 0,4) x 10* Lmoi's®
Ko =155+ 1,4 L mol*
Kobs = {(Ki+ksKc[CI])/(1+K4[CIHHA] < 2 11
A i o k;=(5,4+£0,8) x10°L mol”s
Acido (10 °C) ~ 4
o ks=24+12s
Ascorbico

Kog=17,6+2,4 L mol?
e Cloreto  Keps= {(koK1+ksKsK[CI)/(1+K[CMIHLA] | € , : _
(lbo oé() 2I\1 4IN\3 C|[ ]) ( C|[ ])}[ 2 ] kZKl = (1,5 + 0’4) xloZLmoI-lSl

k;K3=2+5Lmolts?

Kons = Ki[GSH]+k41 (10 °C)

A reacdo de transferéncia de elétron do complexo precursor na
presenca dos dois agentes redutores investigados é precedida por reagdes de
substituicOes de ligantes (primeira etapa).

Os resultados dos estudos cinéticos, para esta primeira etapa,
apresentaram uma lei de velocidade com reacdes reversiveis para ambos
agentes redutores. No entanto a reacao com a glutationa apresentou uma cinética
mais rapida (~ 90 vezes) em relacédo ao acido ascorbico, provavelmente devido ao
grupamento tiol da glutationa que favorece a coordenac&o ao nucleo metalico.

A segunda etapa, que envolve a reducdo do nucleo diruténio,
apresentou uma lei de velocidade que tende a saturagcdo quando altas
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7

concentracdes de glutationa sdo utlizadas, e que € linear quando baixas
concentracdes sdo empregadas. Ja a reacdo com o acido ascoérbico apresentou
uma cinética com lei de velocidade linear. Uma vez que a reacdo redox é
controlada pela reacdo de substituicao de ligantes, a sua cinética apresentou uma
velocidade mais rapida para a glutationa em relagéo ao acido ascérbico.

Foi possivel propor, também, um mecanismo para reacdo de
substituicdo de ligantes seguida pela reacdo de transferéncia de elétron na
presenca de ions cloreto e 0 &cido ascorbico. Os resultados indicaram que a lei
de velocidade, neste caso, é uma funcdo da concentracao de ions cloreto, e que a

velocidade da reacédo redox € muito mais lenta para o monocloro-complexo do

gue para o diaqua-complexo.

4.5. Estudos de Interacdo com a Proteina Albumina Humana (HSA)

A albumina é a proteina mais abundante do plasma sanguineo e,
conforme ja foi discutido, diferentes ions metalicos, incluindo o ruténio em seus
diversos estados de oxidacdo, podem interagir com essa proteina. A seguir séo
relatados os resultados obtidos sobre a interacdo da HSA com alguns dos
complexos estudados em nosso grupo, usando diferentes metodologias e

técnicas experimentais.

4.5.1. Espectroscopia Eletrénica de Absorcao no UV-Vis

A espectroscopia eletrbnica de absorcdo no UV-Vis é uma técnica
acessivel e de féacil utilizagdo que traz informagBes imediatas das possiveis
interacbes dos complexos com a HSA [181,182,183]. Usando esta técnica foi
possivel estudar a cinética da reagao e determinar a constante de ligagdo do Ru,-
act com a HSA. Estudos semelhantes ndo foram possiveis para os compostos de
diruténio(ll,Ill) complexados com os FAINESs, uma vez que oS mesmos nao sao
soliveis em meio aquoso.

A cinética da reacado do Ru,-act com a HSA foi monitorada a 25 °C em
tampéo acetato, pH 5,0 (Figura 77) e em tampao fisiolégico, pH 7,4 (Figura 78). A
partir do perfil desses espectros eletrénicos € possivel pressupor que a reacao
entre o Ruy-act e a HSA acontence em duas etapas: sendo a primeira reagéo

muito rapida e a segunda com uma cinética mais lenta. Esta hipOtese esta
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baseada no fato de que o registro do primeiro espectro eletrénico, logo apds o
inicio da reacéo, ja apresentou um perfil diferente daquele antes da mistura, além
disso, a curva cinética de 545 nm é melhor ajustada a uma equacao dupla de
crescimento exponencial, a qual possibilitou estimar as constantes de velocidades
observadas para a primeira e segunda etapa, respectivamente: em pH 5,0 (Kops =
3x10%°e5x107%s™), eem pH 7,4 (Kops = 3 x 102 e 4 x 103 s%).

0,9
0,8 1
0,7
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0,54

abs
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03"

Figura 77 — Espectros eletronicos do Ru,-act (0,4 mmol L™) apés a adicdo
equimolar de HSA (25 °C) em tampé&o acetato pH 5,0 para o periodo aproximado
de 3 h (espectros tracejados correspondem ao complexo e a HSA registrados
isoladamente, enquanto que o primeiro espectro de linha continua corresponde ao
espectro antes da mistura desses dois reagentes). Inser¢do: curva cinética em A =
545 nm



- 129-

abs

T T T T T T T T T T
0,4 - 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24

4 tempo (min)
034"
024

0,1

0,0
300

Figura 78 — Espectros eletrdnicos do Ruy-act (0,4 mmol L™) apés a adicdo
equimolar de HSA (25 °C) em tampao fisiolégico (pH 7,4) para o periodo
aproximado de 20 min (espectros tracejados correspondem ao complexo e a HSA
registrados isoladamente, enquanto que o primeiro espectro de linha continua
corresponde ao espectro antes da mistura desses dois reagentes). Insercao:
curva cinética em A = 545 nm

Algumas diferencas podem ser observadas para as duas condi¢cdes de
pH investigadas: (i) a banda em 545 nm apresentou uma intensidade maior em
pH 5,0; (i) a reacdo que ocorre com formacdo da banda em 545 nm foi
aproximadamente dez vezes mais rapida em pH 7,4 se comparada com a reagao
em pH 5,0; e (ii) em pH 7,4 pode-se observar a formacdo de dois pontos
isosbésticos muito bem definidos, em 418 e 480 nm, o0 que nao acontece em pH5,0.

Sabe-se, a partir de estudos prévios, que o Ruy-act é estavel em
tampdo acetato (pH 5,0) e que em tampao fisiolégico (pH 7,4) o complexo pode
apresentar diferentes cromdéforos devido ao excesso de ions cloreto ou a
presenca de outros ions coordenantes como o fosfato. Neste sentido, acredita-se
que: (i) a baixa intensidade da banda de 545 nm, para a reacdo em pH 7,4, esteja
relacionada a pequena concentracao do croméforo cationico,
[Ru(0,CCHs)4(H20),]*, uma vez que nas condicbes experimentais utilizadas, a
principal espécie presente € a neutra monossubstituida, [Ruz(O,CCHz3)4(H20)CI],
que por sua vez € menos reativa, aléem disso, sabe que ions cloreto pode ligar-se
a HSA modificando a sua carga global [184]; (ii) a reacdo de formacao da banda

em 545 nm apresentou uma cinética mais rapida em pH 7,4, uma vez que nessas
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condigbes, os sitios ativos da HSA estdo desprotonados e portanto mais
disponiveis para a reacdo com o complexo; (iii) o aparecimento dos pontos
isosbésticos, apenas na reacdo em pH 7,4, pode estar relacionado ao equilibrio
das espécies catidnicas e neutras do Ruz-act durante a reacdo com a HSA, ja que
neste pH a HSA apresenta elevada carga negativa [184].

Conforme ja discutido anteriormente, sdo poucos os trabalhos de
tetracarboxilatos de diruténio(ll,Ill) com foco em aplicacéo biologica, sendo assim
nao foi encontrado nenhum estudo cinético sobre a sua interacdo com proteinas,
porém alguns trabalhos com diferentes complexos de ruténio, incluindo o KP1019
(Figura 1) estéo disponiveis na literatura [79,80,185]. O diferente valor obtido para
a constante de velocidade observada (keps = 3,3 x 10 s™) para a reacéo do
KP1019 com a HSA pode ser justificado devido as diferentes condicbes
experimentais empregadas: eletroforese capilar, tampéo PBS (pH 7,4) e 37 °C
[185].

A Figura 79 mostra o0 acompanhamento do espectro eletrénico do
produto formado entre a HSA (0,4 mmol L) e o Ruy-act, em funcéo da variacdo
da concentracdo do complexo (0,4-1,2 mmol L™) apés 2 h de reacdo (37 °C) em
tampao fisiolégico (pH 7,4).
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— HSA + Ru_-act
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Figura 79 — Espectros eletronicos dos reagentes [HSA] = 0,4 mmol L™ e [Ru,-act]
= 0,4-1,2 mmol L™ e dos produtos [HSA-Ru-act] ap6s 2 h de reacéo (37°C) em
tampao fisiolégico pH 7,4
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Assumindo que existe apenas um tipo de interac&o entre o complexo e
a albumina, e que a reacado (42) entre eles possui uma estequiometria de 1:1, a

constante de ligacéo (Kp) pode ser representada de acordo com a equacéo (43).

K
[Ru2(02CCH3)a(H20)CI)] + [HSA] — [Ru2(02CCH3)a(H20)ClJe[HSA]  (42)

_ [Ru,(0,CCH;),(H,0)CI)Je[HSA]
" [Ru,(0,CCH;),(H,0)C][HSA]

(43)

A constante de ligacdo pode ser calculada usando regressao linear em
funcdo da variacdo de algum parametro espectrofotométrico [186]. Dentre o0s
varios modelos matematicos disponiveis na literatura, podem-se destacar a
equacéao de Benesi-Hildebrand (44) e a sua versao modificada (45), a equacao de
Scott (46), e a equacdo de Scatchard (47), que se aplica a espectroscopia

eletrénica.

- K. (44)
Aabs [S][L]gl-le [8]51;1
[S]+[L]:@_i (45)

abs Kb

[L] _ [L] 1

Aabs - [S]gj_-]_ " [S]ngb (46)
Aabs
m - _KbAabs +[S]g;|_~1Kb (47)

em que: Agps = Variacdo da absorbancia em algum comprimento de onda; [L] =
concentracao do ligante (complexo); [S] = concentragao do substrato (HSA); e €11
= absortividade molar do produto formado.

Sendo assim, a partir dos dados experimentais (valor da absorbéancia

em 545 nm de cada solucéo, Figura 79) e das equacoes apresentadas acima, foi
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possivel determinar a constante de ligacdo (Kp) e o valor da absortividade molar

(e1:1) do produto [Ruz-act/HSA] formado para uma estequiometria do tipo 1:1,

utilizando os coeficientes angulares e lineares das equacdes da reta mostrados

na Figura 80 (Tabela 15).
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Figura 80 — Equacdes de regresséo linear para a reacdo de HSA (0,4 mmol L) e
Ru,-act (0,4-1,2 mmol L™) em tamp&o fisiolégico (pH 7,4, 37°C, 2 h, A = 545 nm):
Benesi-Hildebrand (a); Benesi-Hildebrand modificada (b); Scott (c); e Scatchand (d)

Tabela 15 — Constantes de ligacdo (Kp), absortividades molares (g1.1) e indice de
correlacdo da equacéao da reta (R) para o produto Ruj-act/HSA usando diferentes

regressoes lineares

Ky (mol™ L) e(mol™ Lecm™?) R Equacao
(4,3+0,6) x 10° (1,5 +0,2) x 10* 0,993 (44)
(1,9 + 0,1) x 102 (1,0 +0,1) x 10* 0,973 (45)
(4,0 + 0,6) x 10? (1,6 + 0,2) x 10* 0,905 (46)
(4,1 £ 0,6) x 10° (1,5 +0,2) x 10* 0,895 (47)

Alguns trabalhos disponiveis na literatura relatam problemas que sao

observados quando a equacédo de Benesei-Hildebrand [187] é utilizada, como por
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exemplo, valores de coeficiente linear muito proximo de zero ou até mesmo
negativos, impossibilitando desta forma o célculo de Ky,. Para contornar esses
problemas, dois procedimentos podem ser empregados: o primeiro, que diz
respeito ao método experimental, baseia-se em usar concentracdo do ligante, [L],
pelo menos, dez vezes superior a concentracdo do substrato, [S]; o segundo
refere-se ao rearranjo desta equacgédo para calcular os valores de Ky e g1 de
forma independente, permitindo assim o uso de concentra¢cdes equimolares para
o ligante e o substrato [188,189,190]. Mesmo utilizando este segundo
procedimento, os valores de Kp e €;.1 aqui obtidos apresentaram resultados com a
mesma ordem de grandeza, sugerindo uma correlacédo entre as quatra equacdes
empregadas.

A constante K, também foi determinada para diferentes arenos
complexos de ruténio, sendo que os valores obtidos apresentaram a ordem de
grandeza de 10* mol™ L, sugerindo uma alta afinidade destes complexos pela
HSA [80,82,185,191]. Embora a constante Ky, obtida para o complexo Ru,-act
tenha sido menor que a desses complexos de ruténio, o valor da constante da
cisplatina (K, = 8,5 x 10° molt! L), determinada também pelo método
espectroscopico, apresentou a mesma ordem de grandeza [192].

Sendo assim, acredita-se que o valor obtido para o Ruj-act pode ser
mais interessante, uma vez que a afinidade de uma droga pela proteina HSA
deve ser elevada o suficiente para fazer com ela seja transportada ao longo de
todo o sistema circulatério, porém baixa o suficiente para permitir a sua liberacéo

as células-alvo [50].

4.5.2. Espectroscopia Eletrénica de Dicroismo Circular

O dicroismo circular (CD) € uma técnica espectroscépica que depende
da assimetria estrutural da molécula, e pode ser definida como a interacao entre a
diferenca de absorcao de luz polarizada a esquerda com a luz polarizada a direita
com uma molécula opticamente ativa, produzindo assim um espectro
caracteristico. Esta técnica € muito empregada no estudo de mudancgas
conformacionais, vizinhancas locais, e interacbes de ligantes com proteinas
[193,194].
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Os espectros obtidos na espectroscopia CD apresentam a unidade de
mdeg, a qual corresponde a sua unidade de dicroismo circular. Essa unidade
pode ser convertida em elipticidade molar (8), deg cm? dmol™, a qual leva em
consideracdo a concentragdo molar da proteina, o0 nimero de residuos de
aminodcidos (no caso da HSA = 585) e a distancia do caminho 6ptico da cubeta
utilizada no ensaio. Esta conversédo de unidades é necesséria para que seja feita
uma correta comparacdo entre as amostras, e neste caso, foi realizada
diretamente no software disponivel no proprio equipamento.

A estrutura secundaria da HSA, que é constituida predominantemente
por a-hélice (67%), B-folhas (23%) e uma porcao randdmica (10%), pode ser
caracterizada pelo espectro eletronico CD. A partir desse espectro, que possui
duas bandas negativas na regido do ultravioleta (~210 e 220 nm), € possivel
quantificar as modificagbes causadas na estrutura da proteina utilizando célculos
de deconvolucao espectral.

As alteragcdes causadas na estrutura secundaria HSA foram
investigadas para os complexos Rus-act, Ru,-ibp e Ru,-cet, e também para os
farmacos Hibp e Hcet.

Na Figura 81 estdo disponiveis 0s espectros eletrénicos CD da HSA
(1,5 x 10®° mol L") na presenca de diferentes concentracbes de Ruy-act (0,75 -
7,5x10™ mol L™) ap6és 24 h de reacdo (37 °C) em tampao fisiolégico (pH 7,4). De
um modo geral, pode-se observar que com o0 aumento da concentracdo do
complexo a solugcdo da HSA, a banda negativa (~210 nm) sofre uma pequena
reducdo em sua intensidade, sugerindo que o composto esta reagindo com a
proteina. Comportamento semelhante foi observado para a interagdo com o0s

outros complexos (Ruz-ibp e Ru,-cet) e farmacos isolados (Hibp e Hcet).
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Figura 81 — Espectros eletrénicos CD da HSA (1,5 x 10 mol L™) na presenca de
diferentes concentracdes de Ru,-act (0,75 - 7,5 x 10™ mol L™) apés o periodo de
incubacao (24 h, 37 °C).

A partir dos espectros CD da HSA foi possivel estimar o percentual
remanescente das contribuicdes das estruturas a-hélice, B-folhas e randémica da
HSA apbs o periodo de incubacdo com cada complexo estudado, para as
diferentes razbes molares. Os resultados estdo resumidos na Tabela 16 e de um
modo geral, pode-se notar que a porcentagem da o-hélice diminuiu e a
porcentagem da B-folha aumentou, a medida que maiores concentracdes do
complexo ou do farmaco foram utilizadas. No entanto, a parcela randémica da
proteina ficou praticamente inalterada em todas as razdes molares estudadas.
Nota-se, também, que ao se analisar a razdo molar de 1.5 para os trés
complexos, a deformagdo da HSA (diminuicdo da a-hélice) € menor para 0 Ru,-
act, sugerindo que a presenca dos farmacos nos outros dois complexos (Ru-ibp e
Ru,-cet) esteja contribuindo para a modificacdo na estrutura da proteina. Por fim,
€ possivel verificar que os farmacos isolados, também, proporcionaram

significativas deformacdes a proteina.
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Tabela 16 — Valor calculado dos percentuais das estruturas secundéarias da HSA
apos o periodo de incubacdo com diferentes complexos e farmacos

Razédo Molar Ru,-act
(HSA:Ruy) a-hélice p-folha randémica
1.0 59 % 7 % 34 %
1:0,5 58 % 8 % 34 %
1:1 58 % 8 % 33 %
1:2 56 % 10 % 34 %
1:3 50 % 17 % 33 %
14 51 % 17 % 32 %
1.5 50 % 18 % 32 %
Razdo Molar Ru,-ibp Ru,-cet
(HSA:Ruy) a-hélice  p-folha randomica o-hélice p-folha randomica
1.0 59 % 7% 34 % 59 % 7% 34 %
1:0,5 57 % 9% 34 % 58 % 8 % 34 %
1:1 57 % 9% 34 % 47 % 21 % 32 %
1:2 48 % 21 % 31% 47 % 21 % 32 %
1:3 48 % 21 % 31% 46 % 23 % 31%
1:4 46 % 22 % 32% 46 % 23 % 31 %
1.5 46 % 22 % 32 % 45 % 23 % 32 %
Razao Molar Hibp Hcet
(HSA:FAINE) a-hélice p-folha randémica g-hélice p-folha  randémica
1.0 59 % 8 % 33 % 59 % 8 % 33 %
1:1 58 % 8 % 34 % 58 % 8 % 34 %
1:2 57 % 9% 33 % 57 % 9 % 34 %
1:4 58 % 8 % 34 % 57 % 10 % 33 %
1:8 58 % 9% 33 % 51 % 16 % 33 %
1:12 53 % 14 % 33 % 47 % 21 % 32 %
1:16 52 % 16 % 32% 47 % 21 % 31 %
1:20 50 % 18 % 32% 45 % 23 % 32 %

Os resultados deste estudo estdo em concordancia com 0S outros
complexos de diruténio(ll,lll), incluindo o Ru,-ibp e também o metalofarmaco
cisplatina, que foram investigados em diferentes condicbes experimentais

(auséncia de incubacédo do complexo e temperatura ambiente) [47,48].

A faixa de 300-600 nm do espectro eletrbnico CD € uma importante
regido para monitorar o sitio de ligagdo VI da HSA (N-terminal) que apresenta a
sequéncia dos aminoacidos Asp-Ala-His. Esta regido do espectro sofre grandes
alteracbes quando ions metalicos, principalmente o cobre, se ligam a proteina
[195]. Experimentos exploratérios com a HSA (0,6 mmol L™) na presenca de

diferentes concentracdes de Ru.-act (0,12-1,2 mmol L™) foram realizados e
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nenhuma alteracédo significativa nesta regido do espectro (300-600 nm) foi
observada, sugerindo que a interacao dos complexos de diruténio(ll,lll) e a HSA

nao deve ocorrer através do sitio N-terminal.

4.5.3. Espectroscopia Eletronica de Fluorescéncia

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia € uma importante
ferramenta para o estudo de interacdo com proteinas. Em particular, a proteina
HSA, possui trés aminoacidos que absorvem fortemente na regido do UV e
emitem fluorescéncia: fenilalanina, tirosina e triptofano. A intensidade da
fluorescéncia pode ser descrita por uma variedade muito grande de processos,
sendo que a sua diminuicdo é chamada de supresséo da fluorescéncia. O perfil
da reducdo da fluorescéncia pode trazer evidéncias da regido em que tais
modificagdes ou interacdes estdo ocorrendo, possibilitando até mesmo prever o
mecanismo envolvido neste processo [196,197].

O residuo de triptofano é o mais frequentemente estudado entre os trés
fluoréforos da HSA, justamente por ele estar localizado em uma regidao que possui
caracteristicas hidrofébicas e hidrofilicas. Quando a HSA é excitada em 295 nm,
ocorre a emissdo da fluorescéncia em 340 nm devida apenas ao fluoroforo
triptofano, no entanto, quando a excitacdo é feita em 280 nm, a fluorescéncia
emitida em 330 nm é referente aos residuos de aminoacidos triptofano e tirosina
[198]. O unico residuo de triptofano da HSA esté localizado no sitio | (subdominio
[IA), enquanto que os residuos de tirosina estdo localizados ao longo dos trés
dominios da HSA [184].

Com a finalidade de investigar a influéncia desses dois residuos de
aminoacidos na interacdo dos complexos com a HSA investigou-se a supressao
da fluorescéncia utilizando os dois comprimentos de onda de excitacdo (280 e
295 nm). Os agentes supressores investigados foram os complexos Ruz-act, Rus-
ibp e Ru,-cet, e também os farmacos Hibp e Hcet.

Na Figura 82 sdo apresentados o0s espectros de emissdo de
fluorescéncia da HSA na presenca de diferentes concentragdes do complexo Rus-
cet para os dois comprimentos de onda. A partir desses espectros observa-se
claramente a reducdo da intensidade da fluorescéncia da HSA a medida que se

aumenta a concentracdo do Ru,-cet. Uma possivel explicacdo para a supressao
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da fluorescéncia € que, neste caso, o complexo torna o ambiente ao redor do
triptofano e/ou tirosina mais hidrofilico devido a sua possivel interacdo com a HSA
na regido hidrofobica proxima a esses aminoacidos [47]. Ainda é possivel
observar que o perfil dos espectros de emissao da HSA é diferente quando o
comprimento de onda de excitacdo é alterado. Isso jA era esperado, pois
conforme relatado, em 280 nm existe contribuicdo da emissdo de fluorescéncia
para os dois croméforos (triptofano e tirosina), enquanto que em 295 nm apenas o

cromoforo triptofano emite fluorescéncia [199].
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Figura 82 — Espectros de emissao de fluorescéncia da HSA em tampao fisioldgico
pH 7,4 (4,0x10° mol L™) na presenca do complexo Rus-cet (1,6 - 20x10° mol L™)
em diferentes razoes molares apés o periodo de incubacao (24 h, 37 °C) para:
(@) Lexc = 280 nm; (b) Aexc = 295 nm.

O mesmo perfil de supressdo da fluorescéncia da HSA também foi
observado na presenca dos complexos Rus-act e Ru,-ibp e do farmaco Hcet, com
excecdo do farmaco Hibp. Sabe-se que este farmaco também emite fluorescéncia
[200] e ndo se liga a HSA na regido onde o triptofano esta localizado [201]. O
Hibp liga-se ao sitio Il da HSA, regido do subdominio [lIA [202,203].

Embora o perfil dos espectros de emissao de fluorescéncia da HSA, na
presenca dos supressores estudados, seja diferente quando os dois
comprimentos de onda de excitagdo foram utilizados, as retas de F/F, versus
[supressor]/[[HSA] para os complexos Ru,-act (Figura 80a) e Ru,-ibp (Figura 80b)
sao coincidentes, indicando que esses compostos podem estar se ligando apenas
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na regido do triptofano, ja que nenhuma supressao adicional, por parte do
fluoréforo tirosina, foi observado. O mesmo ndo foi observado para o0s
supressores Ru,-cet (Figura 80c) e Hcet (Figura 80d), indicando que eles podem
também estar interagindo em outras regides da HSA, além daquela onde esta
localizado o triptofano [204].
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Figura 83 — Reta da intensidade de fluorescéncia (F/Fo) em funcdo da razao molar
(supressorfHSA) para dois Aem € Aex: RUz-act (a); Ruq-ibp (b); Rus,-cet (c); e Hcet (d).

Em geral, os principais processos de supressao de fluorescéncia séao
classificados em estatico e dinamico. Na supressdo dinamica, o supressor se
difunde até o fluoréforo durante o tempo de vida do seu estado excitado e em
contato com o fluoréforo retorna ao estado fundamental, sem emissao de foton.
No mecanismo estatico, ocorre a formacdo de uma espécie intermediaria que se
encontra no estado fundamental antes do fluoréforo ser excitado [205].

Os processos estatico e dinamico sdao muito bem descritos pela

equacao de Stern-Volmer (48):
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T 21K 5] = 1+ Koy 5] a8)
onde, Fo e F = intensidade de fluorescéncia na auséncia e presenca do supressor,
respectivamente; [S] = concentracdo do supressor; 1o = tempo de vida no estado
excitado do fluoroforo; ks = constante de velocidade de supressao biomolecular; e
Ksy = constante de Stern-Volmer, que € a constante relacionada ao processo
dinamico [196].

A partir dos dados experimentais € possivel construir uma curva da
intensidade de fluorescéncia (Fo/F), em um dado A, em func¢do da concentracao
do supressor (S). Se os pontos desta curva, se ajustarem a equacao linear de
Stern-Volmer € possivel determinar a Ksy a partir de seu coeficiente angular.

Na Figura 84 s&do apresentadas as retas de Fo/F em funcdo da
concentracdo de diferentes supressores (Ru,-act, Ruxibp e Ru,-cet) para os dois
comprimentos de onda de excitagdo. Pode-se observar que essas retas séo
ajustadas a equacdo de Stern-Volmer, sugerindo que um dos mecanismos
(dindmico ou estético) estdo envolvidos no processo de supressao da HSA [206].
Os valores das constantes de Stern-Volmer (Ksy), calculados a partir do
coeficiente angular, estdo resumidos na Tabela 17, assim como as constantes de
velocidade de supressao bimolecular (ks), calculadas levando em consideracao o

tempo de vida no estado excitado da HSA (to = 10 s) [204].
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Figura 84 — Curvas de Stern-Volmer da supresséo da fluorescéncia da HSA para
diferentes supressores para: (a) Aexc/Aem = 280/331L nm; e (b) Aexc/Aem = 295/339 nm
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Tabela 17 — Constantes de Stern-Volmer (Ksy) e constante de velocidade de
supressao bimolecular (ks)

Ksv ks (mOI_l L S_l)
Amostra 280 nm 295 nm 280 nm 295 nm
Ruyract (3,89 +£0,09) x 10  (3,9+0,1) x 10* 3,9 x 10% 4,0 x 10*
Ruxibp (2,93 +£0,07) x 10* (3,16 + 0,07) x 10* 2,9 x 10%? 3,2 x 10%?
Rus-cet (1,12 +0,04) x 10* (1,99 + 0,06) x 10* 1,1 x 10*? 2,0 x 10%?
Hcet (1,60 + 0,06) x 10* (1,19 + 0,05) x 10* 1,6 x 10%? 1,2 x 10*?

indice de correlagéo da equacao (R) > 0,998

Analisando os resultados apresentados na Tabela 17, observa-se
grande semelhanca nos valores de Ksy para os dois comprimentos de onda de
excitagcdo para 0os complexos Ruj-act e Rug-ibp, confirmando a hipétese de que
eles estdo interagindo apenas na regido onde esta localizado o residuo de
triptofano, uma vez que nao existem diferencas significativas na supressao
quando se leva em conta a tirosina. Ja para o complexo Ru,-cet observa-se um
valor de aproximadamente duas vezes maior na Ksy para 295 nm, sugerindo que
a regido onde esta localizado o triptofano € um pouco mais afetada que a regido
onde esté localizado o residuo de tirosina. Para o farmaco Hcet, a supressao da
fluorescéncia foi um pouco maior na excitagao feita em 280 nm, confirmando que
a interagdo deste farmaco ndo ocorre preferencialmente na regido onde esta
localizado o triptofano. Por fim, nota-se que a eficiéncia supressora foi mais
pronunciada para os complexos de Ruz-act e Ru,-ibp uma vez que as suas
constantes apresentaram valores maiores do que o do complexo Ru,-cet.

A caracteristica hidrofébica/hidrofilica dos complexos parece nao ser o
Gnico fator de contribuicdo para a interacdo dos mesmos com a HSA, pois
resultados preliminares sobre o coeficiente de particdo para os complexos
indicaram a seguinte ordem crescente de lipofilicidade: Ru,-act << Ru,-cet < Ru,-
ibp [207].

No presente trabalho, verificou-se que os valores obtidos para as
constantes de velocidade de supressdo bimolecular, ks, (Tabela 17), sdo bem
maiores do que o da propria constante de velocidade de difusdo da HSA (kg = 2,0
x 10 mol™ L s, T = 20 °C) [206]. Isso sugere que a supressdo da HSA nao é
iniciada por uma colisdo dindmica e sim pela formacdo de uma espécie
intermediaria [204,208].
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Assumindo entdo que supressédo da fluorescéncia da HSA se inicia por
um processo estatico, ou seja, pela formacédo de uma espécie intermediaria antes
do fluoréforo ser excitado, o equilibrio entre os reagentes (HSA e supressor) e 0o
produto (HSA:supressor) pode ser representado em funcdo da intensidade da

fluorescéncia de acordo com equacéo (49) [205]:

F,-F
log| —2
g( .

j =log K, +nlog[ S] (49)

onde, Fo e F sdo respectivamente, a intensidade de fluorescéncia na auséncia e
na presenca do supressor, K, € a constante de ligacdo aparente do supressor a
HSA, n € o nimero de potenciais sitios de ligacdo do supressor a HSA, e [S] a
concentracdo do supressor.

Com os dados experimentais obtidos construiu-se um gréfico de
log[(Fo-F)/F] em funcdo do log[S] (Figura 85) para os diferentes sistemas
(HSA:supressor) estudados e efetuou-se o calculo da constante de ligagdo entre o
supressor e HSA (Ky), a partir do coeficiente linear da equacédo da reta. O nimero
de sitios de ligacdo do supressor (n), também pdde ser calculado a partir do

coeficiente angular desta mesma equacéao da reta.
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Figura 85 — Equacéo logaritmica (49) da supressao da fluorescéncia da HSA na
presenca de diferentes agentes supressores para: (&) Aexc/Aem = 280/331 nm; e
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Pbdde-se observar, a partir dos resultados apresentados na Tabela 18,
que os valores das constantes de ligacao (Kp) para o Rus-act e Ru,-ibp, excitados
em 295 nm, apresentam praticamente a mesma ordem de grandeza, se
comparados com a excitacao feita em 280 nm. Esses resultados corroboram com
a hipétese de que os dois complexos estdo interagindo com a HSA em uma Unica
e mesma regido da HSA, ou seja, o sitio de ligacéo |, localizado no subdominio
[IA proximo ao residuo de triptofano. O valor de Ky, para o Ru,-cet € praticamente
cinco vezes maior em 295 nm se comparado com o 280 nm, sugerindo a sua
preferéncia pelo sitio de ligacdo |. Para o farmaco Hcet observa-se que K, é
aproximadamente duas vezes maior quando a excitacao é feita em 280 nm, o que
ja era de se esperar, pois sabe-se que este farmaco tem preferéncia por ligar-se
ao sitio Il (subdominio IlIA) da HSA, regido onde ndo esta localizado o Unico
aminoacido triptofano da HSA [202].

Tabela 18 — Constantes de ligacao (Ky), numero de sitios de ligacdo do supressor
(n) e indice de correlacdo da equacao da reta (R)
Ky (mol™ L) n R

280 nm 295 nm 280 nm 295nm 280nm 295 nm
Ruyact (5,0£0,2) x 10* (1,4+0,1)x10° 1,0+0,1 1,1+0,1 0,991 0,989
Ru,-bp  (2,440,1) x 10* (2,9+0,2) x 10* 1,0+0,1 1,0+0,1 0,988 0,989
Ru,-cet (1,6+0,1) x 10° (8,1+0,6) x 10° 0,8+0,1 09+01 0979 0,977

Hcet  (1,3#0,1) x 10° (5,6+0,5) x 10> 08+0,1 0,7+0,2 0979 0,967

Amostra

O numero de sitios de ligagdo (n), dos quatros supressores
investigados, a HSA (Tabela 18) foi proximo de 1, indicando a formagdo de um
possivel aduto intermediario com estequiometria 1:1 (supressor:HSA).

Estudos da supressdo de fluorescéncia da HSA também foram
realizados com diferentes complexos de diruténio(ll,lll), incluindo o Ruj-act e o
Ru,-ibp, por nosso grupo de pesquisa [47]. Na ocasido, o0s ensaios foram
realizados em temperatura ambiente e o comprimento de onda de excitagao
escolhido foi apenas o de 295 nm. Os valores de Ksy, obtidos para o Rus-act (5,8
x 10% mol™ L) e Ruy-ibp (1,4 x 10* mol™ L), estao préximos aos valores aqui
obtidos, assim como os seus respectivos valores de Ky, (6,3 x 10* e 2,0 x 10* mol™

L) e niamero de sitios de ligacdo (n) que também foi 1.
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4.6. Sinopse dos Estudos com as Moléculas Biol6gicas

Fundamentado em todos os resultados, ja apresentados e discutidos,
das interacdes dos complexos de Ruy(ll,Ill) com os diferentes aminoacidos e a
proteina albumina humana, foi possivel estabelecer algumas correlacbes e
resumir outras importantes conclusoes.

Os principios fundamentais da afinidade de biomoléculas por ions
metalicos sdo conhecidos desde o inicio do século passado. Esta afinidade
resulta em diferentes liga¢c6es quimicas, incluindo a coordenacao entre um ion
metalico quelatado e certos residuos de aminoacidos presentes nas proteinas,
tais como imidazol da histidina, tiol da cisteina, e indol do triptofano, os quais
doam elétrons para o ion metalico, atuando como base de Lewis [209].

O par de elétrons presente no nitrogénio do anel imidazol da histidina,
e 0 grupamento tiol da cisteina, podem ser os principais contribuintes na interacéo
da proteina HSA com os complexos tetracarboxilatos de diruténio(ll,lll). Apesar do
grupamento indol do triptofano ser considerado um possivel ligante a complexos
metalicos, os resultados cinéticos da sua reacdo com 0 complexo precursor
sugerem que este grupamento ndo apresentou um papel importante na
velocidade da reagéo.

A HSA possui 35 residuos de cisteina, sendo que apenas um deles
(Cis34) possui 0 grupamento tiol disponivel para a coordenacdo com diferentes
espécies, pois todos 0s outros sdo responsaveis pelas ligacdes de sulfeto que
ocorrem na estrutura tercinaria da proteina. O residuo Cis34 esta localizado na
regido do sitio V (subdominio IA) [64].

Os espectros eletronicos do produto formado (Ru,:HSA) apresentaram
absorcbes na mesma regido que o0s espectros dos complexos com o0s
aminoacidos, principalmente com a histidina e cisteina, sugerindo que suas
interacdes com a HSA estéo ocorrendo através da coordenagdo com os residuos
de aminoacidos. No entato, apenas com esses resultados ndo é possivel
assegurar e garantir que a estrutura em “gaiola” do complexo esta mantida e que
a coordenacdo com os aminoacidos ou HSA seja apenas através de reacOes de
substituicdo dos ligantes axiais do complexo. Possiveis interagfes hidrofébicas,

entre o complexo e a HSA, também devem ser levadas em consideracgao.
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Os resultados da supressdao da fluorescéncia indicaram que as
interacbes dos complexos ocorrem preferencialmente em regido proxima ao
residuo de triptofano, ou seja, no sitio | (subdominio 1lA). Adicionalmente, os
resultados de dicroismo circular sugeriram que essas interacbes nao ocorrem
através do sitio VI (N-terminal).

Por fim, concluiu-se que a interagcdo dos complexos diruténio(ll,I1) com
a proteina albumina pode estar ocorrendo preferencialmente através de ligacbes
de coordenagdo com os aminoacidos histidina e cisteina que estao localizados
nos sitios | e V da HSA. Esses dois sitios estao geometricamente préximos um
dos outros (subdominio IIA e IA) e sdo neles que se encontram o0s dois

importantes aminoacidos, Trp214 e Cis34.

4.7. Estudos de Interagcdo com Ciclodextrinas

O principal método para se obter compostos de inclusdo com
ciclodextrinas é através de procedimentos em solucdo, onde 0s reagentes sao
totalmente dissolvidos em agua, misturados e submetidos a agitacdo constante
por um periodo pré estabelecido [210]. A utilizacdo de solventes organicos deve
ser evitada, pois as moléculas desses solventes podem ficar retidas na cavidade
da ciclodextrina dando origem a outros compostos de inclusédo [211].

A interagdo dos complexos Ru,-ibp e Ru,-cet com B-CD e HPBCD foi
inicialmente investigada em solucdo aquosa (sem a adicdo de solventes
organicos), porém como esses complexos sao insollveis em agua nao foi
possivel obter resultados satisfatorios e conclusivos sobre um possivel composto
de inclusdo em solucédo aquosa.

Varios estudos relatam a utilizacdo de co-solventes organicos para
facilitar a dissolucdo de moléculas “convidadas” em solucdo; porém, neste caso,
0s solventes organicos devem ser eliminados completamente dando origem a um
novo material hibrido no estado sélido [212,213,214,215,216]. Dentre os varios
métodos para a obtencdo de compostos de inclusdo no estado soélido, podem-se
destacar os métodos de secagem por spray-drying.

A secagem que utiliza o equipamento spray-dryer consiste na
nebulizacdo de materiais no estado fluido (solucdo, emulsdo ou pasta) dentro de

uma camara submetida a uma corrente controlada de ar quente. O contato das
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goticulas produzidas com o ar quente promove a evaporacdo do solvente,
obtendo-se o material em pd. Esta técnica tem sido utilizada em diversos seg-
mentos industriais devido a rapida e eficiente secagem de produtos farmacéuticos
e alimenticios. Além do processo de desidratacdo € amplamente usada para
microencapsulacédo de produtos farmacéuticos aplicados em sistemas de
liberacdo controlada de drogas. A técnica oferece diversas vantagens, tais como
baixo custo de operacdo, alta qualidade das microparticulas produzidas,
capacidade de processar diversas matérias-primas, producdo de microparticulas
com elevada area superficial, processo de etapa Unica e apresenta flexibilidade
na formulacdo do material empregado [217]. Um esquema representativo do

funcionamento de um equipamento spray-dryer pode ser visto na Figura 86.

Nebulizagéo l

| | Nebulizador

Entrada de Ar Filtro Aquecedor Ky

Fii Contato com
Solugédo, suspensdo Camara de
ou emulsédo Secagem

Secagem o ar quente
das
goticulas

Ciclone de
secagem

Recolhimento
da amostra

Figura 86 — Representacdo esquematica de um equipamento spray-dryer [218]

4.7.1. Preparo e Caracterizagéo dos Materiais Hibridos com HPBCD

Os diferentes materiais hibridos, obtidos por spray-drying, foram
preparados levando em consideracdo as razdes molares que foram encontradas
na literatura para a formacdo do composto de inclusdo entre o farmaco e a
ciclodextrina: Hibp:HPBCD (1:2), Hcet:HPBCD (1:1), Ru,-ibp:HPBCD (1:5), Ru,-
cet:HPBCD (1:4). A escolha do metanol como co-solvente esta relacionada ao fato
dele ser o &lcool com a menor cadeia carbdnica e, também, por apresentar uma
baixa constante de associagcdo com a BCD [211,219]. Ja o tempo da reacao

(agitacdo) de 3 h foi determinado a partir de ensaios exploratorios de cinética que
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indicaram que o equilibrio da mistura foi obtido durante este intervalo de tempo

(nenhuma alteracéo espectral foi observada).

4.7.1.1. Anélises de Ruténio por ICP-AES
Os percentuais de ruténio presente nas amostras dos materiais

hibridos (Ru,-FAINEs:complexo) estédo disponiveis na Tabela 19.

Tabela 19 — Resultados dos teores de ruténio nas amostras de material hibrido
calculado e obtido experimentalmente por ICP-AES.

. . %Ru
Material Hibrido Experimental Calculado
Ru,-ibp:HPBCD (1:5) 2,0 2,3
Ru,-cet:HPBCD (1:4) 2,5 2,7

Os valores experimentais obtidos para os dois novos materiais hibridos
contendo HPBCD e os complexos de Rus-ibp e Ru,-cet estdo em concordéancia

com os valores calculados para as raz6es molares propostas.

4.7.1.2. Espectros de Absorgéo Eletronica
Os espectros eletrbnicos dos materiais hibridos obtidos por spray-
drying (SD) e suas respectivas misturas-fisicas (MF) em solucdo e no estado

sélido podem ser observados, respectivamente, nas Figuras 87 e 88.
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(0]
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(b)
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Figura 87 — Espectros eletrdnicos em solu¢do dos materiais hibridos (SD) e suas
respectivas misturas-fisicas (MF) obtidos em etanol em cubetas com 0,1 cm de
caminho optico: Ru,-ibp:HPBCD (40 mg/L) (a) e Ru,-cet:HPBCD (40 mg/L) (b)
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Figura 88 — Espectros eletrdnicos no estado sélido dos materiais hibridos (SD) e
suas respectivas misturas fisicas (MF): Ru,-ibp:HPBCD (a) e Ru,-cet:HPBCD (b)

A partir dos espectros eletrénicos no estado soélido (Figura 88) é
possivel observar a presenca das duas principais bandas dos complexos na
regido do visivel e do infravermelho proximo (~1100 nm) que sdo atribuidas as
transicdes n(Ru-O,Ru,) — n*(Rup) e 8(Ruy) — & (Ruy), respectivamente,
confirmando assim a integridade do complexo nas amostras obtidas pelo
processo de secagem. Além disso, observa-se que 0s espectros em solucao
(Figura 87) das misturas-fisicas sdo praticamente idénticos aos dos materiais
hibridos, indicando que ndo houve quebra da estrutura dos complexos durante o

processo da reagao de inclusdo em solugéo ou secagem por spray-drying.

4.7.1.3. Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de RMN é uma das técnicas mais informativas para o
estudo em solucdo com ciclodextrinas, pois fornece evidéncias diretas da
formacdo dos compostos de inclusdo. A razdo para isso € que a presenca da
molécula “convidada”, quando inserida na cavidade interna das ciclodextrinas,
causa mudancas no ambiente quimico dos hidrogénios internos, mas ndo nos
hidrogénios externos [220], causando, inclusive, uma variagdo no deslocamento
quimico dos prétons da molécula hospedeira [221]. Por outro lado, quando os
protons externos também sofrem variagdo diz-se que um composto de associacao

também pode estar presente na solucdo [222]. O deslocamento dos protons

1200
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internos € provavelmente devido ao efeito ndo isotrépico diamagnético produzido
pelos grupos ricos em elétrons = pertencentes & molécula “convidada” [223].

Os protons H3 e H5 da ciclodextrina estdo localizados na cavidade
interna da ciclodextrina, sendo que os H3 estdo proximos da cavidade maior e 0s
H5 estdo proximos a cavidade menor. Os H1, H2, H4 estado localizados na regido
externa da ciclodextrina, enquanto que os H6 estdo localizados na superficie do
lado da cavidade menor. A magnitude do deslocamento quimico (Ad) para 0s
prétons H3 e H5 e a razdo entre 0 Adps:Adnz podem ser usadas, respectivamente,
como medida da estabilidade do complexo e da profundidade da molécula
“convidada” na cavidade da ciclodextrina [224].

Nas Figuras 89-91 podem-se observar os espectros RMN de 'H das
amostras HPBCD, HPBCD:Hibp MF, HPRBCD-Hibp SD e na Tabela 20, encontra-

se a atribuicdo e deslocamento quimico dos *H dessas mesmas amostras.
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Figura 89 — Espectro monodimensional de *H-RMN de HPBCD (23 mg/mL) em
D,0, 25°C




- 150-

=5 et N O — — o — [ea] [Ep] (s a] o I9} r
~—~ o N @@ = —~ \O ™M @ L ™ [ea] (o)) (sa]
= o™ 1 @ = ™ N O = = N [ea] > e
s B e il e o R e 8§ 9 O
I T I I v =] S 2 I ¥ B
7 6 5 4 3 2 1 0
Figura 90 — Espectro monodimensional de *H-RMN da amostra HPBCD:Hibp MF

em D50, 25 °C
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Tabela 20 — Atribuicdo, deslocamento quimico (8) e variacdo do deslocamento
quimico (Ad) dos prétons da HPBCD e das amostras

Deslocamento Quimico, A5'H (ppm)

Préton HPBCD HPBCD:Hibp SD HPBCD:Hibp MF
S'H S'H S*H AS'H AS'H
H1 5,087 5,048 5,052 -0,035 -0,039
H2 3,451 3,449 3,448 -0,003 -0,002
H3 3,843 3,837 3,838 -0,005 -0,006
H4 3,343 3,333 3,328 -0,015 -0,010
H5 3,550 3,566 3,563 0,013 0,016
H6 3,692 3,627 3,626 -0,066 -0,065

A8 = Samostra - 8HPBCD

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 20) observa-se que a
maior variacdo no descolamento dos prétons ocorreu tanto para os prétons
internos (H5) quanto para os protons externos (H1, H4 e H6), sugerindo que em
solucdo o composto formado pode ser tanto de inclusdo quanto de associacao.
Essas modificacdes sdo observadas para os materiais hibridos e também para as
misturas-fisicas, indicando que em solugédo as duas amostras estdo apresentando
0 mesmo comportamento.

O registro dos espectros RMN para as amostras com o farmaco Hcet e
para os complexos Ru,-ibp e Ruy-cet ndo foram realizados. Esses complexos de
ruténio(ll,11l) sdo paramagnéticos, impossibilitando a utilizacdo desta técnica.

4.7.1.4. Espectros Vibracionais na Regido do Infravermelho

Nas Figuras 92-95 encontram-se o0s espectros FTIR dos materiais
hibridos e dos seus respetivos reagentes de partida. Analisando primeiramente os
materiais hibridos obtidos com os farmacos organicos, € possivel verificar, que a
principal alteracdo espectral esta relacionada a banda atribuida ao estiramento da
carbonila do grupamento acido dos farmacos Hibp (1720 cm™) e Hcet (1700 cm™).
O deslocamento e/ou a reducdo da intensidade dessas bandas é indicativo de
que o farmaco esta interagindo com as moléculas de ciclodextrina [108,109,
114,115,215,216,225,226,227]. Apesar da pequena reducdo da intensidade
destas bandas nas misturas-fisicas para as amostras de Hibp (Figura 92) e Hcet
(Figura 93), ndo é verificado o seu deslocamento. No entanto, para 0os materiais
hibridos, além do deslocamento para maiores nimeros de onda, é observada

também a reducdo e um pequeno alargamento da banda. Uma possivel



- 152-

explicagdo para essas modificacdes seria a quebra das ligacbes de hidrogénio

(intermoleculares) associadas as moléculas dos farmacos e a formacao de novas

ligagbes com as moléculas de HPBCD [108].

% Transmitancia (relativa)

1720 |

T T T T T T T T T T T
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numero de onda (cm'1)

Figura 92 — Espectros FTIR do Hibp, HPBCD, Hibp:HPBCD MF, Hibp:HPBCD SD
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Figura 93 — Espectros FTIR do Hcet, HPBCD, Hcet:HPBCD MF, Hcet:HPBCD SD

Os espectros FTIR da misturas-fisica e do material hibrido com o
complexo Ru,-ibp (Figura 94) sédo bastante semelhantes entre si. O Ruy-ibp
apresenta bandas que se sobrepdem as bandas da HPBCD e desta forma é dificil
identificar as bandas do complexo no material hibrido. No entanto, as bandas em
1514 e 1541 cm™, que estdo fora da regido de absorcdo da HPBCD, podem ser
identificadas tanto no material hibrido quanto na mistura-fisica. Além disso, a
banda que a aparece em 1514 cm™ (atribuida ao Ve=canel) [27]) No espectro do
Ru,-ibp e na mistura fisica, se desdobra em 1508 e 1516 cm™ no espectro do
material hibrido SD, o que pode indicar alguma interacdo do complexo com
HPBCD envolvendo o anel aromatico do farmaco ibuprofeno. J& para os espectros

FTIR com o complexo Ru,-cet (Figura 95) ndo foi observado nenhuma alteracao

significativa.
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Figura 94 — Espectros FTIR do Ru,-ibp, HPBCD, Ru,-ibp:HPBCD MF,
Ru,-ibp:HPBCD SD
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Figura 95 — Espectros FTIR do Ru,-cet, HPBCD, Ru,-cet:HPBCD MF,
Ru,-cet:HPBCD SD

4.7.1.5. Anélises Térmicas

O comportamento térmico dos materiais hibridos foi analisado em
atmosfera de gas nitrogénio por TG e DSC, e os fragmentos analisados por
espectrometria de massas (MS). Na Figura 96 sdo apresentadas as curvas DSC
dos quatros materiais hibridos, misturas fisicas e de seus materiais de partida.

Os farmacos Hibp e Hcet apresentam dois eventos endotérmicos,
sendo o primero relacionado aos seus respectivos pontos de fusdo (~75 °C e ~95
°C) e o0 segundo que pode ser atribuido as suas decomposi¢cdes (~230 e ~300°C).

O desaparecimento do pico de fusdo nos materiais hibridos indica a
auséncia de farmaco livre, ou seja, o farmaco, presente na amostra obtida por
spray-drying estéa interagindo de alguma forma com as moléculas de HPBCD. Ao
contrario nas amostras de misturas-fisicas € observada a presenca do pico de

fusao.



- 156-

g | Hibp:HPBCD SD| |—— Hcet:HPBCD SD|
= ©
1S ke)
5 E
Q k2
G °
\ Hibp:HPBCD MF| 0 | HoatHPSCD W
5 g
()]
£ 2
2 € |[—HPsCD
% —— HPBCD| o
n [a]
a I Hibp Hcet|
(@) (b)
T r-~— 1T-— - T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
temperatura (°C) Temperatura (°C)
[=—Ru;bp:HPBCD SD) | [——Ru,cetHPRCD SO
Q
8 £
£ 257 o g [—— Ru,-cetHPBCD MF]|
;g |~ Ru,-ibp:HPRCD MF| //_/// o
o N // )
£
2 :
g || e
[——HPpCD| TN &
% 7;,/’—/ [a] Jﬂ_j/
O
(2]
[a]
RuTh 240 ()
e ©
T

—T T " T T T T T T T
50 200 250 300 350 400 450 500

temperatura (oC)

— T
100 150

T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Temperatura (°C)

Figura 96 — Curvas DSC em atmosfera de (N,) dos materiais hibridos:
Hibp:HPBCD (1:2) (a); Hcet:HPBCD (1:1) (b); Ru,-ibp:HPBCD (1:5) (c);
Ru,-cet:HPBCD (1:4) (d)

Ja as curvas DSC para os materiais hibridos com os complexos Rua-

ibp e Ruy-cet, ndo apresentaram grandes diferenca em relagdo as suas

respectivas misturas-fisicas.

A partir dos dados obtidos das curvas TG/DTG (Tabela 21) de todas as

amostras foi possivel extrair algumas informacdes: i) a perda de massa referente

a primeira etapa de todas as amostras, exceto para os farmacos Hibp e Hcet,

corresponde a eliminacdo de moléculas de agua de hidratagdo; ii) as amostras de

HPBCD que contém os farmacos organicos apresentaram duas etapas de

decomposicdo, sendo que a perda de massa total foi de aproximadamente 90%

com pico DTG em ~350 °C; iii) as amostras de HPBCD que contém os complexos



de Ru,-FAINEs apresentaram trés etapas de decomposicdo, sendo que a perda
de massa total foi de aproximadamente 90% (Ru,-ibp) e 97% (Ru,-cet), com pico

DTG em ~265 e ~350 °C; e iv) ndo observou-se nenhuma diferenca significativa
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entre dos dados TG/DTG entre os materiais hibridos e as misturas-fisicas.

Tabela 21 — Dados termogravimétricos (TG/DTG) em atmosfera de nitrogénio

para analise até 1000 °C

Perda de Temperatura .
Amostra Etapa massa (%) da etgpa (°C) Pico DTG (°C)

Hibp 12 etapa -99% 300 227
Hcet 12 etapa -82% 320 301

22 etapa -12% 1000

Ru,-ibp 12 etapa -3% 200
22 etapa -24% 280 240
32 etapa -48% 350 283

Ru,-cet 12 etapa -4% 200
22 etapa -54% 310 291

32 etapa -12% 600

HPBCD 12 etapa -2% 275
22 etapa -87% 400 350

32 etapa -3% 500

Hibp:HPBCD MF 12 etapa -5% 200
22 etapa -86% 400 356

32 etapa -3% 1000

Hibp:HPBCD SD 12 etapa -2% 200
22 etapa -86% 400 360

32 etapa -4% 1000

Hcet:HPBCD MF 12 etapa -3% 250
22 etapa -84% 400 364

32 etapa -6% 1000

Hcet:HPBCD SD 12 etapa -1% 200
22 etapa -82% 450 350

32 etapa -5% 1000

Ru,-ibp:HPBCD MF 12 etapa -3% 250
22 etapa -40% 300 263
32 etapa -45% 450 353

42 etapa -6% 1000

Ru,-ibp:HPBCD SD 12 etapa -1% 260
22 etapa -40% 300 262
32 etapa -39% 450 347

42 etapa -5% 1000

Ru,-cet:HPBCD MF 12 etapa -1% 220
22 etapa -40% 310 277
32 etapa -42% 400 350

42 etapa -14% 1000
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Ru,-cet:HPBCD SD 12 etapa -2% 220
22 etapa -60% 320 278
32 etapa -23% 420 334
42 etapa -13% 1000

Na Figura 97 pode-se obervar os espectros de massa (MS) obtidos
para os principais fragmentos (massa/carga) relacionados as moléculas de agua
(m/z 18), gas carbbdnico (m/z 44) e metanol (m/z 31) para as amostras dos quatro
materiais hibridos. Nota-se que ocorre a liberacdo de agua de hidratacdo nas
guatro amostras, e que nao foi liberado metanol antes do inicio de sua
decomposicéo, indicando que este solvente organico, utilizado para o preparado
dos materiais hibridos, foi completamente eliminado no processo de secagem por

spray-drying.
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Figura 97 — Espectros de massa obtidos dos principais produtos gasosos durante
a andlise térmica em N, dos materiais hibridos obtidos por spray-drying.
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4.7.1.6. Difratogramas de Raios X

Os difratogramas de raio X das amostras podem ser observados na

Figura 98. A HPBCD é um solido amorfo, ao contrario dos farmacos Hibp e Hcet

gue apresentam perfis de sélidos cristalinos. Nos difratogramas das misturas-

fisicas desses farmacos, verifica-se a presenga de picos intensos que sugerem a

presenca dos farmacos livres em suas

nos difratogramas dos materiais hibridos

formas cristalinas. Estes ndo aparecem

SD, sendo entdo, uma evidéncia de que

as moléculas dos farmacos estédo interagindo com as moléculas de ciclodextrina.

No entanto, ndo foi possivel encontrar nenhuma evidéncia da interagcdo dos

complexos de diRu-FAINEs com a HPBCD uma vez que esses complexos

apresentaram perfis de soélidos amorfos.
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Figura 98 — Difratogramas de Raio X dos materiais hibridos: Hibp:HPBCD (1:2)
(a); Hcet:HPBCD (1:1) (b); Ruy-ibp:HPBCD (1:5) (c); RurcetHPBCD (1:4) (d)
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4.7.1.7. Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura

As mudancas morfolégicas e o tamanho das particulas das amostras
foram investigados por microscopia eletronica de varredura (MEV). Na Figura 99
sdo apresentadas as imagens dos materiais de partida em sua forma original,
enquanto nas Figuras 100-103 sao apresentadas as imagens dos diferentes

materiais contendo a ciclodextrina.

—— 10 ym ! o ¥ — |

Figura 99 — Imagens de microscopia eletronica de varredura para as amostras em
seus estados orignais: HPBCD (A); Hibp (B); Hcet (C); Ruz-ibp (D); Ru,-cet (E)

As particulas de HPBCD (Figura 99A) apresentam diversos tamanhos,
porém com um formato de faces retilineas. As particulas do farmaco Hibp (Figura
99B) apresetam o formato de grandes bastbes com faces irregulares [115,
216,226]. As particulas do farmaco Hcet (Figura 99C) apresentam faces
arredondadas e formatos irregulares. J4 as particulas dos complexos Rus-ibp
(Figura 99D) e Ru;-cet (Figura 99E) apresentam um formato que se assemelha a

lamelas sobrepostas de diferentes tamanhos.
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De uma forma geral, pode-se observar a partir das imagens obtidas
que existem diferencas em relacdo ao tamanho e a morfologia das particulas
produzidas por spray-drying em comparacao com as particulas das amostras das
misturas-fisicas ou as amostras originais.

A amostra HPBCD:Hibp SD (Figura 100) apresenta particulas com
formatos esféricos e com tamanho relativamente regulares e pequenos (<1 pm).
Diferentemente das particulas oriundas da amostra HPBCD:Hibp MF que sao
irregulares e de tamanho variados, bem semelhante as particulas das amostras
originais (Hibp e HPBCD).

& i . “ { ¢ A
s a4 3 [ < .
R 4 (k '
—— 50 ym N r [o—

Figura 100 — Imagens de microscopia eletrénica de varred

ura ara as mostras
HPBCD:Hibp MF (A e B) e HPBCD:Hibp SD (C e D)

J& para as amostras com Hcet (Figura 101) é possivel verificar que as
particulas da amostra obtidas pelo spray-dryer também sdo menores em relacao

a amostra de mistura-fisica. Em ambos os casos, as particulas apresentam
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formato e tamanhos irregulares, porém na amostra HPBCD:Hcet SD foi possivel

verificar a formacédo de particulas esféricas (Figura 101D).

Figura 101 — Imagens de microscopia eletronica de varredura para as amostras
HPBCD:Hcet MF (A e B) e HPBCD:Hcet SD (C e D)

Por fim, as particulas dos materiais hibridos HPBCD:Ru,-ibp SD (Figura
102) e HPBCD:Ru,-cet SD (Figura 103) apresentam o formato de disco e esférico,
respectivamente, e com tamanhos relativamente uniformes (<1 um) para os dois

casos.



Figura 102 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura para as amostras
HPBCD:Ru,-ibp MF (A) e HPBCD:Ru,-ibp SD (B)

Figura 103 — Imagens de microscopia eletronica de varredura para as amostras
HPBCD:Ru,-cet MF (A e B) e HPBCD:Ru,-cet SD (C e D)



abs

- 164-

4.7.2. Célculo do Rendimento de Inclusdo dos Materiais Hibridos

O ensaio baseia-se no fato da ciclodextrina e seu composto de inclusédo

ou associacdo serem insoliveis no n-hexano, enquanto que a molécula

“convidada” (livre) é soluvel. Este procedimento foi executado tanto para o0s

materiais hibridos, que foram obtidos pela secagem por spray-drying, quanto para

as misturas-fisicas.

Os espectros eletronicos da solugéo resultante apds a “lavagem” das

amostras com n-hexano ou mistura de n-hexano:cloroférmio (1:1, v/v), assim

como os espectros eletrbnicos dos seus respectivos residuos dissolvidos na

mistura de etanol:agua (8:2, v/v), estdo apresentados nas Figuras 104-107.
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Figura 104 — Espectros eletrénicos das amostras HPBCD:Hibp MF e SD
registrados em cubetas de 0,1 cm de caminho éptico: (A) sobrenadante da
suspensao em n-hexano; (B) residuo da suspenséo dissolvido em etanol:agua

(8:2, viv)
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— HPBCD:Hcet MF (diluido 6x)
— HPBCD:Hcet SD

hexano:cloroformio (1:1)
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Figura 105 — Espectros eletrénicos das amostras HPBCD:Hcet MF e SD
registrados em cubetas de 0,1 cm de caminho éptico: (A) sobrenadante da
suspensao em n-hexano:cloroférmio (1:1); (B) residuo da suspenséo dissolvido
em etanol:agua (82, V)
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Figura 106 — Espectros eletrbnicos das amostras HPBCD:Ruibp MF e SD
registrados em cubetas de 0,1 cm de caminho éptico: (A) sobrenadante da
suspensao em n-hexano:cloroférmio (1:1); (B) residuo da suspenséo dissolvido
em etanol:agua (8:2, V)
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Figura 107 — Espectros eletrénicos das amostras HPBCD:Ru-cet MF e SD
registrados em cubetas de 0,1 cm de caminho éptico: (A) sobrenadante da
suspensao em n-hexano:cloroférmio (1:1); (B) residuo da suspenséo dissolvido
em etanol:agua (82, V)

A partir dos espectros eletronicos apresentados acima (Figuras 104a-
107a), é possivel observar que uma grande quantidade dos farmacos contidos
nas amostras misturas-fisicas (MF) foi dissolvida no solvente n-hexano
(HPBCD:Hibp) ou na mistura de n-hexano:cloroférmio (1:1) (HPBCD:Hcet,
HPBCD:Ru,-ibp, HPBCD:Rucet). Ja no caso das amostras dos materiais hibridos
SD apenas uma pequena parte do farmaco (ou complexo) foi dissolvido. Estes
resultados sugerem que as moléculas “convidadas” (Hibp, Hcet, Ru,-ibp e Ru,-
cet) apresentam algum tipo de interacdo com as moléculas de HPBCD nas
amostras dos materiais hibridos SD.

Além disso, nota-se também que o residuo nao dissolvido na “lavagem”
com hexano e, agora, dissolvido completamente com etanol:agua (8:2, v/v)
(Figura 104b-107b) apresentou uma concentracdo de farmaco (ou complexo)
significativamente maior nas amostras dos materiais hibridos em relacdo as
amostras das misturas fisicas. A baixa concentracdo de farmaco (ou complexo)
na solucdo de etanol:agua da mistura-fisica confirma que essas moléculas ndo
estdo interagindo com a HPBCD uma vez que foram eliminadas na lavagem

prévia com o solvente hexano.
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A concentracdo das moléculas “convidadas”, em todas as amostras, foi
calculada a partir de curvas de calibragéo usando as absorvidades molares (¢) em
determinados comprimentos de onda (Tabela I11-2, Apéndice IIl). O rendimento de
inclusdo nos materiais hibridos (Tabela 22) foi determinado utilizando a equacao
(7), sendo que a quantidade da molécula livre foi determinada a partir da lavagem

com hexano e a quantidade incluida a partir do residuo dissolvido em etanol:agua.

Tabela 22 — Rendimentos para os materiais hibridos, comparados aos valores
obtidos para as respectivas misturas-fisicas

Rendimento (7)

Amostra Material Hibrido (SD) Mistura Fisica (MF)
Hibp:HPBCD 81,0% 3,8%
Hcet:HPBCD 95,3% 1,5%
Ru,-ibp:HPBCD 50,4% 2,6%
Ru,-cet:HPBCD 96,9% 3,1%

O alto teor de moléculas “convidadas” em seus respectivos materiais
hibridos confirmou a eficiéncia do método de secagem por spray-drying utilizado
para o preparado desses materiais no estado soélido. Uma possivel justificativa do
menor rendimento para do material hibrido Ruz-ibp:HPBCD pode estar
relacionada a razdo molar empregada (1:5), sugerindo que a quantidade de
HPBCD utilizada nédo foi suficiente para promover a completa interacdo com as

moléculas do complexo.

4.7.3. Solubilidade Aquosa dos Materiais Hibridos

O objetivo deste ensaio foi de investigar qualitativamente a solubilidade
aquosa dos materiais hibridos obtidos utilizando-se um método modificado da
solubilidade de fases. Este consiste em pesar diferentes massas da amostra,
adicionar o mesmo volume do solvente e determinar a quantidade da amostra que
foi dissolvida na solucéo.

Como ilustragdo qualitativa do aumento da solubilidade aquosa dos
materiais hibridos, na Figura 108 sdo mostrados alguns dos espectros eletrénicos
dessas amostras dissolvidas em agua deionizada (pH ~ 5,0), assim como o0s
espectros dos seus respectivos materiais de partida (farmaco ou complexo livre).

As principais bandas atribuidas aos farmacos e complexos aparecem nos seus
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respectivos espectros eletrénicos confirmando que os materiais hibridos

promovem um aumento na solubilidade aquosa dos farmacos e complexos.
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Figura 108 — Espectros eletrénicos dos residuos das amostras dissolvidos em 0,5
mL de agua (pH ~ 5,0) e diluidos apropriadamente: (a) Hibp: 10,2 mg,
Hibp:HPBCD SD: 41,6 mg, diluicdo de 10 vezes, cubeta 1,0 cm; (b) Hcet: 10,2 mg,
Hibp:HPBCD SD: 20,0 mg, diluicdo de 300 vezes cubeta 1,0 cm; (c) Ru,-ibp: 8,2
mg, Ru,-ibp:HPBCD SD: 48,1 mg, diluicdo de 6 vezes, cubeta 0,1 cm; (d) Ru,-cet:
8,2 mg, Ru,-cet:HPBCD SD: 21,8 mg, diluicdo de 6 vezes, cubeta 0,1 cm.

A partir dos dados mostrados (Figura 109) foi possivel estimar a

solubilidade em agua dos farmacos (Hibp e Hcet) e dos complexos (Ru,-ibp e

Ru,-cet) livres. Ja a solubilidade dos materiais hibridos (Tabela 23) foi estimada a

partir de um grafico da massa da amostra pesada em funcdo da concentracao

encontrada na solucdo (Figura 110). Os valores de absortividades molares

utilizados para determinar a concentracdo dos farmacos ou complexos estédo

apresentados na Tabela 111-2 (Apéndice ).
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Tabela 23 — Valores aproximados para a solubilidade aquosa das moléculas
“‘convidadas” em suas formas livres e nos materiais hibridos

Experimental Literatura
Amostra Solubilidade* oedissolvida** Solubilidade
(mg/mL) (mg/mL)
Hibp 0,04 0,2 0,04 [228];0,08[108]; 0,37 [229]
Hcet 0,13 0,6 0,10[216]; 0,13 [136]; 0,28 [230]
Ruz-ibp 0,02 0,1 -
Ru,-cet 0,01 <0,1 -
Hibp:HPBCD SD 57 91,445,9 -
Hcet:HPBCD SD 7,4 70,148,5 -
Ruy-ibp:HPBCD SD 1,2 7,3+1,7 -
Ru,-cet:HPBCD SD 1,8 31,449,5 -

(*) solubilidade obtida experimentalmente
(**) em relacao a massa total pesada; média + desvio-padréo (n>5)
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Figura 109 — Diagrama de solubilidade de fases dos materiais hibridos. Valor
pesado divido pelo volume adicionado (mg/mL) em funcdo da concentragao
(mg/mL) da mélecula “convidada” encontrada na solucédo aquosa
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Os valores de solubilidade aquosa para o Hibp e Hcet aqui obtidos sao
proximos de valores descritos na literatura (Tabela 23), embora esta também
relate valores diferentes que dependem do método utilizado.

A partir das curvas de solubilidade (Figura 109) observa-se que a
saturacdo das moléculas “convidadas” ndo foi atingida. Este resultado ja era
esperado, pois a medida que se aumentava a massa do material hibrido, a
concentracdo das moléculas “convidadas” seria também aumentada na mesma
propror¢éo. Observa-se, também, que a quantidade das moléculas “convidadas”
que foram dissolvidas (%) em meio aquoso € significativamente maior nos
materiais hibridos do que nas suas respectivas amostras em seus estados
naturais (Tabela 23), sendo que as solubilidades aquosas do Hibp, Hcet, Ru,-ibp,
Ruz-cet nos materiais hibridos sofreram incrementos respectivos de
aproxidamente 91%, 69%, 7% e 31%. Esses resultados sugerem que o método
de preparo para esses materiais hibridos pode ser utilizado para o objetivo
proposto, ou seja, aumentar solubilidade aguosa dos farmacos e dos complexos.
O baixo incremento na solubilidade do complexo Ru,-ibp pode ser justificado
provavelmente devido a baixa quantidade de HPBCD utilizada no preparado deste

material hibrido.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O principal objetivo deste trabalho foi contribuir para o desenvolvimento
da linha de pesquisa do grupo, em especial no que se refere aos complexos de
diruténio(ll,lll) que apresentam ligacdes metal-metal multiplas com ligantes anti-
inflamatérios ndo-esterbides coordenados equatorialmente.

A sintese do complexo precursor, [Rux(O.CH3)4Cl], e do anélogo
contendo o farmaco ibuprofeno (ibp), [Rux(ibp)4Cl], foi realizada de acordo com
procedimentos ja estabelecidos. No entanto, desenvolveu-se metodologias
sintéticas para a preparacao de dois novos complexos de diruténio(ll,Ill), com os
farmacos cetoprofeno (cet) e fenbufeno (fen). A caracterizacdo desses novos
complexos foi executada por diferentes técnicas instrumentais, as quais
trouxeram evidéncias da manutengao da estrutura em “gaiola” contendo o nucleo
de diruténio(ll,1ll) que possui ligacdo metal-metal multipla, e possibilitaram prever,
também, as suas férmulas moleculares: [Ru(cet),Cl] e [Rux(fen),Cl].

Estudos termodinamicos foram realizados para o complexo precursor
[Ruz(O2CH3)4Cl] e indicaram que o principal croméforo presente em solugdo
aguosa é a espécie diaqua-substituida [Ru.(O,CHs)a(H20),]". A partir desta
espécie, as duas sucessivas reagfes de substituicdo axial dgua-cloreto foram
monitoradas e as constantes de equilibrio determinadas. Os parametros
termodinamicos para essas duas reacdes de substituicdo também foram
calculados, e os resultados indicaram que as reac¢des sdo termodinamicamente
favoraveis (AH° < 0) e entropicamente desfavoraveis (AS° > 0). Adicionalmente,
observou-se que a temperatura e a pressao apresentam efeitos opostos no
equilibrio destas reacdes.

A reatividade da espécie [Ruy(O,CHai)s(H20),]" foi investigada na
presenca dos aminoacidos glicina, triptofano, cisteina e histidina, sendo que os
parametros cinéticos obtidos para essas reacdes indicaram a seguinte ordem de
reatividade: gli < trp << cis < his. Esta ordem pode ser atribuida ao forte carater
nucleofilico dos grupamentos tiol e imidazol, presentes na cisteina e histidina,
respectivamente. Uma possivel proposta de mecanismo para essas reacfes é a
substituicdo axial de uma molécula de dgua do complexo por uma molécula de

aminoacido, dando origem a uma espécie substituida aqua(aminoacido).
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O comportamento cinético da reatividade deste complexo também foi
investigado na presenca dos agentes redutores glutationa e acido ascorbico. Os
parametros cinéticos obtidos indicaram que a reacdo com a glutationa € muito
mais rapida que a reagdo com o Aacido ascorbico, provavelmente devido a
presenca do grupamento tiol na glutationa. Uma das propostas de mecanismo de
reacdo seria a reducdo do nucleo dimetélico(ll,lll), que por sua vez é controlada
cineticamente pela reacdo de substituicdo axial agua/agente redutor e, também,
pela concentracdo de ions cloreto do sistema.

Diferentes técnicas espectroscépicas foram utilizadas para investigar a
interacdo dos complexos [Ruz(O,CH3)4Cl], [Ruz(ibp)4Cl] e [Ruz(cet),Cl] com a
proteina albumina (HSA). Os espectros de dicroismo circular da HSA confirmaram
que a sua estrutura terciaria é modificada na presenca dos complexos e também
na presenca dos farmacos organicos ndo-coordenados. Os espectros eletronicos
do produto formado (Ru,-HSA) apresentaram absor¢des na mesma regiao que o
produto complexo-aminoacido — principalmente com a histidina e cisteina —
sugerindo que as interagcdes dos complexos e HSA possam estar ocorrendo
através desses residuos de aminoacidos. A partir dos estudos de supressao da
fluorescéncia da albunia foi possivel propor que a interacdo dos complexos ocorre
com uma razao molar de 1:1 (Ru,:HSA) e, preferencialmente, na regido onde
estdo localizados os residuos de aminoacidos Trp214 e Cis34 (sitios | e V).

Utilizando-se a técnica de spray-drying, foram preparados materiais
hibridos dos complexos [Ru,(ibp)4sCl] e [Rux(cet)4Cl], e de seus respectivos
farmacos livres, incluidos em hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD). A
caracterizacdo destes novos materiais mostrou evidéncias de forte interacdo dos
complexos e/ou farmacos com a HPBCD, sugerindo a formac&o de compostos de
inclusdo no estado sdlido. Verificou-se ainda que a formacdo deste materiais
promove aumento da solubilidade aquosa dos metalofarmacos de diruténio(ll,111) e

dos seus correspondentes farmacos organicos.
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6. APENDICES
6.1 Apéndice I: Constantes de Pascal

Tabela I-1 — Contribuicdo magnética dos ions e &tomos em 10 unidades CGS

Cétions CP (10° unid. CGS) Anions CP (10° unid. CGS)
Ag* -28 F -9
Li* -1,0 o] -23
Na" -6,8 Br -35
K* -14,9 I 51
Rb* -22,5 NO3 -19
Cs* -35,0 ClOog -30,2
TI* -35,7 Clog -32
NH.,* -13,3 CN’ -13
Hg* -40,0 NCS -31
Mg** -5,0 OH -12
zZn** -15,0 S0,* -40
Pb** -32,0 ok -12,0
ca* -10,4 S,05% -49
Mn®* -14
Fe® -13 Constituintes ~ CP (10° unid. CGS)
Fe* -10 Cc=C +5,5
Co* -12 Cc=C +0,8
Co** -10 C=C-C=C +10,6
cu* -11 C (anel benzénico) +0,24
Mn®* -10 N=N +1,8
crt -10 C-Cl +3,1
Ru?* -23 C-Br +4,1
Atomos Neutros ~ CP (10 unid. Alguns Ligantes CP (107 unid.
CGS) CGS)
H -2,93 H,O -13
C -6,00 NHs -18
N (anel) -4,61 CoHa -15
N (imida) 2,11 CHsCOO -30
O (éter ou alcool) -4,61 NH,CH,CH,;NH; (en) -46
O (aldeido ou +1,73 C,04 -25
cetona)
O (carboxilico) -3,36 Acetilacetonato (acac’) -52
P -26,3 Piridine (py) -49
F -6,3 Bipiridine (bipy) -105
Cl -20,1 o-fenantrolina (phen) -128
Br -30,6 C13H1702 (Ibp) -86,57
| -44.6 C16H1303 (Cet) -40,23

S -15,0 Clengog (fen) -52,23
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6.2 Apéndice II: Equagdes Utilizadas para Determinar as Constantes de

Equilibrio K; e K, no Complexo Ru,-act

Supondo o equilibrio entre reagente [R], ligante [L] e produto [RL] na

equacao (I.1), a constante de equilibrio é representada pela equacéao (l1.2).

Keq
R+ L = RL (I.1)
Keq:M (I.2)

[RL]

Em determinado comprimento de onda (L) a absorbancia (A) lida é a
somatodria das absorbancias de R, L e RL. Supondo que a absorbancia de L é
desprezivel temos:

A=Ag+ Ar (11.3)
A={er-b-[R]} +{er - b [RL]} (11.4)

Assumindo que a temperatura e a pressao influencia na absorbancia
lida, devido ao deslocamento do equilibrio da reacdo, e consequentemente no
aumento ou diminuicdo da concentracdo de R e RL, a nova absorbancia lida (A*)

também pode ser representada pela equacao (l1.5):
A*={er - b - [R*]} + {erL - b -[RL*]} (1.5)
Supondo que a nova concentracdo dos reagentes [R*] e dos produtos

[RL*], obtidas devido & influéncia da temperatura ou presséo, sofre alteracdo com

0 mesmo valor numérico (y), pode-se dizer que:

[R]=[R] -y (11.6)
[RL*] = [R] +y (1.7)

portanto, subtraindo a equacéo (11.5) da (11.4) temos:
A*-A={er-b-[R*]} +{er. - b [RL*]} - {er - b - [R]} + {erL - b :[RL]} (1.8)
A* - A=Db{er - [R*]} + {erL - [RL*]} - {er - [R]} + {ere - [RL]} (1.9)
A* - A =D {er ([R*] - [R]) + ere ([RL*] - [RL])} (11.10)
substituindo as equacoes (11.6) e (I.7) na equacao (I1.10) temos:

A*-A=b{er (R-y - [R]) + erL ([RL]+y - [RL]) } (I1.11)
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A*-A=Db{er (-y) +erL (+Y) } (1.12)
A*-A=Db{y (erL - €r)} (1.13)
(A* - A)/b = y (erL - €R) (.14)

y ={(A* - A)/b} / (erL - €Rr) (1.15)
A*—A
y :m (11.16)

A nova constante de equilibrio (Keq*), influenciada sobre a temperatura

ou pressao, pode ser calculada com base nas equagoes (11.17) e (11.18):

* [RL *]

Keq _F;Tﬂ (1.17)
. [RL]+

Keq _@ﬂjﬁﬁ] (1.18)

e rearranjando a equacao (Il.2) em funcédo de [RL] e substituindo na equacao
(11.18), a nova constante de equilibrio pode ser determinada a partir da equacao
(1.19):

o (Kg[LIRD+y

T R

(11.19)



- 176-

6.3 Apéndice Ill: Curvas de Calibragao

Tabela IlI-1 — Valores das absortividades molares (¢) para os trés cromoforos do
Ru,-act em agua (pH ~ 5 e ~ 25 °C) para diferentes comprimentos de onda (1)
determinados a partir das curvas de calibragéo abaixo.

Amostra A(nm) Solvente g(mol™ L cm™)
[Rua(0,CCHa)a(H20),]" 430 Agua (pH ~ 5,0) (7,4840,09) x10°
[Ruz(OZCCH3~,)4(H20)2]+ 440 Agua (pH ~ 5,0) (6,59i0,07)><102
[Ru2(0O,CCHj3)4(H,0O)CI] 430 Agua (pH ~ 5,0) (6,35J_r0,03)><102
[Ru2(O,CCH3)s(H20)Cl] 440 Agua (pH ~ 5,0) (7,11+0,04)x10?
[Ruz(O,CCHj3)4Cly] 430 Agua (pH ~ 5,0) (4,854_r0,09)><102
[Ru,(O2CCHa)4Cly] 440 Agua (pH ~ 5,0) (6,08+0,09)x10?

0,80 Eq.uation y=a+b*
0,75 4 S V:I?IZ%S Standard Err
4 [426 nm Intercept  -0,02548 0,00593
0,70 -- Slope 659,0921 6,77014
440 nm Intercept  -0,02561 0,00816
0,65—- -- Slope 747,5881 9,3239
0,60—.
§ 0,55—-
050 [Ru,(0,CCH,) (H,0).]'
0:45 4 m 440 nm
] ® 429nm
0,40
0,35 - T T T T T 1
6,0x10* 7,0x10* 8,0x10™ 9,0x10™ 1,0x10° 1,1x10°
[Ru,-act] (mol/L)

Figura Alll-1 — Curvas de calibragéo do cromoéforo [Ruz(act)s(H20),]" em agua
deionizada nos comprimentos de onda 429 e 440 nm
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0.8 Equation y=a+bx
4 | Adj. R-Square 0,99993 0,99985
074 Value Standard Error
’ 429 nm Intercept 0,0239 0,00193
-- Slope 635,43531 2,69567
0.6 - 440 nm Intercept -0,00275 0,00313
’ -- Slope 711,39138 4,37343
0,5 -
» 044
Qo
[o] 4
0,3 ) .
[Ru,-act]:[NaCl] (1:250)
0.2 m 429 nm
1 ® 440 nm
0,1
O!O T T T T T T T T T T T T T T T 1
3,0x10™ 4,0x10* 5,0x10™* 6,0x10™ 7,0x10* 8,0x10* 9,0x10* 1,0x10° 1,1x10°
[Ru,-act] (mol/L)

Figura Alll-2 — Curvas de calibracao do croméforo [Ruz(act)4(H,O)CI] em dgua
deionizada nos comprimentos de onda 429 e 440 nm

0,70 -
Equation y=a+b*x
Adj. R-Square  0,99869 0,99915
0,65 Value Standard Error|
4 1429 nm Intercept 0,0092 0,00744
-~ Slope 485 8,77971
0'60 1 (440 nm Intercept  -0,00335 0,00752
4 -- Slope 608,75 8,86825
0,55 -
» 0,50
Ke)
[ 4
0,45 -
040 [Ru,-act]:[NaCl] (1:2000)
0,35 4 B 429 nm
] ® 440 nm
0,30 T T T T T T T T T T T T T T T !
6,5x10* 7,0x10™ 7,5x10* 8,0x10™ 8,5x10* 9,0x10™ 9,5x10" 1,0x10° 1,1x10°
[Ru_-act] (mol/L)

Figura Alll-3 — Curva de calibracdo do cromoforo [Ruz(act)4(Cl),] em agua
deionizada nos comprimentos de onda 429 e 440 nm
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Tabela 1lI-2 — Valores da absortividade (¢) para as diferentes moléculas em
diferentes solventes e comprimentos de onda (~25 °C)

Amostra A(nm) Solvente emol*Lem?) &(@'Lcm?)
Hibp 221 etanol:agua (8:2) (8,7£0,1)x10° 42,2+0,5
Hibp 264 etanol:agua (8:2) (2,940,1)x10? 1,41+0,05
Hibp 221 hexano (7,4+0,1)x10° 35,9+0,5
Hibp 264 hexano (2,440,2)x10? 1,16+0,10
Hcet 255 etanol:agua (8:2) (1,30,1)x10* 51,1+3,9
Hcet 255 hexano:cloroférmio (1:1) (1,9i0,2)><104 74,7+7,9

Ruy-ibp 221 etanol:agua (8:2) (4,30,1)x10* 40,3+0,9

Ru,-ibp 245 etanol:agua (8:2) (1,7+0,1)x10* 15,9+0,9

Ru,-ibp 435 etanol:agua (8:2) (8,340,3)x10? 0,78+0,03

Ru,-ibp 455  hexano:cloroférmio (1:1) (8,1i0,3)><102 0,76+0,03

Ru,-cet 255 etanol:agua (8:2) (6,740,1)x10* 52,1+0,8
Ru,-cet 435 etanol:agua (8:2) (7,4+0,2)x10°  0,58+0,02
Ru,-cet 255  hexano:cloroférmio (1:1) (1,7+0,1)x10° 132,2+7,8
Ru,-cet 455  hexano:cloroférmio (1:1) (5,1i0,1)><102 0,40+0,01

1.2
1.0
1.1 4
1.0 4 etanol.agua (8:2)
etanolagua (8:2) 0s
0.9
£ £
S os- =
™~ 08
& @
w 0.7 o
o wr
o] o
[0}
0.6 Egustion | y=a<b 0
Adj. R-Squ | 0,99991 : Equaton  |y=a+t
0.5 Value | Standard Er Adi. R-Squer | 088543
B Intercept 0,03274 0.0052 Valoe | Standard Erro|
P = -
0.4 B Slope | SE8.714 ) 575244 0.2 c Intescept | 0.01575 0.02243
c Slepe | 29,2081 0,59354
0.2 T T T T T 1 T T T T T T T T T
0,0004 00008 00008 0.0010 00012 0,0014 0005 0010 0.015  0.020 0025 0030 0,025
Hibp (mol/L) Hibp (moll)
10
164
L]
0.8
1.4 0.8
hexano
12 0.7
E 7 £ hexano
c [=
~ 8
o § 0.E
w 1.0+
8 3 g5
[u] = 0.5 4
E = Equation y=a +b*
0.8 quation y=a+hb" -
Adi. R-Squar| 088964 0.4 Ad]. RS 098168 - I
Value Standard Em alue andard Ero
B Intercept | 0,3185 0.01027 02 B Intercept | 011161 0,04264
0.8 B Slope | 7292832 o.14878 ] B Slope 24,8347 19528
T T T T T T T 1 0.2 T T T T T T T T
00004 00006 00008 00010 00012 00014 00016 00018 0.00 0.010 0.0t 0.020 0.025 0.020 0028
Hibp (moliL) [Hibp] (maliL)

Figura Alll-4 — Curvas de calibracdo do farmaco Hibp em diferentes solventes e
comprimentos de onda




-179-

abs 257 nm

1.0 1.0 4
» L]
0.9 0.2
0.2+ etanol:agua (8:2) 0.8 Hexano:cloroformio {1:1)
0.7 4 074
| IS
s
0.8 <+ 0.8
wy
4 o™~
0.5 & o5
[u]
0,4 Eguation y=a+b* 0.4+ Eguati y=a+b™
] Ad R-Squar | 033124 AR 057855
02 Vale 02 Value Standard Errar
B Intercept -0.00859 B Intercept 0.26282 0,08986
E Slope | 138012518 83243178 n B Sope 19068,00234 173540242
0.2 0.2
: - : : - : : : : : ] : : : - : : : : : ]
000001 000002 000002 000004 000005 0,00008 0,00007 000002 000004 0,00005 0,00008 0.00007
[Heeto] (mal/L) Hceto (moliL)

Figura Alll-5 — Curvas de calibracdo do farmaco Hcet em diferentes solventes e

comprimentos de onda

abs 222 nm

abs 430 nm

1.5 -
1 1.0 4
1,4 J
4 0.9
124 1 stanol:agua (8:2)
1 etanolagua (8:2) 0.8+
1,24 ]
1 0.7 -
1,14 £
4 =4 ]
w 0.6
1,0 4 =
™ 4
b w
0.2 2 054
DB; Equaticn y=8+b" 0.4 Equation y=a+b™
] Adj. R-Squar| 0,99932 ] Adj. R-5g | 0,9993
0.7 4 Value Standard Err 0,2 Walue Standard Ermo
] 8 Intercept | 0,04829 001288 D Interce | 581221E-4 0,00327
0e 8 Slope | 430179598 | 650,03564 0z D Slope | 176072338  108,01307
T ~ T R T ~ T - T R T R T ~ 1 R T T ~ T ~ T ~ T ~ T ~ T ~
1.2x10% 1810 18x10% 21x10% 24210 27x10 2ox10® 33x10° 20x10%  18x107  24x107  32x107  40x107  4gx10®  5ex10”
[ruibp] (mol/L) [ruibp] (mol/L}
0.6
0.8
o etanol:agua (8:2)
0.7 hexano:cloroformio (1:1)
0.4
E
C
w98
w
0.3 <
w
o
m
Equation y=a+b 0z
02 Adj. R-Squa 099312 Equston  |y==+ b
Value Standard Err| Ad). R-Square 099283
W B Intercept| 000599 0,01232 Vabe | Stadard Error
0.1 B Slope | 25,443 3074272 0.2 g Inerozpt | 0.11487 001579
’ B Siope 81062801 3078238
' T ' T i T i T i T i T ! T T T T T T 1
10x10°  z.0x10"  30x10"  40x10”  50x10” soxi0* T0x10” - . - L. . T .
’ : : : = - : 3.0x10 4.0x10 5.0210 8.0x10 7.0x10 8.0%10 9.0x10

[Ruibp] (maliL) [Ruibp] (maliL)

Figura Alll-6 — Curvas de calibracao do farmaco Ru,-ibp em diferentes solventes e

comprimentos de onda
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abs 255nm

abs 254 nm

1.0 - 0.55 -,
" 5
0 0.50 4
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0.5
0,40 -
0.7
=
= 0,25
&
&
0.6 <
@ 0,20
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0.5 ®©
o5 P
TS e 0,2! f_quamn y=e-b
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Figura Alll-7 — Curvas de calibracdo do farmaco Ru,-cet em diferentes solventes e

comprimentos de onda
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