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RESUMO

Gaspari Giovanini, Ana P. S. Design de complexos ruténio-nitrosilos contendo ligantes
polipiridinicos: estudos da relacdo estrutura-atividade e ensaios bioldgicos. 2018, 239 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias. Area: Quimica) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de

Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto/SP.

O comportamento do oxido nitrico (NO) em sistemas bioldgicos vem sendo explorado desde a
descoberta de sua importancia em processos regulatorios, fisiologicos e em patologias.
Atualmente hé o grande interesse no desenvolvimento de compostos que possam liberar o NO
de forma controlada em locais especificos nas células. Neste contexto, os complexos ruténio-
nitrosilos tém se mostrado bastante promissores, visto que podem liberar NO no interior celular
por processos redutimetricos, viabilizando sua utilizagdo como agentes antitumorais e/ou
tripanocida. Este estudo se baseia na premissa de que a liberagédo de NO pode ser direcionada
para o interior celular através da modulacdo dos ligantes de forma a obter complexos
biocompativeis. Assim, o presente trabalho visou o delineamento de complexos ruténio-
nitrosilos inéditos contendo ligantes polipiridinicos e/ou derivados de aminoacidos e, conducdo
de experimentos a nivel bioldgico. Os novos complexos ruténio-nitrosilos contendo os ligantes
3-etinilpiridina (3-etpy), derivado triazol de lisina e derivado iminico de triptofano foram
sintetizados e purificados com éxito. Os ligantes foram caracterizados por RMN de H e *C
RMN, HSQC e 'H-'H COSY, espectrometria de massas e espectroscopia no infravermelho. Os
complexos foram caracterizados por espectroscopia na regido do UV-visivel e FTIR, analise
elementar, voltametria ciclica e espectrometria de massas. Os complexos foram testados frente
a linhagens celulares B16-F10, MCF-7, MDA-MB231 e comparados com 0s testes em células
de mama sadia MCF-10A. Além disso, os complexos foram aplicados a formas amastigotas de
Trypanosoma cruzi. Os resultados de viabilidade celular mostraram que os complexos contendo
derivado triazol de lisina ocasionam citotoxicidade as células MCF-7, MB-231 e B16-F10. O
complexo cis-[Ru(NO)(bpy)2(3-etpy)](PFs)3.2H20 (onde bpy = 2,2’-bipiridina) apresentou
excelente resultado nos testes in vitro e in vivo frente a cepa Tulahuén LacZ e modelo murino,
qguando da sua associagdo ao benzonidazol. Os resultados obtidos sugerem possiveis relagdes
existentes entre estrutura-atividade, abrindo novos caminhos para a pesquisa na busca pelo

entendimento deste sistema, assim como o desenvolvimento de uma nova classe de compostos.

Palavras-chave: ruténio-nitrosilos, ligantes polipiridinicos, aminoacidos, cancer,

Trypanosoma cruzi



ABSTRACT

Gaspari Giovanini, Ana P. S. Design of ruthenium-nitrosyl complexes containing
polypyridines: studies of the structure-activity relationship and biological assays. 2018,
239 f. Thesis (Doctorate in Sciences. Area: Chemistry — at Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto/SP. 2018.

The behavior of nitric oxide (NO) in biological systems has been explored since the discovery
of its importance in regulatory, physiological, and pathological processes. Currently, there is a
great interest in the development of compounds that can release NO at specific sites inside cells
in a controlled manner. In this context, the ruthenium-nitrosyl complexes have shown to be very
promising, since they can release NO inside cells by reduction processes, turning possible its
aplications as antitumor and/or trypanocides agents. This study is based on the premise that the
release of NO can be directed to inside cells by modulating the ligands in order to obtain
biocompatible complexes. In this way, the present work aimed at the design of new ruthenium-
nitrosyl complexes containing polypyridine ligands and/or amino acid derivatives, and tests of
biological activity. The new ruthenium-nitrosyl complexes containing 3-ethynylpyridine,
triazole lysine derivative, and tryptophan imino derivative were synthesized and purified
successfully. Ligands were characterized by *H and *C NMR, HSQC, and COSY, mass
spectrometry and infrared spectroscopy. The complexes were characterized by spectroscopy in
the UV-visible region and FTIR, elemental analysis, cyclic voltammetry, and mass
spectrometry. The complexes were tested against cell lines B16-F10, MCF-7, MDA-MB231
and the normal breast cell model MCF-10A. In addition, the complexes were tested against
amastigote forms of Trypanosoma cruzi. Cell viability results showed that triazole derivative-
lysine complexes cause cytotoxicity to MCF-7, MB-231, and B16-F10 cells. The
cis-[Ru(NO)(bpy)2(3-etpy)](PFe)3.2H20 (where bpy = 2,2°-bipyridine) complex presented
excellent results in vitro and in vivo tests against the Tulahuén LacZ strain and the murine
model, respectively, when it was associated with benzonidazole. The results suggest possible
relationships between structure and activity, opening new prospectives in the search for

understanding this system, as well as the development of a new class of compounds.

Keywords: ruthenium-nitrosyls, polypyridines, amino acids, Trypanosoma cruzi
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1. INTRODUCAO

A Quimica Inorganica, ramo da quimica que estuda a sintese de compostos inorganicos
e organometalicos, tem dado contribuicdo significativa na modelagem e desenvolvimento de
novos farmacos, tanto para tratamento quanto para diagnostico de enfermidades. Nesta vertente,
a Quimica Inorganica Medicinal, &rea multidisciplinar que faz a ponte entre a Quimica
Inorgénica e a Quimica Medicinal, estimulada pela descoberta acidental da atividade bioldgica
da cisplatina (ROSENBERG; CAMP; KRIGAS, 1965), tem sido ferramenta essencial para o
entendimento das propriedades dos compostos de coordenacdo e sua atuacdo nos sistemas
bioldgicos.

Em geral, a atividade farmacoldgica de complexos metélicos é dependente do metal,
do ligante e/ou da interacdo existente entre ambos. Em muitos casos, 0s mecanismos de acdo
oriundos da atuacdo dos complexos metalicos como farmacos (metalofarmacos) ndo sdo bem
conhecidos ou elucidados. Ndo obstante, um bom entendimento das caracteristicas destes
mecanismos pode proporcionar um aumento na eficiéncia do seu uso, além de propiciar a
minimizacao de efeitos indesejados.

Uma das estratégias de pesquisadores, no que tange ao uso de metais na estrutura de
um farmaco, € sua ligacdo a uma molécula que apresente atividade farmacoldgica e/ou mesmo
a uma biomolécula. Nesta Ultima alternativa, destaca-se a coordenacdo do monoxido de
nitrogénio (NO) a um ion metéalico, e seu uso farmacol6gico. Assim, conhecer as propriedades
quimicas e biologicas desta molécula pode direcionar a sintese e obtencdo de compostos
racionalmente Gteis como pro-farmacos.

Neste contexto, os complexos ruténio-nitrosilos tém apresentado abrangéncia de
aplicacdes, tais como: atividade antitumoral contra inumeras linhagens celulares (in vitro e in
vivo) e atividade tripanocida. Estes complexos podem apresentar caracteristicas que podem ser
exploradas para o entendimento de sua acdo bioldgica, dentre elas: liberacdo de NO induzida
por luz e/ou processos redutimétricos, mecanismos de internalizacdo celular e interagdo com o
DNA em funcdo dos ligantes expectadores.

Tratando-se da liberacdo de NO, ha situacbes em que pode ser desejavel que o
complexo esteja em solugdo e se reduza liberando NO no meio circundante. Exemplo disso, é
o0 decréscimo da pressdo arterial em ratos hipertensos obtido com a aplicagdo do complexos
trans-[RuCl(cyclam)(NO)](PFe) (MARCONDES et al., 2002). Por outro lado, certamente ha

casos em que este processo redutimétrico instantaneo nao é interessante, pois a liberagdo de NO
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pode se dar antes do alvo ser atingido. Assim, para evitar esta redugcdo prematura, uma
alternativa é a incorporagéo de ligantes direcionadores ao complexo ruténio-nitrosilo, gerando
um sistema de liberacao controlada.

O estudo dos sistemas de liberacdo controlada de NO se atém ao fato de que
normalmente um farmaco veiculado em solugdo aquosa, ou de forma convencional, podem néo
conseguir atingir locais especificos em concentracGes adequadas para o efeito terapéutico.
Dentre as alternativas para controlar este obstaculo, podem ser citadas: a incorporacdo de
matrizes e a coordenacdo de aminoacidos a estes complexos de forma a direciona-los para o
interior celular através do seu transporte por canais proteicos.

Neste sentido, buscando entender sobre as caracteristicas e propriedades dos
complexos ruténio-nitrosilos, o presente trabalho visa contribuir com a discussdo da relacdo
estrutura-atividade de complexos de férmula geral cis-[Ru(NO)(bpy).L]**, em que L é um
derivado de piridina ou de aminoacido. Além disso, como ndo existem relatos de complexos do
tipo cis-[Ru(NO)(bpy).L]** em que L é um derivado de aminoécido, este trabalho podera

contribuir de forma decisiva para a area da Quimica Inorganica Medicinal.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Quimica Inorganica Medicinal

A Quimica Inorgéanica Medicinal é pautada basicamente no estudo de ions metélicos
em sistemas bioldgicos, buscando o entendimento da relacdo estrutura-atividade. O campo da
Quimica Inorganica Medicinal pode ser subdividido em duas classes principais de estudo: (i) a
area de desenvolvimento de compostos organicos para finalidade de interacdo com metais livres
ou coordenados a proteinas e, (ii) a area que visa o desenvolvimento de farmacos a base de
metais (metalofarmacos), os quais podem ser aplicados em diagndstico por imagem e/ou
terapia, em que o ion metalico é determinante para o0 mecanismo de acdo (FARRELL, 2002).

Na literatura, ha diversos relatos de metais e ions metalicos que foram utilizados com
propositos medicinais ha mais de 5000 anos (ELLAHIOUI; PRASHAR; GOMEZ-RUIZ,
2017). Os egipcios utilizavam o cobre para desinfec¢do da agua (ELLAHIOUI; PRASHAR,;
GOMEZ-RUIZ, 2017). Os chineses e indianos utilizavam o ouro para tratamento de variola e
ulceracbes cutaneas desde épocas remotas (MATIJEVIC, 2012, p. 102). Os maceddnios
utilizavam a prata para melhorar a cicatrizagdo, 0 que caracteriza uma das primeiras
intervencdes para prevenir ou mesmo tratar infeccbes (ALEXANDER, 2009). A utilizacdo do
ferro também data de tempos antigos, sendo as primeiras aplicacbes medicinais feitas por
egipcios, hindus, gregos e romanos para tratamento da clorose, doenca que geralmente causa
anemia (ABBASPOUR; HURRELL; KELISHADI, 2014). Nao obstante, somente no ultimo
século que a atividade medicinal de compostos metalicos se tornou objeto de pesquisa
(ELLAHIOUI; PRASHAR; GOMEZ-RUIZ, 2017).

Alguns dos primeiros farmacos inorganicos desenvolvidos com proposito medicinal
sdo: o complexo Arsfenamina ou Salvarsan (Figura 1), utilizado em tratamento de Sifilis
(MJOS; ORVIG, 2014) e o sal de ouro K[Au(CN).], utilizado para tratamento de tuberculose
(BERTINI, 2007; ELLAHIOUI; PRASHAR; GOMEZ-RUIZ, 2017). Apesar disso, 0
crescimento do estudo e desenvolvimento de metalofarmacos se iniciou na década de 1960,
com a descoberta feita por Rosenberg e colaboradores (ROSENBERG; CAMP; KRIGAS,
1965). Através de experimentos com Escherichia coli, foi observado que a mitose bacteriana
era inibida pelo agente quimico cisplatina, cis-[Pt(NH3).Cl,] (ROSENBERG; CAMP;
KRIGAS, 1965), o qual era formado in situ pela reac¢do entre a platina desprendida do eletrodo
por eletrolise e o cloreto de amonio do meio (ROSENBERG; CAMP; KRIGAS, 1965).
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O complexos cis-[Pt(NH3)2Cl,] foi sintetizado primeiramente por Peyrone em 1844 e
elucidado por Werner no ano de 1893 (DE BIASI; VILLENA-VARGAS; ADUSUMILLI,
2014), porém somente ap0s as observacGes de Rosenberg € que se iniciaram as pesquisas
relacionadas a sua atividade biologica. Neste cenario, Rosenberg constatou a eficiéncia da
cisplatina frente a células tumorais de sarcoma-180 e leucemia-L1210, criando uma nova classe
de compostos e alavancando as pesquisas cientificas nesta area (ROSENBERG et al., 1969).

Figura 1. Estrutura molecular do Salvarsan. A) Estrutura primeiramente proposta, B) e C) Estruturas atuais
constituintes do Salvarsan, mistura de trimero e pentdmero.

527 @ﬁj

A B C
Fonte: Adaptado de (LLOYD et al., 2005)

Atualmente a cisplatina ainda é um farmaco bastante utilizado contra diversos tipos de
tumores, tais como: cancer de ovario, de testiculo, de bexiga, de colo de Utero, do eséfago, de
vasos sanguineos, 6sseos (DASARI; BERNARD TCHOUNWOU, 2014), entre outros. Apesar
de ser o principal farmaco comercial a base de platina (DASARI; BERNARD TCHOUNWOU,
2014), a cisplatina apresenta diversos efeitos colaterais, dentre os quais podem ser citados a
toxicidade e aparecimento de resisténcia adquirida (BERALDO, 2011).

Em se tratando de farmacos para o combate ao cancer, compostos organicos ainda se
sobressaem comercialmente quando comparados aos inorganicos (MJOS; ORVIG, 2014). Este
evento deve-se ao desenvolvimento da industria farmacéutica embasada preferencialmente na
sintese organica e em seu aprimoramento (MJOS; ORVIG, 2014). Os farmacos medicinais
contendo metais sdo frequentemente estudados e desenvolvidos somente na academia e poucos
sdo utilizados clinicamente. Provavelmente por falta de estudos mais aprofundados sobre as

caracteristicas destes compostos e/ou testes biologicos de elucidagdo de mecanismos de acéo e
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excrecdo insuficientes, e de investidores industriais que acreditem no potencial destes
compostos para tratamento de doencas.

E justamente neste &mbito que a Quimica de Coordenacdo encontra seu propdsito
dentro da area da Quimica Medicinal, através do design molecular, sintese e caracterizacao de
novos compostos que possuam atividade bioldgica e que interajam com moléculas-alvo, sendo
conduzidas para um metabolismo especifico e ndo toxico.

Dentro da classe dos farmacos contendo metais, os de metais de transicéo tém sido os
mais amplamente estudados (VAN RIJT; SADLER, 2009). As vantagens do desenvolvimento
destes compostos sdo a: (i) a variedade de nimeros de coordenacdo e geometrias, 0 que
possibilita a modulagdo dos ligantes; (ii) nimeros de oxidacdo acessiveis ao meio bioldgico;
(iii) diferentes estruturas possiveis e (iv) termodindmica e cinética de labilizacdo de ligantes
compativeis (VAN RIJT; SADLER, 2009).

2.1.1 Complexos de metais de transicéo e aplicacOes biologicas

Devido as suas caracteristicas, os complexos de metais de transi¢cdo sdo bastante
promissores na busca por farmacos que atuem como agentes terapéuticos e/ou diagndsticos. A
diversidade de estruturas possiveis destes compostos e de suas aplicagbes farmacoldgicas
abrange, por exemplo, o tratamento de doencas tais como: canceres, infec¢bes, Chagas,
leishmaniose, diabetes, entre outras. Assim, para o desenvolvimento de novos complexos
metalicos que possam ser eficazes contra doencas é necessario o estudo dos seus respectivos
mecanismos de acdo farmacologica. Alguns dos complexos que foram e tém sido amplamente

estudados sdo apresentados a seguir.

2.1.1.1 Complexos de platina

O sucesso do complexo cis-diamindicloroplatina(ll) como agente antineoplasico
alavancou pesquisas nesta area (MJOS; ORVIG, 2014). Neste contexto, os cientistas buscaram
entender quais eram as propriedades quimicas que faziam com que um complexo de platina
levasse as celulas cancerigenas ao processo de apoptose celular. Para tal investigacdo, foram
sintetizados os complexos formados pelos eletrodos de platina durante o experimento de
eletrolise realizado por Rosenberg e colaboradores (1965) — (NHa)2[PtCle], (NH4)[PtCls(NH3)],
cis-[PtCla(NHs)2], cis-[PtCl2(NHa)2] e [PtCl3(NHs)s]Cl — e testes in vivo foram realizados.
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Dentre estes complexos, foi identificado que, a cis-[Pt(NH3)2Cl2] era a espécie mais ativa frente
a camundongos portadores de sarcoma-180 e leucemia-L1210 (ROSENBERG; VAN CAMP,
1970). Além destes compostos, a trans-[Pt(NHz)2Cl2] também foi testada para via de
comparacdo, mas nao apresentou citotoxicidade relevante (FONTES; ALMEIDA; NADER,
1997).

Devido aos resultados favoraveis da cisplatina contra tumores, testes clinicos foram
iniciados na década de 1970 e, em dezembro de 1978 foi aprovado seu uso, pela Administracao
de Alimentos e Farmacos (FDA) nos Estados Unidos, para tratamento de cancer de ovario e de
testiculo (RAJA et al., 2013). Este evento foi um marco na Quimica Inorganica Medicinal,
proporcionando vasto crescimento em pesquisas que buscassem compreender mecanismos de
acao bioldgica dos complexos metalicos e posteriormente design racional de estruturas com
maior eficécia.

Os mecanismos de agédo da cisplatina foram projetados com base em estudos de sua
estrutura-atividade. Sucessivas reacGes acido-base e solvélise/hidrolise ocorrem no meio
intracelular, sendo o ion cloro liberado e substituido pelo ligante aquo ou hidroxo (FONTES;
ALMEIDA; NADER, 1997). Estas reacdes sao apresentadas nas Equacbes 1,2 e 3

-CI

-Cr
cis-[PtCL(NH;),] + H,O % cis-[PtCI(H,0)(NH,),]" + H,0 e c’;“"[Pt(Hzo)z(NHs)z]z— 1)
cis-[PtCI(H,0)(NH,),]" _IH-IJ:' cis-[PtCI(OH)(NH,).] (@)
+
CfS-[Pt(HQO)Z(NH3)2]2+ -iT cis-[Pt(OH)(H,O)(NH,),]" ;-AHJ'- Cis-[PH{OH),(NH,),] 3)

Através da separacdo e deteccdo de complexos de platina em amostras de sangue e
plasma, Andersson e colaboradores (1996, apud (ESTEBAN-FERNANDEZ et al., 2010)
determinaram através de técnicas cromatograficas sofisticadas que os ions complexos
cis-[PtClo(NHs)2] e cis-[PtCI(H20)(NHa).]* estdo presentes em fluidos fisioldgico de pessoas
tratadas com cisplatina a nivel terapéutico (ESTEBAN-FERNANDEZ et al., 2010).
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Através de estudos em solucBes aquosas de cisplatina, o dimero (Equacdo 4) e a
espécie cis-[Pt(H20)2(NHs)2]?* foram detectados (ESTEBAN-FERNANDEZ et al., 2010;
HEUDI; CAILLEUX; ALLAIN, 1997), ndo havendo evidéncias de outras espécies presentes
em solucdo a temperatura ambiente. Por isso, apesar deste dimero existir em solucdes de
cisplatina, ndo existem relatos de sua detecgdo em meio bioldgico, assim, sua concentracdo ndo
é considerada frente ensaios in vivo e in vitro (ESTEBAN-FERNANDEZ et al., 2010).

Cis'[Pt(Hzo)z(NHs)z]b ; C'iS'[Pt(OH)(Hzo)(NH_z)z]‘ == [{cis-(u-OH),} [Pt(NH3)2]"' (4)
+H*

n=2ou3

Estes estudos em conjunto comprovam a rapida conversdo da cisplatina na espécie
cis-[Pt(NHz3)2(H20)CI]™ e por conseguinte a manutencdo do equilibrio entre estes dois
complexos pela concentracdo relativa de cloreto intracelular, como descrito na primeira etapa
da Equacdo 1. A concentragio de cloreto no plasma é de ~100 mmol L™ e no citoplasma
~4-12 mmol L (JUNG; LIPPARD, 2007), indicando que, por razdo de efeitos de concentragao,
fora da célula a concentracdo de cisplatina € muito maior do que de cis-[PtCI(H20)(NHs)2]" em
comparagdo com o citoplasma (~26 vezes, (FONTES; ALMEIDA; NADER, 1997).

Os mecanismos biogquimicos de internalizacdo celular da cisplatina ainda ndo séo
completamente elucidados. O que se sabe é que moléculas catidnicas dificilmente perpassam a
membrana lipidica. Portanto, dificilmente o complexo cis-[PtCI(H2.0)(NHa3)2]" sera
transportado para o exterior da célula antes de se ligar a biomoléculas, como o DNA, por
exemplo (JUNG; LIPPARD, 2007).

A cisplatina pode interagir com uma gama de componentes celulares, tais como
proteinas, membranas fosfolipidicas, acido desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico
(RNA), e estruturas que contenham enxofre. Uma vez no ndcleo celular, os complexos
catibnicos formados a partir da hidrélise da cisplatina interagirdo preferencialmente com o
DNA em detrimento da alta concentracdo de nucleotideos, de forma covalente e irreversivel
(JUNG; LIPPARD, 2007).

A priori a interacdo da cisplatina-DNA pode ocorrer por via de qualquer atomo que
possua elétrons livres (Base de Lewis). Apesar disso, os derivados catidnicos se coordenam
essencialmente pelos 4&tomos de nitrogénio “N7” das bases purinicas guanina (G) e adenina (A),

formando adutos. Estas bases sdo encontradas nos sulcos maiores do DNA e possuem carater
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nucleofilico mais intenso em comparagao aos outros atomos da estrutura, 0s quais se encontram
envolvidos em interagcdes intra- e intermoleculares fortes para manutencdo da estrutura
alfa-hélice do DNA ou ligados a cadeia glicosidica.

Os adutos podem ser formados através da coordenacéo interfitas e intrafita (Figura 2).
O aduto resultante da ligacdo 1,2-intrafita d(GpG) é o mais comum dentre os conhecidos (50%
do total), originando a coordenacdo de duas guaninas de fitas adjacentes para formar o
complexo cis-[Pt(NH3)-d(GpG)]?*. E importante ressaltar que existem outros exemplos de
adutos, porém estes sdo menos comuns, tais como: 1,2-intrafita d(ApG) formado pela
coordenacdo de uma adenina e uma guanina adjancentes; 1,3-intrafita d(GpTpG) formado entre
purinas separadas por uma ou mais bases entre elas; interfita formado entre purinas de fitas

diferentes e ligacbes monofuncionais (TORIGOE et al., 2005).

Figura 2. Adutos Pt-DNA formados a partir da ligacdo da cisplatina (A) com duas fitas do tipo 1,2-d(GpG)
(intrafita), (B) com duas fitas do tipo 1,2-d(ApG) (intrafita), (C) com duas fitas do tipo 1,3-d(GpTpG) (intrafita)
e (D) com duas fitas do tipo interfitas (ligacéo cruzada).

(A) (B)
H3N NH3 H3N NHs3
\/ \/

Pt Pt

/\ /\
cGCGCCGIGTCACGAGTTCGGc

(D)/Pt ~ g \

\\ NH3
eCGCGGCCAG\T/GCT CAAGccs

Pt
/\
H3N NH3

©)

Fonte: (TORIGOE et al., 2005).

A formacao dos adutos gera alteracdes na estrutura da dupla hélice do DNA, causando
desenovelamento da molécula e perda de sua conformagéo. Visto que o DNA € responsavel
pelas funcdes de replicacdo, transcricdo e reparo (WOZNIAK; CZECHOWSKA,; BLASIAK,
2004), modificacdes em sua estrutura tridimensional irdo promover a ativacdo das vias de
sinalizacdo de celular. Justamente por este mecanismo de acdo e eficacia em beneficio do
tratamentos de diversos tipos de cancer, é que a cisplatina foi amplamente utilizada (FONTES;
ALMEIDA; NADER, 1997; NEVES; VARGAS, 2011; TODD; LIPPARD, 2009; WOZNIAK;
CZECHOWSKA,; BLASIAK, 2004).
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Contudo, mesmo que a concentracdo de ion cloreto no meio extracelular seja maior do
que no meio intracelular, a reagdo de aquacgdo da cisplatina ocorre. Como o cation complexo
formado € bastante reativo, ele pode se ligar a proteinas antes mesmo de perpassar a membrana
lipidica e fazer com que o equilibrio da reacdo de aquacdo (Equacdo 1) seja favorecido,
diminuindo a disponibilidade da cisplatina. Cerca de apenas 1% da concentracdo total é
incorporado pelas células (CORTE-RODRIGUEZ et al., 2015).

Dentro da proporcao de 1% de cisplatina que sera internalizada, uma parte ainda ird
interagir com outras biomoléculas, como a glutationa, por exemplo. Por isso, é necessaria uma
dose suficientemente alta para que o efeito de citotoxicidade seja alcangado. Em geral, esta alta
dosagem causa efeitos colaterais severos aos pacientes, limitando os tratamentos. Dentre estes
efeitos colaterais, os mais comuns sdo: nefrotoxicidade (toxicidade do sistema renal) (PINATO;
MUSETT]I; SISSI, 2014; WHEATE et al., 2010), neurotoxicidade (danos no sistema nervoso)
(AMPTOULACH; TSAVARIS, 2011; NEVES; VARGAS, 2011; PAKEN et al.,, 2016),
ototoxicidade (danos no sistema coclear e/ou vestibular) (PAKEN et al.,, 2016),
hepatotoxicidade (toxicidade hepéatica) (CERSOSIMO, 1993) e mielosupressao (supressdo da
atividade da medula éssea) (WHEATE et al., 2010). Além disso, a cisplatina pode causar
resisténcia pelas células cancerigenas (AEBI et al., 1996; ANDREWS; HOWELL, 1990;
PARKER et al., 1991; REN et al., 2010; RHO et al., 2011; SHEN et al., 2012). Estes motivos
impulsionaram o desenvolvimento de novos complexos de platina assim como busca por novos
complexos metélicos que fossem eficazes no tratamento do cancer, minimizassem os efeitos
colaterais e fossem capazes de atuar em células resistentes a cisplatina.

Milhares de compostos de platina foram propostos, no entanto, somente
aproximadamente 30 encontram-se em testes clinicos (TYLKOWSKI; JASTRZAB; ODANI,
2018). Dentre estes, apenas dois destes complexos, carboplatina e oxaliplatina (Figura 3), foram
aprovados pela FDA para utilizacdo no tratamento de determinados tipos de cancer (PASETTO
et al., 2006; TYLKOWSKI; JASTRZAB; ODANI, 2018).
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Figura 3. Estruturas moleculares dos complexos de platina(ll).

NH N g
3 N o
| N
HsN—Pt—Cl J/ '
| e
ol 2 0
Cisplatina Oxaliplatina

Carboplatina

Fonte: (WHEATE et al., 2010).

A carboplatina, cis-diamino(ciclobutano-1,1-dicarboxilato)platina(ll) (cbdca-O’0),
foi aprovada em 1989 com o nome Paraplatin (DI PASQUA; GOODISMAN; DABROWIAK,
2012). Sua estrutura € similar a da cisplatina, possuindo mecanismo de acdo atraves da
formacdo de adutos. A diferenca entre os dois farmacos € que a carboplatina possui um ligante
bidentado coordenado ao ion Pt**, ao invés de dois cloretos. Esta modulagdo dos ligantes
confere a propriedade deste ser um complexo mais inerte, sendo sua constante de aquagéo
(Equacéo 5) (SOUSA; WLODARCZYK; MONTEIRO, 2014) da ordem de 108 s, ou seja,
1000 vezes menor do que a constante de aquagdo da cisplatina (Kcispiatina = 107 s1). Assim, a
carboplatina pode ser administrada em doses bastante elevadas (300-450 mgm?; cisplatina: 20-
120 mgm) (WHEATE et al., 2010).

+H,0 +H,0
—~ cis-[Pt(cbdca-0)(H,0)(NH,),]"

- 5 )

cis-[Pt(cbdca-0O,0")(NH,),] cis-[Pt(H,0),(NH,),]**  (5)

O carboxilato presente na estrutura da carboplatina confere um aumento de
solubilidade em meio fisioldgico e favorece a internalizagdo celular do farmaco (PASETTO et
al., 2006). Ademais, interage em menores propor¢des com biomoléculas e por isso os efeitos
colaterais sdo reduzidos (TYLKOWSKI; JASTRZAB; ODANI, 2018). Embora a carboplatina
substitua a cisplatina na terapia de alguns tipos de cancer, como o de ovario, ela ndo é tdo efetiva
quanto a cisplatina em outros tipos de tumores, tendo sua aplicagcdo um pouco restrita (NEVES;
VARGAS, 2011).

Dentro da classe de compostos de platina de terceira geracdo, a oxaliplatina, oxalato

de 1,2-diaminocicloexanoplatina(ll), foi aprovada para uso primeiramente na Franga, em 1996
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e posteriormente nos Estados Unidos (2002) e Japédo (2005) (WHEATE et al., 2010), com o
nome de Eloxatina® (Sanofi) (NEVES; VARGAS, 2011). Assim como a carboplatina, a
oxaliplatina apresenta cinética de aquacdo distinta da cisplatina devido a modulacdo dos
ligantes, visto que possui dois ligantes quelatos que formam anéis de cinco membros bastante
estaveis.

A oxilaliplatina foi o primeiro farmaco a apresentar atividade frente a células
cancerigenas em que a cisplatina apresenta resistencia. Seu mecanismo ainda ndo é
completamente elucidado, mas pesquisas demonstraram (WHEATE et al., 2010) que ocorre a
formacdo de adutos Pt-DNA do tipo GpG intrafita e interaces hidrofdbicas entre o ligante
1,2-diaminocicloexano e o sulco principal do DNA. Estas intera¢@es hidrofobicas bloqueiam a
ligacdo das proteinas de reparo, levando a célula a morte. Este efeito ajuda a explicar o porqué
deste farmaco ser eficaz contra cancer colorretal e a cisplatina e carboplatina ndo (JUNG;
LIPPARD, 2007; PIZARRO; SADLER, 2009). Além disso, seu efeito ainda pode ser
potencializado através da associagdo com outros farmacos (WHEATE et al., 2010).

Alguns complexos de platina, como a Nedaplatina, Lobaplatina e Heptaplatina (Figura
4) ja sdo comercializados, mas encontram-se aprovados para utilizacdo apenas no Japao, China
e Coreia (PIZARRO; SADLER, 2009; WHEATE et al., 2010). Outros complexos, por terem
citotoxicidades inferiores frente a células tumorais, comparando-se aos farmacos ja em uso,
devido a sérios efeitos colaterais ou mesmo por questdes de cunho econémico, foram

abandonados. Um exemplo disso, é o complexo conhecido pela siga BBR3464 (Figura 4).

Figura 4. Estrutura molecular do complexo trinuclear de platina BBR3463.

NH3 N \ ;‘
\/\/\/\ \/\/\/\NH2

Hs

CI/ \
3
Fonte: (Adaptado de MANZOTTI et al., 2000).

O BBR3464 é um complexo trinuclear de platina em que duas unidades
trans-[PtCI(NHs)2] sdo unidas por uma unidade trans-[Pt(NHs)2(NH2(CH2)sNH2)2]?*. A carga
total da espécie e +4, a qual é neutralizada por quatro contra-ions NOs". Sua internalizagdo
celular é mais eficiente e rapida em comparacdo com a cisplatina (WHEATE et al., 2010). O

BBR3463 forma adutos Pt-DNA em maior extensdo e mais flexiveis e interagem com o0 DNA
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através de fortes interacGes eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio (KASPARKOVA et al.,
2002; MANZOTTI et al., 2000).

Estudos clinicos demonstraram que a atividade citotoxica do complexo BBR3464 ¢
pronunciada frente a tumores resistentes (WHEATE et al., 2010), interagindo com o DNA de
forma que as enzimas de reparo por excisdo de nucleotideos (REN) néo o reconhecam, levando
a inducdo da via de apoptose independente da p53 (BIERSACK; SCHOBERT, 2016, p. 214),
que é o gene mais comumente alterado e encontrado em 50% de todos os tumores
(CAVALCANTI JUNIOR; KLUMB; MAIA, 2002). Apesar dos estudos mostrarem que o
BBR3464 apresenta grande eficiéncia contra diversos tipos de tumores, seus estudos foram
descontinuados a partir da fase Il dos testes clinicos por apresentar os efeitos colaterais de
toxicidade gastrointestinal e neutropenia (reducdo da contagem de neutrdfilos no sangue)
(PASETTO et al., 2006; WHEATE et al., 2010).

O desenvolvimento dos complexos derivados de platina continua sendo alvo de
estudos, e mesmo que muitas pesquisas tenham sido descontinuadas, muito se construiu no
entendimento dos mecanismos farmacoldgicos de acdo destes compostos, abrindo assim novos
caminhos para a busca de espécies que apresentem menos efeitos colaterais e sejam mais
eficazes para o tratamento do cancer. Neste contexto, além dos complexos de platina que tém
sido desenvolvidos (CULLINANE et al., 2018; HU et al., 2018; WLODARCZYK et al., 2018),
complexos de outros metais de transicdo tém se mostrado promissores e alternativos para o
tratamento de uma série de enfermidades. Dentre estes compostos, os de ruténio tém
apresentado notodria énfase por suas caracteristicas peculiares, como sera descrito com o devido

detalhamento na sequéncia.

2.1.1.2 Complexos de ruténio

O ruténio € um elemento da segunda série de transicdo da Tabela Periddica e encontra-
se na mesma familia do ferro. Possui configuracio eletronica [Kr] 4d’5s' e massa atdmica
101,07 u. Na natureza sdo encontrados sete isotopos: *Ru, ®Ru, *Ru, ©Ru, %'Ru, ®?Ru e
194Ru, com abundéncia relativa de 5,54%, 1,83%, 12,8%, 12,5%, 17,1%, 31,6% e 18,6%,
respectivamente (HOPP; FISCHER-GODDE; KLEINE, 2016).

O ruténio tem sido largamente estudado para aplicacdo em diversos campos ciéncia,
tais como: catélise, células solares e farmacos. Sua vasta aplicacdo se deve a sua rica e bem

estudada quimica de coordenacgéo e organometalica. Os estados de oxida¢do mais comuns do
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ruténio em solucéo aquosa sdo +2, +3 e +4 (HOLDER et al., 2018). S&o reportados inumeros
complexos com numeros de coordenacdo de 4 a 6 e geometrias variados.

No caso da hexacoordenacdo, as duas posicdes a mais na esfera priméaria de
coordenacao do ruténio, quando comparadas aos complexos quadrado planares de platina,
permitem uma melhor modulacdo de ligantes e um ambiente quimico com maiores
possibilidades.

Atualmente, as aplicacbes dos compostos de ruténio sdo muito abrangentes. Na area
farmacoldgica busca-se principalmente compostos promissores para tratamento do cancer e de
doencas negligenciadas, como Doenca de Chagas e Leishmaniose. As vantagens que favorecem
a pesquisa e aplicagcdo destes complexos para este fim incluem (CLARKE, 2002):

o Possibilidade de obtencdo de compostos com estruturas previsiveis em funcdo da
modulagéo dos ligantes;

o Presenca de processos de transferéncia de elétrons e obtencdo de compostos com
namero de oxidacéo Il e IlI;

o Aumento no conhecimento da atividade bioldgica destes compostos.

Além disso, a baixa toxicidade deste metal frente a células de mamiferos se deve a sua
semelhanca quimica com o ferro, o qual se encontra na mesma familia da Tabela Periddica.

Para melhor entendimento sobre estes complexos, eles serdo divididos em duas

classes: complexos de ruténio(l1l) e de ruténio(ll).

2.1.1.3 Complexos de ruténio(lll)

Em geral, para que ocorra o efeito citotoxico desejado, os complexos de ruténio(lll)
necessitam de etapas de ativacdo em meio bioldgico, em que o Ru®*" é reduzido ao Ru?*. Esta
reducdo ocorre em meios com as caracteristicas de hipoxia, de pH acido e em altos niveis de
glutationa (ZENG et al., 2017).

Um dos primeiros estudos sobre as propriedades citotoxicas dos complexos de ruténio
frente a células tumorais datam da década de 1980, com os compostos fac-[RuClz(NHs)s] e
cis-[RuUCI2(NH3)4]CI (HENRY; GUISSANI, 1999). Em 1987 o0 composto
[imH][trans-RuCls(im)2] (ICR) relatado por Keppler e colaboradores apresentou atividade
antitumoral contra células HelLa (cancer cervical), inspirando a sintese de compostos
relacionados, como o [indH][trans-RuCls(ind)2] (ind = indazol), conhecido como KP1019 e o
Na[trans-RuCls(ind).], conhecido como KP1339 (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura dos complexos [imH][trans-RuCls(dmso)(im)], [indH][trans-RuCl4(ind),] e
Na[trans-RuCla(ind).], em que im = imidazol e ind = indazol.
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Desde sua obtencdo, o complexo KP1019 tem apresentado resultados bastante

Fonte: (ZENG et al., 2017).

interessantes. Testes in vivo demonstraram uma drastica regressdo de 95% do volume dos
tumores em ratos portadores de cancer de colon. Nas condi¢des experimentais destes testes ndo
houve taxa de mortalidade (0%) e a perda de peso dos individuos foi infima (6%) (TRONDL
etal., 2014).

Os complexos KP1019 e KP1339 possuem estruturas bastante similares, mas
apresentaram diferentes distribuicdes intracelulares. O primeiro encontra-se basicamente no
citoplasma (75%) e o segundo no nucleo celular (90%). Apesar disso, estudos sugerem que 0S
mecanismos de citotoxicidade para eles sdo 0s mesmos ou bastante similares (STEVENS et al.,
2013; TRONDL et al., 2014).

Hipdteses baseadas em estudos quimicos e bioldgicos foram propostas para 0s
mecanismos de acdo dos complexos K1019 e K1339. Sua internalizacdo celular demonstrou
caminhos nao triviais para perpassar a membrana lipidica. Um destes caminhos, chamado de
“Cavalo de Tréia”, comprovou através de dados experimentais que o complexo KP1019 é
transportado para o interior celular via transferrina, seguido por endocitose através de
receptores transferrina especificos (GROESSL et al., 2007; STEVENS et al., 2013). Sabendo-
se que as células cancerosas possuem mais receptores de transferrina que as células sadias, a
citotoxicidade especifica ocorreria em decorréncia deste efeito. Ndo obstante, ndo foram
obtidos dados sobre como o farmaco € liberado dos endossomas para ter acesso aos alvos
intracelulares, e por isso, outros estudos foram realizados na tentativa de se compreender mais

sobre os entremeios envolvidos na agdo destes compostos (STEVENS et al., 2013).
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Estudos analiticos fundamentaram novas discussdes acerca da internalizacdo celular
do KP1910 e KP1339. Embora o aduto formado entre o complexo e a transferrina seja
cineticamente favoravel, adutos formados com a albumina sdo termodinamicamente mais
estaveis, 0 que € consistente com os experimentos de competicdo molecular (TRONDL et al.,
2014). Outrossim, j& é bem consolidado o papel da albumina frente a células cancerosas. Em
consequéncia do estresse celular causado pelo crescimento desenfreado tumoral, a albumina é
requerida por estas células para producdo de aminoacidos e energia para sua manutencdo. Da
mesma forma que a transferrina, a albumina é internalizada através de endocitose (FREI, 2011).

Em ambos o0s casos, as pesquisas ndo deixaram evidente o mecanismo da
citotoxicidade dos complexos. Também foram realizados estudos com DNA, mostrando que 0s
complexos KP1910 e KP1339 provocam lesdes que sao distintas das causadas pela cisplatina.
O mecanismo proposto envolve aumento da atividade antiproliferativa através do bloqueio
irreversivel dos mecanismos de reparo do DNA (MALINA et al., 2001).

Ainda nos ultimos anos, pesquisas tém sido conduzidas para elucidacdo dos
mecanismos de acdo destes farmacos (BIJELIC et al., 2016). E apesar de apresentar efeitos
colaterais minimos, a dose terapéutica ainda ndo foi estabelecida devido problemas de
solubilizagdo do complexo e volume de infusdo necessario para administracdo. Portanto, estes
complexos ainda encontram-se em testes clinicos de fase Il e aprimoramento estrutural
(TRONDL et al., 2014)

Outro composto bastante estudado foi o (ImH)[trans-RuCls(DMSQO)(im)] (DMSO =
dimetilsulfoxido e im = imidazol), conhecido por NAMI-A (New Anti-tumor Metastasis
Inhibitor), o qual foi o primeiro complexo de ruténio a ser testado em humanos (LEVINA;
MITRA; LAY, 2009). Apesar de apresentar baixa atividade frente a células tumorais in vitro,
apresentou efeito antimetastatico bastante eficaz (ZENG et al., 2017).

O mecanismo de acdo do NAMI-A envolve ligacdo ao DNA, RNA e ao residuo de
histidina que compde a albumina do soro (ZENG et al., 2017). Pacor e colaboradores (2004)
demonstraram que este complexo pode modular a expressdo da glicoproteina transmembrana
CD44, reduzindo a porcentagem de CD44", a qual é uma molécula associada a adesao celular
metastatica de certos tipos de neoplasias malignas (PACOR, 2004). Além disso, estudos fisico-
quimicos provaram que as etapas de aquacdo do complexo envolvem labilizacdo de ions cloreto
devido a parametros termodinamicos (AG) envolvidos neste processo (VARGIU et al., 2008).

Os equilibrios de aquacdo do NAMI-A sdo apresentados nas Equagdes 6, 7 e 8. Como

é possivel observar, 0 DMSO ndo ¢ labilizado nas duas primeiras etapas, fato este explicado
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pela forte ligacdo de hidrogénio formada apds a coordenagdo do primeiro ligante aquo. No
entanto, apds a saida do segundo CI, a dissociacdo do DMSO se torna mais favoravel
energeticamente (VARGIU et al., 2008).

[trans-RuClL(DMSO)(im)]” + H,0 ——=  [trans-RuCl;(DMSO)(H,0)(im)] + CT (6)

[trans-RuCl(DMSO)(H,0)(im)]” + H,0 cis, trans-[RuClL,(DMSO)(H,0),(im)]” + CI"  (7)

cis, trans-[RuCL(DMSO)(H,0),(im)]" + H,O [cis-RuCL(H,0),(im)]" + DMSO ®)

Apesar do NAMI-A apresentar efeito antimetastatico pronunciado nas pesquisas
iniciais, a Fase | dos testes clinicos demonstrou certa progressdo da doenga em alguns pacientes,
e a Fase Il demonstrou que varios pacientes adquiriram trombose venosa profunda. Por estas
questdes, os estudos clinicos para estes complexos foram descontinuados (LEIJEN et al., 2015).

Porém, além dos complexos de ruténio(lll), outros compostos de ruténio tém sido

elatados como potenciais farmacos: os complexos de ruténio(ll).

2.1.1.4 Complexos de ruténio(ll)

Nesta classe encontram-se os complexos com ligantes heterociclicos, tais como 0s
derivados de piridina (py), 2,2’-bipiridina (bpy), fenantrolina (phen), 2-fenilazopiridina (azpy),
2,2":6'2"-terpiridina (terpy), entre outros. Estes complexos apresentam singular combinagéo de
estabilidade quimica, modulacdo dos ligantes em ambiente octaédrico ou semi-octaédrico e
processos de oxirreducdo e atividades fotoquimicas e fotofisicas (SIZOVA et al., 2003). Estas
caracteristicas conferem a eles uma extensa quantidade de aplica¢cdes, como em células solares
(QIN; PENG, 2012; SHAHROOSVAND; ESKANDARI, 2018), catalisadores (DERIEN;
MONNIER; DIXNEUF, 2004; DUAN et al., 2012), farmacos (ABID; SHAMSI; AZAM, 2016;
GU et al.,, 2016; POPOLIN et al., 2017), antifingicos (ANTHONYSAMY et al., 2008;
DONNICI; ARAUJO; STOIANOFF, 2017; RAMESH; SIVAGAMASUNDARI, 2003) e
antimicrobianos (KUMAR et al., 2016; LI; COLLINS; KEENE, 2015).

Inicialmente, muitos compostos desta classe foram reportados e extensivamente
estudados devido sua aplicagido como sondas para DNA. Os complexos do tipo [Ru(phen)s]?*,
por exemplo, apresentam interagdes de trés naturezas distintas: eletrostatica, hidrofobica

através dos sulcos menores e, intercalagio. Dentre os dois, o isomero A-[Ru(phen)s]** (Figura
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6) apresentou efeitos mais intensos de interagdo com DNA, quando comparado ao isOmero
A-[Ru(phen)s)? (Figura 6) (ERKKILA; ODOM; BARTON, 1999).

Figura 6. Estrutura dos complexos A-[Ru(phen)s]?* e A-[Ru(phen)s]?*.

=

Isomero A Isomero A

Fonte: autora.

As interacdes destes compostos com 0 DNA ndo séo covalentes ou fortes o suficiente
para ocasionarem morte celular através do desenovelamento ou mesmo perda da conformacéo
da biomolécula, e por isso sdo utilizados apenas como sondas. No entanto, os esfor¢os no
entendimento de seus mecanismos de acdo propiciaram o design de moléculas as quais
pudessem aumentar a formacdo de adutos Ru-DNA, e gerassem os efeitos desejados em meio
bioldgico.

Neste cenario, compostos analogos foram estudados. Testes in vitro contra células
cancerigenas utilizando os complexos [RuCl(bpy)(terpy)]CI, cis-[RuClz(bpy)2] e
mer-[RuCls(terpy)] foram conduzidos por Novakové e colaboradores (1995), e demonstraram
que apenas o complexo mer-[Ru(terpy)C1s] apresentou atividade antitumoral contra células
L1210 (leucemia murino) e células de carcinoma humano de colo do Gtero (Hela). Seus
ensaios com biomoléculas mostraram que a reatividade dos complexos com o DNA exibe
mecanismos que sugerem significativa interacdo cruzada do tipo Ru-DNA interfitas
(NOVAKOVA et al., 1995).

Em comparagdo com o complexo [Ru(phen)s]?*, uma explicacdo plausivel para que a
modificacdo dos ligantes gere atividade biolégica para o mer-[RuCls(terpy)], é que este
complexo possui ligantes labeis em solucdo (cloretos), enquanto um ligante polipiridinico
possui cinética inerte o suficiente para que ndo haja troca de ligantes com o meio. Assim, 0

complexo proposto por Novakova e colaboradores (NOVAKOVA et al.,, 1995), tem a
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capacidade de interagir com o DNA covalentemente, bloqueando suas funcdes. Estes trabalhos
estabeleceram a importancia do desenvolvimento desta classe de compostos a base de ruténio-
polipiridinas como potenciais farmacos para o tratamento do cancer.

O complexo de formula [RuClz(azpy)2] apresenta cinco isdmeros teoricos diferentes
(KRAUSE; KRAUSE, 1980; MOTSWAINYANA,; AJIBADE, 2015; VELDERS et al., 2004).
Dentre estes cinco isdbmeros propostos, trés deles foram sintetizados, testados in vitro e sua
atividade biologica avaliada, sendo eles: 0 isdmero a, complexo na conformagdo trans,cis,cis,
o isdémero f, cis,trans,cis e o isdmero v, trans,cis,cis (Figura 7) em relacéo ao cloreto, a piridina
e ao nitrogénio do grupo azo (MOTSWAINYANA; AJIBADE, 2015). Os ensaios
demonstraram que as atividades anticancerigenas contra células MCF-7, EVSA-T, WIDR,
IGROV, M19, A498 e H266 (HOTZE et al., 2004) sdo dependentes de suas estruturas.

Figura 7. RepresentacOes das estruturas dos isbmeros mais comuns dos complexos [RuClz(azpy)].
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Fonte: Adaptado de (HOTZE et al., 2004).

O isdmero o apresentou citotoxicidade mais pronunciada do que o isomero [3, enquanto
o isomero y se mostrou desprovido de qualquer efeito citotoxico (MOTSWAINYANA,;
AJIBADE, 2015). Além disso, os isomeros a e [ apresentaram melhores controle da
proliferacdo tumoral e de metéstases em modelos pré-clinicos comparando-se com a cisplatina
(CHEN et al., 2005), o que os torna excelentes candidatos a metalofarmacos. Célculos
utilizando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT) sugeriram que cada isdbmero apresenta
diferengas na habilidade de intercalacdo com o DNA devido a fatores geométricos e eletronicos,
sendo consistentes com suas atividades bioldgicas (MOTSWAINYANA; AJIBADE, 2015).

Com o sucesso dos experimentos quimicos e bioldgicos envolvendo complexos de
ruténio(Il), diversas classes destes complexos tém sido desenvolvidas e estudadas no &mbito da
promissora aplicagdo farmacoldgica (DA SILVA; DE LIMA; DE PAULA MACHADO, 2015;
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LEVIN et al., 2016). Neste contexto, os complexos ruténio-nitrosilos tém se mostrado bastante
promissores (DA SILVA,; DE LIMA; DE PAULA MACHADO, 2015). Os objetivos das
pesquisas visam ndo somente a busca por novos farmacos, mas o entendimento de suas
propriedades e possiveis mecanismos de acdo. Assim, se tratando de complexos ruténio-
nitrosilos, é essencial entender o porqué da escolha do NO como ligante destes complexos e da

intensa busca pelo entendimento de seus mecanismos de acao.

2.2 Mondxido de Nitrogénio (NO)

O monoxido de nitrogénio é um géas incolor a temperatura ambiente (P.E. =-151,7 °C)
e possui baixa solubilidade em agua (1,94 mmol L*atm™ a 25°C) (ZACHARIA; DEEN, 2005).
De fato, 0 NO é 10 vezes mais soltvel em estruturas hidrofobicas do que hidrofilicas, sendo
caracteristica relevante para suas funcdes bioldgicas (THOMAS, 2015).

O NO possui 11 elétrons em sua camada de valéncia e sua configuracdo eletronica é
(61s)? (6*15)? (625)? (6*2s)? (n2p)* (52p)? (n*2p)*. Por apresentar um elétron desemparelhado,
a molécula é paramagnética. Devido as diferentes eletronegatividades do nitrogénio e oxigénio,
as contribui¢des para os orbitais moleculares (Figura 8) também sdo diferentes. As funcdes de
onda do oxigénio contribuem mais efetivamente para os orbitais moleculares ligantes, enquanto
0s orbitais antiligantes sdo formados predominantemente por contribuicdes das funcdes de onda
do nitrogénio. O elétron desemparelhado localizado no orbital ©n*, que possui carater
predominante do nitrogénio, é o que confere a seletividade da ligacdo via atomo de nitrogénio
ao reagir com metais ou radicais, como por exemplo Oz e O>" (TOLEDO; AUGUSTO, 2012).
Além disso, a maioria dos processos bioldgicos que envolvem esta molécula, ocorre via
estabilizacdo deste elétron desemparelhado (MCCLEVERTY, 2004).
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Figura 8. Diagrama de orbitais moleculares do mondxido de nitrogénio.
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Fonte: autora.

Até meados da década de 1980, o NO era considerado um poluente ambiental. A
descoberta de que ele possui papel fundamental em sistemas bioldgicos (IGNARRO, 1996),
tais como regulacdo da pressdo sanguinea (HOUSTON; HAYS, 2014; REES; BEN-ISHAY;
MONCADA, 1996), neurotransmissdo (KURIYAMA; OHKUMA, 1995; VINCENT, 2010;
VIZI, 2001), resposta imunoldgica (BOGDAN, 2001; MONCADA; HIGGS, 1991; WElI et al.,
1995), reparagéo de tecidos (FRANK et al., 2002; ISENBERG et al., 2005; WITTE; BARBUL,
2002), inibicdo de agregacdo plaquetaria (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991, p. 15;
RIDDELL; OWEN, 1999), relaxamento de mausculo liso (BLATTER; WIER, 1994,
WANSTALL et al., 2001) e, patologicos, onde o NO exerce funcdo relevante em doengas
inflamatoérias (SHARMA; AL-OMRAN; PARVATHY, 2007; WALLACE, 2005), nefrites
(BREMER et al., 1997; TRACHTMAN, 2004), diabetes (COHEN, 2005; KINGWELL et al.,
2002), artrite (IALENTI; MONCADA; ROSA, 1993; MCCARTNEY-FRANCIS, 1993;
STEFANOVIC-RACIC; STADLER; EVANS, 1993), arteriosclerose (MATTHYS; BULT,
1997; NAPOLI; IGNARRO, 2001), cancer (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991;
NATHAN; XIE, 1994; WINK; MITCHELL, 1998) e doencas neurodegenerativas
(HANNIBAL, 2016; SCHULZ; MATTHEWS; BEAL, 1995; VIRARKAR et al., 2013),
resultou em grande interesse em estudar seu comportamento e caracteristicas.

O NO é um radical que reage rapidamente com moléculas biologicas, possuindo tempo
de vida menor do que 2 segundos (THOMAS, 2015). A reacdo com o Oz, uma das mais
importantes reacdes do NO em meio bioldgico, gera ions peroxinitrito (ONOO"), o qual € um

forte oxidante e pode causar danos a biomoléculas, como ao DNA, onde podem ocorrer quebras
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das fitas, oxidacédo de sitios proteicos e nitracdo de aminoécidos arométicos (3-nitrosotirosina)
(KNOTT,; BOSSY-WETZEL, 2009; MCCLEVERTY, 2004; THOMAS, 2015).

No organismo humano o NO é produzido a partir da enzima oxido nitrico sintase
(NOS, do inglés Nitric Oxide Synthase), a qual possui trés isoformas: a tipo | (6xido nitrico
sintase neuronal, nNOS), tipo Il (6xido nitrico sintase induzivel, iINOS) e tipo 111 (6xido nitrico
sintase endotelial, eNOS). Cada unidade monomérica desta enzima possui quatro cofatores
responsaveis pela transferéncia de elétrons: uma molécula de flavina adenina dinucleotideo
(FAD), uma tetrahidrobiopterina (BH4), uma flavina mononucleotideo (FMN) e uma ferro
protoporfirina 1X (heme) (FEDOROV et al., 2004). Os substratos para estas enzimas séo
oxigénio e L-arginina, gerando NO e L-citrulina (Figura 9).

Figura 9. Reacdo realizada pela NOS. Producdo de mondxido de nitrogénio e L-citrulina a partir de L-arginina.
HoN

HoN

L-arginina L-citrulina

Fonte: autora.

As enzimas nNOS e eNOS, requerem o0 aumento na concentracdo de fons Ca?*
intracelular e consequente ativacdo da calmodulina para produzirem NO. Portanto, sua
regulacdo priméria é dependente do influxo de célcio e geracdo de baixos niveis de NO em
pequenos intervalos de tempo. Ja a iINOS, necessita ser induzida por citocinas e endotoxinas
bacterianas em praticamente todos os tipos de células, gerando NO em altas concentracdes por
intervalos de tempo prolongados. Cada uma destas enzimas esta envolvida em processos com
fungdes singulares, por exemplo, a eNOS é responsavel pelo tonus muscular, a nNOS esta
relacionada a AVC e enxaqueca, e a iINOS esta envolvida em choque séptico, artrite e esclerose
multipla (FEDOROV et al., 2004).
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Em consonancia com o papel desempenhado pelo NO no organismo, ha uma série de
processos patoldgicos associados a sua sobre- ou subprodugdo (FEDOROQV et al., 2004). Ao se
tratar de tumores (Figura 10), em concentracGes de NO entre 1 e 30 nM, estao relacionados 0s
efeitos diretos, em que ocorre promocédo da angiogénese e proliferacao de células endoteliais.
Em concentragdes entre 30 e 100 nM, ocorre um aumento acentuado da proteina quinase Akt e
a enzima ERK (quinase regulada por sinal extracelular) sinaliza uma resposta proliferativa e
anti-apoptotica em células tumorais. Até ~500 nM, ocorre aumento da atividade metastatica. O
fator 1 humano induzivel por hipéxia (HIF-1) é estabilizado aumentando assim o fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), ocasionando proliferacdo celular. Assim, nestes
trés niveis de concentracdo de NO, observa-se proliferacdo e protecdo das células tumorais, ao
passo que acima de 300 nM ocorre inibicdo da cadeia transportadora de elétrons e, por
conseguinte, a morte destas células por apoptose, ou ainda por estresse oxidativo (>500 uM)
(COULTER et al., 2008; MOCELLIN; BRONTE; NITTI, 2007; YEON et al., 2014).

Figura 10. Correlacdo entre concentracdo de dxido nitrico em tumores e mecanismos bioldgicos de morte e
proliferacéo celular.

[NO] (nM)
Estresse oxidativo
— 1000 .
Danos ao DNA e mitocéndrias REGRESSAO E
MORTE TUMORAL
Citotoxicidade (resposta imune)

— 300 Fosforilagdo da p53 - apoptose

Acumulacdo de HIF-1 - Aumenta VEGF

— 100
DESENVOLVIMENTO E
Aumento da Akt PROGRESSAO
TUMORAL

— 50  Fosforilagdo da ERK = sGC-dependente

Fonte: autora.

Outra reacdo amplamente estudada é a oxidagdo do NO para nitrito (NO2), reacdo a
qual ocorre in vivo (FEELISCH et al., 2008). O NO: que antes era considerado apenas um

subproduto metabolico inerte, encontra-se no plasma e tecidos na concentracdo de

51



Ana P. S. Gaspari Giovanini Tese de Doutorado

50,0-500,0 nM e 0,50-25,0 uM, respectivamente, possuindo fungdes bioldgicas relevantes. Na
ultima década, estudos demonstraram que biomoléculas, tais como clusters ferro-enxofre,
redutases de molibdénio e proteinas contendo grupo heme, agem através de mecanismos
cooperativos em ambientes de hipdxia para que a reducdo NO2/NO aconteca (FEELISCH et al.,
2008).

S&o expressivas as evidencias da importancia do NO em uma vasta gama de processos
fisioldgicos e patologias. Uma vez que a sua atividade intracelular é dependente de sua
concentracdo, a busca e desenvolvimento de farmacos que possam modular sua liberacdo é
eminente, tanto no aspecto de sua remogdo em meio com excesso de NO, quanto na liberagéo
para vias de morte tumoral. Compostos de ruténio tém sido os mais estudados para estes fins, e
para compreensdo dos mecanismos pelos quais 0 NO atua no organismo. A coordenacdo desta
molécula ao ion ruténio e sua posterior liberacdo em um determinado sitio bioldgico sob
estimulo quimico, eletroquimico e fotoquimico, tornou-se objeto de estudo de muitos
pesquisadores (HEINRICH et al., 2013; LEVIN et al., 2016; RODRIGUES et al., 2015).

2.3 Complexos ruténio-nitrosilos

A partir de fins do século passado, varios doadores e capturadores de NO foram
desenvolvidos. Um complexo que se apresenta como potencial e eficiente sequestrador de NO
é o [Ru"(EDTA)(H20)] em que o ligante EDTA (EtilenoDiaminoTetrAcetato) possui 5 sitios
de coordenacdo, deixando uma posi¢do disponivel para substituicdo do ligante aquo pelo NO,
formando o [Ru(HEDTA)(NO)], com constante de formacgdo de 2,24x10° L mol? s?
(ZANICHELLI et al., 2007).

Outro complexo bem conhecido é o K[Ru(HEDTA)CI], que apresenta solubilidade em
meio aquoso. O ion [RU(HEDTA)CI] possui ligante CI labil frente a reagdes de aquacdo mas
ndo possui livre passagem pelas membranas lipidicas (SEDDON; SEDDON; CLARK, 2013,
p. 198). Importante vantagem desta caracteristica € que o complexo entra em contato somente
com o NO produzido em excesso gque se encontra na corrente sanguinea, e nao, aquele
encontrado em células endoteliais responsaveis pela regulacéo da pressdo. De maneira geral,
esta classe de compostos pode ser utilizada para tratamento de doencas que séo decorrentes do
excesso de NO. A partir do momento que o NO se coordenada ao fon Ru®*, a ligagdo Ru-NO

se torna inerte suficiente para que ndo ocorra processos de oxirredugdo ou reacOes de
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substituicdo (WANG; CAI; TANIGUCHI, 2005), sendo rapidamente excretado pela urina
(LENTZ et al., 2009).

Tratando-se de doadores de NO, os primeiros conhecidos, embora ndo como tais,
foram os nitratos organicos, como a nitroglicerina e, o0 complexo metalico nitroprussiato de
sodio, que embora tenha sido descoberto no final século XIX, s6 foi aplicado a medicina na
década de 1950 (LOCKWOOD et al., 2010).

O nitroprussiato de sodio (NP), de formula Naz[Fe(CN)sNO], é um complexo de Fe?*
hexacoordenado, contendo cinco ions cianeto e um nitrosil em sua esfera de coordenacéo
primaria. Possui solubilidade em meio aquoso e € geralmente utilizado em casos onde a reducéo
imediata de pressdo sanguinea arterial (hipertensdo) e para inducdo de hipotensdo durante
cirurgias (BELANI et al., 2014; FRIEDERICH; BUTTERWORTH, 1995). No entanto, ha
algumas limitagcdes em seu uso. Dependendo da concentracdo de cianeto presente no sangue,
podem ocorrer os seguintes sintomas: taquicardia e rubor (20,0-30,0 umol mL™), niveis
reduzidos de consciéncia (48,0-65,0 umol mL™?), coma (95,0-114,0 umol mL™) e morte (acima
de 114 pmol mL?) (LOCKWOOD et al., 2010). A exposi¢do a altas doses ou uso continuo
pode acarretar em acumulo de cianeto e seu metabdlito tiocianato (ARNOLD;
LONGNECKER; EPSTEIN, 1984; LOCKWOOQOD et al., 2010).

Para se contornar as dificuldades provenientes do uso do NP, alternativas podem ser
utilizadas, tais como: administracdo de outros compostos tidos como antidotos, como
hidroxocobalamina ou tiossulfato de sddio (ARNOLD; LONGNECKER; EPSTEIN, 1984,
LOCKWOOD et al., 2010), ou o uso de outros doadores de NO.

Exemplos de doadores de NO s&o: N-hidroxiguanidinas (YOO; FUKUTO, 1995),
nitratos e nitritos organicos (THATCHER et al., 2004), S-nitrosotidis (ARNELLE; STAMLER,
1995; SEABRA et al., 2010), nitritos inorganicos (DEROSA; BU; FORD, 2005),
diazeniodiolatos (KEEFER et al., 2001; LUO et al, 2017), N-nitrosaminas/N-
hidroxinitrosaminas/nitrosiminas  (WANG; CAIl; TANIGUCHI, 2005), furoxanos
((TURNBULL et al., 2006; WANG et al., 2015); e nitrosilos de metais de transi¢do (DA
SILVA; DE LIMA; DE PAULA MACHADO, 2015; LEVIN etal., 2016; TFOUNI et al., 2010).
A Figura 11 apresenta um resumo dos doadores de NO mais conhecidos e suas estruturas.
Destas classes, os complexos metalicos tém sido os mais amplamente estudados e podem ser
vistos como bons candidatos a serem utilizados em terapia clinica como sistemas doadores de
NO.
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Figura 11.

Metais de Transicédo

Exemplos de compostos doadores de NO.
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No contexto de nitrosilos de metais de transicdo como liberadores de NO, o0s
complexos de ruténio mostraram-se bastante promissores (DA SILVA; DE LIMA; DE PAULA
MACHADO, 2015; LEVIN et al., 2016; TFOUNI et al., 2010), pois o ruténio forma mais

nitrosilo complexos que qualquer outro elemento além de possuir caracteristicas que podem ser

desenvolvidas para aplicacdes farmacologicas. Exemplos de liberadores de NO sédo

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Exemplos de complexos ruténio-nitrosilos liberadores de NO e respectivas referéncias.

Complexos Referéncia

[(Im).H][trans-Ru(NO)Cl4(Im)] (SERLI et al., 2002)
[cis,mer-Ru(NO)Clx(py)s][BF4]

[Ru"(NO)(bpy)(4'-(2-fluorenyl)- (ENRIQUEZ-CABRERA et al., 2017)
2,2":6'2"-terpyridine)][PFs]s

trans-[Ru(NO)(NH3)sL]%* (L =4-pic, py, nic, (SILVA et al., 2000; TFOUNI et al., 2010; TFOUNI et al.,

pz, 4-acpy, PR3, diox-COO) 2003; TOLEDO et al., 2004)
PYH[RUNO(NO2)2(ONO)Py(OH)] (KOSTIN et al., 2016)
NHa[Ru(NO)Pys(u-O)]2(PFe)3
cis-[Ru(NO)(bpy)2(L)](PFe)s L = 4-pic, py, (RODRIGUES et al., 2016; SAUAIA; SILVA, 2003);
3-etpy, 4-pyCHO, 4-acpy presente trabalho
[Ru(NO)(bpy)(Me3[9]aneN3)](BF4). (LEVIN et al., 2016)
[(N(CH2CHz3)4][Ru(NO)CI3(AA-H)] (RATHGEB et al., 2014); presente trabalho

Fonte: autora.

A possibilidade da liberacdo de NO modulada por complexos ruténio-nitrosilos € um
campo que tem sido bastante desenvolvido por pesquisadores brasileiros, visto que estes
complexos tém se apresentado como promissores metalo-farmacos (DA SILVA; DE LIMA,;
DE PAULA MACHADO, 2015). Assim, o emprego destes complexos liberadores exdgenos de
NO a alvos celulares especificos € uma area bastante atrativa, visto que seu estudo pode levar
a terapias alternativas e mais eficientes para o tratamento de inimeras doencas.

Neste sentido, pesquisas buscando entender a relacdo estrutura-atividade de
complexos ruténio-nitrosilos comprovaram que suas caracteristicas sdo moduladas também
pela influéncia dos co-ligantes (DA SILVA; DE LIMA; DE PAULA MACHADO, 2015).
Assim, este trabalho visa contribuir para tais estudos através do desenvolvimento de novos
complexos ruténio-nitrosilos contendo ligantes polipiridinicos, assim como o estudo de suas

propriedades fisico-quimicas e aplicagdes bioldgicas.
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HIPOTESE E JUSTIFICATIVA
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3. HIPOTESE

O uso de metalofarmacos como alternativa contra vérios tipos de doencas vem hé
muito sendo discutida como possibilidade de aplicagdo clinica. Neste contexto, conhecer
relacdo estrutura-atividade destes complexos é fundamental para que se possa ter aplicacdo
terapéutica. Dentre as varias possibilidades, complexos de ruténio constitui-se uma classe a qual
merece ser destacada face a baixa toxicidade exibida por estas espécies em meio biologico.

Sabe-se que alguns compostos de ruténio apresentam liberacdo de NO frente a
estimulo luminoso e/ou redutimétrico, caracteristica esta que pode ser utilizada em aplicacGes
terapéuticas. No entanto, apesar desta aplicacdo ser de interesse farmacol6gico, muitos destes
compostos ndo apresentam internalizacdo celular suficiente para que a liberagdo do NO
aconteca nos locais alvo (interior celular). Neste sentido, este trabalho propbs o desenho
racional de compostos de ruténio os quais possuissem ligantes direcionadores (aminoacidos),
ou seja, ligantes que trouxessem ao complexo propriedades que o fizessem perpassar a

membrana celular e liberar NO no interior das células cancerosas.
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4. JUSTIFICATIVA

Como destacado, 0 NO é uma molécula responsavel por fungdes fundamentais em
sistemas biologicos. Assim, ele pode atuar no crescimento de tumores, através de efeitos pro-
ou anti-proliferativos, a partir de um mecanismo dose-dependente (CARNEIRO et al., 2011;
RIDNOUR et al., 2006). Neste sentido, a busca por compostos que possam atuar como doadores
de NO ¢ alvo de muitas pesquisas (DA SILVA; DE LIMA; DE PAULA MACHADO, 2015;
LEVIN etal., 2016; RODRIGUES et al., 2016).

Visto que o controle da liberacdo de NO pode ser alcancado através de processos
redutimétricos no interior celular, estudar a relacdo estrutura-atividade de complexos ruténio-
nitrosilos pode auxiliar no entendimento deste sistema, assim como criar oportunidades para o
desenvolvimento de novos farmacos com caracteristicas que podem ser exploradas para a
melhoria de sua acdo.

Além disso, atualmente existe uma busca por compostos que apresentem maior
biocompatibilidade, ou seja, que possuam biomoléculas em sua estrutura, com caracteristicas
que as auxiliem na transposic¢do da membrana celular, de forma a evitar a liberacéo precoce de
NO. Desde que a membrana celular constitui uma barreira formidavel, o desenho racional de
estruturas com afinidade bioldgica pode direcionar os complexos ruténio-nitrosilos aos alvos
de interesse, gerando a citotoxicidade a alvos especificos.

Para a obtencdo do ligante derivado de aminoéacido, existem varias alternativas na
literatura, tais como bases de Schiff e Click chemistry. As bases de Schiff recebem este nome
devido ao seu descobrimento por Hugo Schiff (KAJAL et al., 2013; QIN et al., 2013). Estes
compostos sdo obtidos a partir da reacdo de condensacdo de aminas primarias com compostos
carbonilicos em condic@es especificas. Sdo também conhecidas como azometinas e possuem
em sua estrutura grupos imina (C=N) e formula minima R3R2C=NR1 (QIN et al., 2013).
Ademais, possuem alta afinidade por ions metalicos (KOSTOVA; SASO, 2013; PAREKH;
MEHTA,; PATEL, 2006; ROSA et al., 2018; YOUSIF et al., 2017), formando compostos de
coordenacao estaveis em diferentes estados de oxidacdo (COZZI, 2004). Suas aplicacdes sdo
diversas, tais como atividade antifungica (ABU-DIEF; MOHAMED, 2015; PAREKH;
MEHTA; PATEL, 2006), sensores para metais pesados (ROSA et al., 2018), catalise (LIU et
al., 2018), atividade antimicrobiana (IBRAHIM; MOHAMED; REFAT, 2014), antimalarica,
antiproliferativa, anti-inflamatoria, antiviral e antipirética (AL ZOUBI et al., 2018).
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Ja no &mbito da Click chemistry, escolheu-se sintetizar os derivados de aminoéacidos
por adicdo azida-alcino. Estudada primeiramente por Huisgen (HUISGEN, 1963); (HURD,
1965) e aprimorada por Sharpless e colaboradores (KOLB; SHARPLESS, 2003,
ROSTOVTSEV et al., 2002), a adi¢do 1,3-dipolar envolve a reacdo entre azidas e acetilenos,
catalisada por Cu(l), com formagdo regioespecifica de compostos 1,2,3-triazol-4-
dissubstituidos, a qual é comumente chamada de CuUAAC (Copper-catalized Azide-Alkyne
Cicloaddition) (LIANG; ASTRUC, 2011). Esta reacdo tem sido bastante empregada em sintese
organica, quimica medicinal, biologia molecular, polimeros e materiais (LI et al., 2010), visto
que apresenta alta eficiéncia em fungdo dos bons rendimentos sintéticos, versatilidade no
ambito de design molecular, regioseletividade, além de ser estivel frente a processos de
oxirreducdo e hidrolise (LI et al., 2010).

Baron et al. (2012) propuseram um dos primeiros trabalhos envolvendo compostos
ruténio-polipiridinicos em que a Click chemistry foi empregada para o desenho racional de
complexos de ruténio, através da sintese do [Ru(bpy)2(bpy-CCH)]?*. Este complexo apresentou
atividade fotogquimica (BARON et al., 2012) e através de flash fotdlise foi estudada a natureza
da transferéncia de elétrons.

Apesar da Click chemistry ser uma alternativa bastante interessante e versatil, muito
pouco é encontrado na literatura sobre a utilizagdo do mecanismo CUAAC para a obtencédo de
compostos de coordenagdo de ruténio. Assim, utilizar esta técnica para sintese de novos
compostos ruténio-nitrosilos parece ser uma alternativa inovadora e promissora para o
desenvolvimento de farmacos. Haja vista que ndo sdo encontrados relatos de complexos
ruténio-nitrosilos contendo ligantes monodentados derivados de amino&cidos, os quais possam
ter sua acdo citotdxica no interior da célula proporcionada pela biomolécula coordenada, seu
desenvolvimento parece ser uma excelente proposta. E justamente nesta proposta que este
trabalho se justifica: a sintese, caracterizacdo e testes biologicos envolvendo complexos

ruténio-nitrosilos contendo derivados de aminoacidos em sua estrutura.
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5. OBJETIVOS

Com base nas consideracdes apresentadas, o presente projeto tem como objetivo o
design de complexos ruténio-nitrosilos contendo biomoléculas como estratégia para aumento
dainternalizagdo celular e avaliacdo da citotoxicidade frente a células tumorais e cepa Tulahuén

LacZ de Trypanosoma cruzi (T. cruzi).

5.1 Objetivos especificos

. Sintese e purificacdo de ligantes derivados de aminoacidos e/ou moléculas com
atividade biologica que possam ser coordenados a um centro metalico de ruténio(ll);

. Caracterizacdo dos ligantes obtidos por técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear
de 13C e H (e correlagdes, HSQC, HMBC e COSY), espectrometria de massas,
espectroscopia de absorcdo na regido do Ultravioleta-visivel (Uv-vis) e
infravermelho (FTIR);

. Sintese dos complexos de ruténio(Il) de formula geral cis-[Ru(NO)(bpy)2L]%*, em
que é L € um ligante monodentado;

. Caracterizacdo dos complexos obtidos através de técnicas de espectroscopia Uv-vis
e FTIR, andlise elementar, voltametria ciclica, espectroeletroquimica, atividade
fotoquimica, entre outras;

. Avaliacéo in vitro da citotoxicidade dos complexos sintetizados neste trabalho em
diversas linhagens de células cancerigenas, tais como melanoma murino (B16-F10)
e cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB231).

. Avaliacdo in vitro da citotoxicidade dos complexos frente a linhagens de células
sadias de cancer de mama (MCF-10) e fibroblasto murino (L929) para via de analise
de viabilidade celular;

. Avaliacdo in vitro da potencial atividade tripanocida frente a cepa Tulahuén LacZ
de Trypanosoma cruzi (T. cruzi);

. Avaliacgéo in vitro da citotoxicidade dos complexos frente a linhagem de células
primarias de rim de macaco (LLCMK2), modelo utilizado como células sadias para

comparagdo com os ensaios contra T. cruzi.
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6. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

6.1 Reagentes e Solventes

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram adquiridos comercialmente e,
qguando necessario foram purificados. Na tabela abaixo (Tabela 2) encontra-se a lista de

reagentes e solventes, utilizados nas sinteses e analises e suas respectivas pureza e procedéncia.

Tabela 2. Reagentes e solventes utilizados nas sinteses realizadas neste trabalho.

Reagente ou Solvente Pureza (%) Marca
1,10-fenantrolina (phen) >99,5 Merck
2,2’-bipiridina (bpy) 99,0 Acrds Organics
3-etinilpiridina (3-etpy) 98,0 Aldrich
4-piridinacarboxaldeido 97,0 Aldrich
Acetato de etila 99,5 Vetec
Acetato de sodio >99,0 Sigma-Aldrich
Acetona 99,5 Synth
Acetonitrila 99,9 Panreac
Acido cloridrico 36,5-38,0 (em massa) Synth
Acido hexafluorfosférico ~65,0 Sigma-Aldrich
Acido nitrico 65,0% (em massa) Synth
Acido sulfarico 95,0-98,0 J. T. Baker
Acido trifluoracético 99,0 Acros
Anidrido trifluorometanosulfénico >99.0 Sigma-Aldrich
Argbnio 99,9 White Martins
Ascorbato de sédio 98,0 Sigma-Aldrich
Azida de sodio 99,9 Merck
Benzonidazol 97,0 Aldrich
Bicarbonato de sodio 99,7 Sigma-Aldrich
Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- 98,0 Sigma

difenil tetrazolio
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Cloreto de ferro(ll1) hexahidratado
Cloreto de litio
Cloreto de potéssio
Cloreto de ruténio(lll)
Cloreto de sodio
Cloreto de tetrabultiaménio
Cloreto de tetraetilaménio
Diclorometano
Dimetilsulfoxido (DMSQ)
Etanol
Eter etilico
Fmoc-Lys(Boc)-OH
Hexafluorofosfato de amonio
Hexafluorofosfato de hidrogénio
Hexano
Hidroxido de potéssio
Hidréxido de sddio
L-triptofano (Trp)
Metanol
Monohidrogenofosfato de sodio
N,N-Dimetilformamida (DMF)
Nitrito de sddio
Oxalato de potassio monoidratado
Piridina (py)
Placas de alumina para CCD
Placas de silica para CCD
Silica gel 60

Sulfato de cobre(ll) pentaidratado

97
99,0

99,0

50-55 (em massa de Ru)

99,0
97,0
98,0
98,0
99,7
99,5
99,0
>98,0
99,0
65,0
98,5
90,0
97,0
99,0
99,0
98,0
99,8
99,4
98,5

99,8

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Vetec
Aldrich
Vetec
Aldrich
Sigma
Dindmica
Vetec
Synth
Vetec
Sigma-Aldrich
Strem
Sigma-Aldrich
Dindmica
Sigma-Aldrich
Vetec
Sigma
Vetec
Synth
Dindmica
J. T. Baker
Sigma-Aldrich
Aldrich
J. T. Baker
Sigma-Aldrich
Merck

Sigma-Aldrich
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Sulfato de magnésio >99.5 Sigma-Aldrich

Fonte: autora

Os reagentes e solventes utilizados foram adquiridos comercialmente e, quando
necessario foram purificados previamente conforme métodos padrdo. A agua destilada foi
obtida a partir de um sistema MiliQ (Milipor Corp).

6.2 Sintese dos ligantes
6.2.1 Ligante derivado de lisina (pyLys)

6.2.1.1 Desprotecdo do Fmoc-Lys(Boc)-OH (Etapa 1)

T
=0

H 900 TFA

HZN/—\—>_/<O
HN  OH
=0

A um baldo de fundo redondo contendo 0,500 g de Fmoc-Lys(Boc)-OH (0,500 g,
0,10 mmol) foram adicionados 6,0 mL de diclorometano seco. O sistema foi resfriado a
0,0+0,1 °C e foram adicionados 5,0 mL de acido trifluoracético. A mistura foi agitada durante
um periodo de 3 horas e a reacdo foi monitorada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
em placas de silica, onde utilizou-se silica como fase estacionéria, e como fase mdvel acetato
de etilashexano 4:1. Apds o consumo de todo material de partida, o produto foi concentrado

para retirar excesso dos solventes e passou-se diretamente para proxima etapa (Etapa 3).

6.2.1.2 Sintese do triflato de azida (Etapa 2)

F% 5 NaN; N_P E
F O// \(I) _ > _N,/N+ S
0=S=0 Hzo/CHzc|2 o = F
F——F
F TN,
(TF),0
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Pesou-se 0,620 g de NaN3 (10,0 mmol) e adicionou-se a um bal&o de fundo redondo
contendo uma mistura heterogénea de 3,0 mL de diclorometano e 4,0 mL de agua destilada.
Resfriou-se a solu¢édo a 5,0+0,1 °C e adicionou-se gota a gota anidrido trifluorometanosulfénico
(anidrido triflico, 0,35 mL, 20,0 mmol). Deixou-se sob agitacdo por 2,5 horas. Apos verificacdo
do fim da reacdo por CCD em placas de silica, a mistura foi adicionada a um funil de separagéo
onde a fase orgénica foi separada e a fase aquosa neutralizada com solugdo saturada de
NaHCOs. Foram realizadas extragcbes com 5,0 mL de diclorometano (3 vezes). As fragdes
organicas foram reunidas e adicionadas a um baldo de fundo redondo para utilizagdo na proxima
etapa (Etapa 3).

6.2.1.3 Sintese da azido-lisina (Etapa 3)

HN OH

=0

W_HO

HN>= OH

Q H,0/K,CO, o
. i MeOH/CuSO, . i

O composto produzido na etapa 1 foi adicionado a um baldo de fundo redondo

juntamente & 7,0 mL de &gua destilada, 2,0 mL de metanol, NaHCOs (0,180 g, 0,20 mmol) e

CuS04 (0,002 g, 12,0 umol). Posteriormente, com auxilio de um funil de adicdo, adicionou-se
gota a gota a solucdo obtida na Etapa 2 a mistura reacional. Deixou-se reagir por 16 horas,
acompanhando-se o fim da reacdo por CCD em placas de silica. Ao final da reacéo, os solventes
foram rotaevaporados até secura. A mistura de aspecto oleoso obtida foram adicionados 20,0
mL de agua e acidificado a pH~ 2 com solug&o de HCI 0,10 mol L. Extraiu-se com 3 porcdes
de 10,0 mL de acetato de etila. A fase organica foi tratada com NaHCO3 saturado, seca com

MgSOs e levada a secura por rotaevaporagdo. O produto conduzido diretamente para proxima
etapa.
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6.2.1.4 Sintese do derivado de lisina (pyLys) (Etapa 4)

N
HoN o 7/ \ 0
\_N
dmf/3-etpy = N=— 0
OH cuso,
HN\ Ascorbato de Sodio 67% OH
Fmoc 80°C HN

Lys
PYLY Fmoc

Em um tubo de micro-ondas equipado com uma barra de agitacdo magnética
adicionou-se a azidolisina (0,360 g 0,90 mmol), dissolvido em 0,75 mL de DMF. Apo6s
dissolucgdo, adicionou-se 3-etinilpiridina (0,098 g, 0,95 mmol) juntamente a ascorbato de sodio
(0,023 g, 0,12 mmol) e CuSO4 (0,002 g, 12,0 umol). A mistura foi mantida sob agitagdo ¢
aquecimento durante 12 minutos a 80+0,1 °C (10 W) em micro-ondas. A reacdo foi seguida por
CCD em placas de silica, utilizando acetato de etila como eluente. Ao fim da reacéo, a mistura
foi seca sob presséo reduzida. Adicionou-se 5,0 mL de H.O e extraiu-se com EtOAc (3 vezes
de 5,0 mL). A fase organica foi concentrada sob presséo reduzida e o produto foi purificado por
Cromatografia Liquida Classica (CLC) em coluna (acetato de etila/hexano, 3:2 e, em seguida,

metanol) para se obter um produto oleoso de coloragéo vermelha. Rendimento 67,0%.

6.2.1.5 Ligante derivado de triptofano (pyTrp)

N\ NH
_ + — + H0
AN
6]

NH;, © \

° b \ /

OH
pyTrp

A um baldo de 2 bocas de 100 mL, adicionou-se 30,0 mL de etanol juntamente a 1,90
g de L-triptofano (9,3 mmol). A suspensdo formada, adicionou-se KOH lentamente até total
solubilizacdo do aminodcido. Entdo, adicionou-se 0,90 mL de 4-piridinacarboxaldeido
(9,6 mmol) e 1,00 g de MgSOa4. Deixou-se sob agitacdo constante e refluxo por 6 horas. Apos
0 tempo da reacdo, a solucgéo foi deixada reagir durante a noite. Realizou-se filtracdo e a solugéo
foi rotaevaporada até minimo volume. Adicionou-se éter etilico e obteve-se precipitado

amarelo, o qual foi filtrado e recristalizado a quente com etanol. Rendimento: 79,8%.
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6.3 Sintese dos complexos

6.3.1 Sintese do cis-[RuClz(bpy)2].H20

DMF
bpy, LiCl

RuCl;.3H,0 T

Esta sintese foi realizada conforme descrito por Dwyer e colaboradores (1963). Em
um baldo de 50,0 mL contendo 4,0 mL de dimetilformamida adicionou-se RuCls.3H.0O
(0,510 g, 2,0 mmol), 2,2’-bipiridina (0,470 g, 3,0 mmol) de e 0,520 g de LiCl (12,0 mmol).
Acoplou-se um condensador ao baldo que foi submetido a aquecimento. Deixou-se sob refluxo
(~130,0£0,1 °C) por 8 horas. Ao fim da reagdo, adicionou-se 30,0 mL de acetona e o baldo foi
deixado em refrigerador por 2 horas. A solucdo foi filtrada e o sélido roxo escuro foi lavado

com porcdes de acetona (3 x 5,0 mL) e éter etilico (3 x 5,0 mL). Rendimento: 86,0 %.

6.3.2 Sintese do cis-[Ru(NO2)2(bpy)2].H20

Esta sintese foi realizada conforme descrito por Godwin e Meyer (1971). A um balao
de 500,0 mL de 3 bocas adicionou-se 100,0 mL de agua destilada e cis-[RuClz(bpy)2].H-0
(0,500 g, 1,0 mmol). Sob atmosfera de argdnio e com auxilio de um condensador, aqueceu-se
a mistura a 80+0,1 °C por 15 minutos. Realizou-se, ap0s este tempo de reacdo, uma filtracdo a
quente. Adicionou-se NaNO:> (1,50 g, 22,0 mmol) dissolvido em um minimo volume de agua
destilada desaerada atraves de uma canicula. Deixou-se reagir por 90 minutos e apos a reagdo
a suspenséo obtida foi deixada em refrigerador por 2 horas. Obteve-se solido vermelho e
solucdo esverdeada. Filtrou-se o precipitado e lavou-se com etanol gelado (3 x 3,0 mL) e éter
etilico (3 x 3,0 mL). Rendimento: 64,0%.
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6.3.3 Sintese do cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2](PFe)2

McOH
HPF

_—
0,5h

>

Esta sintese também foi realizada conforme procedimento descrito por Godwin e
Meyer (1971). Suspendeu-se o complexo cis-[Ru(NO2)2(bpy)2].H20 (0,130 g, 0,25 mmol),
obtido na etapa anterior, em 25,0 mL de metanol. Sob agitacdo adicionou-se 1,8 mL de HPFs
concentrado. Observou-se mudanga instantanea de suspensdo vermelha para solugdo amarela.
Deixou-se reagir a temperatura ambiente por 30 minutos e ao final adicionou-se 25,0 mL de
éter etilico. A suspensdo obtida foi deixada em refrigerador por 2 horas. O sélido amarelo obtido

foi filtrado e lavado com metanol (3 x 3,0 mL) e éter etilico (3 x 3,0 mL). Rendimento: 91,0%.

6.3.4 Sintese dos complexos de formula geral cis-[Ru(NO2)(bpy)2(L)]PFs.2H20 (L = py ou
3-etpy)

=
~
Propanona ~ N
MeOH L/ ‘
NaN, ~N .
—_— 7 Ru
~15 mi
min O2N ‘
Solvente

A um baléo de 2 bocas de 100 mL adicionou-se 30,0 mL de acetona seca juntamente
ao complexo cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2](PFs)2 (0,075 g, 0,10 mmol) (preparado na etapa
anterior). A solucdo amarela obtida, adicionou-se uma solugio de NaNs (0,012 g, 0,20 mmol)
em 5,0 mL de metanol. A mistura tornou-se vermelha instantaneamente, a qual foi agitada por
15 minutos. Adicionou-se o ligante 3-etpy (0,051 g, 0,50 mmol) ou py (40,0 uL, 0,50 mmol) e
deixou-se sob agitacdo por 48 horas a temperatura de 45+0,1 °C. Ao fim da reacdo, o volume
foi minimizado, o precipitado avermelhado filtrado e lavado com éter etilico (3 x 3,0 mL). A

purificacdo foi realizada por cromatografia liquida em coluna. Rendimento: 33,2% (py) e 40,0%
(3-etpy).
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6.3.5 Sintese do complexo cis-[Ru(NOz)(pyLys-O-)(bpy)2)]

6.3.5.1 Método A

A um tubo de microondas adicionou-se cis-[Ru(NO2)(bpy)2(3-etpy)]PFs.2H20
(0,200 g, 0,13 mmol) juntamente a 0,80 mL de DMF, azidolisina (0,098 g, 2,5 mmol, Item
6.2.1.3), ascorbato de sodio (0,023 g, 0,12 mmol) e CuSO4 (0,002 g, 12,0 umol). O tubo foi
equipado com barra magnética e colocado em micro-ondas por 13 minutos a 80+0,1°C (10 W).
Apos o tempo de reacdo, submeteu-se a rotaevaporacdo até secura e adicionou-se 5,0 mL de
agua e 5,0 mL de acetato de etila. A fase aquosa foi extraida com 3 por¢des de 5,0 mL de acetato
de etila. As fracdes organicas foram reunidas e submetidas a rotaevaporacao, obtendo-se solido
vermelho. A recristalizacdo foi feita solubilizando-se o complexo em 10,0 mL de etanol e
adicionando-se 10,0 mL de éter etilico. Deixou-se em refrigerador por 10 horas, filtrou-se e
secou-se 0 sélido sob vacuo. Rendimento: 38,0%.

6.3.5.2 Método B

A um baléo de 2 bocas de 100,0 mL adicionou-se 30,0 mL de acetona seca juntamente
20,160 g do complexo cis-[Ru(NO)(NO)(bpy)2](PFs). (Item 6.4.3). A solucio amarela obtida
adicionou-se uma solucéo de 0,013 g de NaNs em 5,0 mL de metanol. A mistura tornou-se
vermelha instantaneamente, a qual foi agitada por 15 minutos. Adicionou-se 0,500 g do ligante
pyLys obtido no item 6.2.1.4 e deixou-se sob agitacdo por 48 horas a temperatura de 45+0,1 °C.
Ao fim da reacéo, o volume foi minimizado, o precipitado vermelho claro foi filtrado e lavado
com éter etilico (3 X 3,0 mL). A purificacdo foi realizada por CLC em silica-C18. Rendimento:
46,2%.

6.3.6 Sintese do complexo cis-[Ru(NO2)(pyTrp-O°)(bpy)2)]

A um bal&o de 2 bocas de 100,0 mL adicionou-se 30,0 mL de acetona seca juntamente
ao complexo cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2](PFe)2 (0,160 g, 0,20 mmol, Item 6.4.3). A solugéo
amarela obtida adicionou-se uma solugdo de NaN3 (0,013 g, 0,20 mmol) em 5,0 mL de metanol.
A mistura tornou-se vermelha instantaneamente, a qual foi agitada por 15 minutos. Adicionou-

se 25,0 mL de éter etilico observando-se formacdo de sélido vermelho escuro. Filtrou-se e
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adicionou-se este solido a um baldo de 2 bocas de 50,0 mL. Adicionou-se 20,0 mL de etanol
seco juntamente ao ligante pyTrp (0,500 g, 2,0 mmol) obtido no item 6.2.1.4. Deixou-se sob
agitacdo por 48 horas a temperatura de 45+0,1 °C. Ao fim da reacéo, o volume foi minimizado,
o precipitado vermelho claro foi filtrado e lavado com éter etilico (3 X 3,0 mL). A purificacdo

foi realizada por CLC em oxido de aluminio neutro. Rendimento: 36,0%.

6.3.7 Sintese dos complexos de formula geral cis-[Ru(NO)(bpy)2L]** L = py, 3-etpy, pyLys
e pyTrp

6.3.7.1 Método A

Um volume de 10,0 mL de HCI 0,10 mol L* foi adicionado a 0,050 g de
cis-[Ru(NO2)(bpy)2(L)]PFe.2H20. A solucdo inicialmente vermelha tornou-se amarelo
brilhante. Em seguida, adicionou-se solugdo saturada de NH4PFs (1,0 mL) e um precipitado
amarelo foi formado. O sélido foi filtrado, lavado com &gua fria e mantida sob vacuo.
Rendimento: py (81,0%), 3-etpy (88,1%) e pyLys (64,1%).

6.3.7.2 Método B

Um volume de 10,0 mL de acetonitrila foi adicionado a 0,050 g de
cis-[Ru(NO2)(bpy)2(L)]PFs.2H20. A esta solugdo adicionou-se 0,50 mL de &cido
hexafluorfosforico. A solucdo inicialmente vermelha tornou-se amarela. Em seguida,
adicionou-se 30,0 mL de éter etilicos e um precipitado amarelo foi formado. O sélido foi
filtrado, lavado com éter etilico e mantida sob vacuo. Rendimento: py (68,0%), 3-etpy (72,7%)
e pyLys (65,0%).

6.3.8 Sintese do Naz[RuCIsNO].6H20

Esta sintese foi realizada conforme método proposto por Onodera e Ikegami (1979).
Nitrito de sédio (0,320 g, 4,7 mmol) foi adicionado a uma solucédo de 15,0 mL de agua quente
contendo RuClz.3H20 (0,100 g, 0,47 mmol). Deixou-se reagir por 1 hora. Apos este periodo,
adicionou-se HCI concentrado até obtencdo de solu¢do pH ~1,0. A solucdo resultante foi

evaporada lentamente até minimizagdo do volume e obtencdo de precipitado. O solido foi
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recolhido por filtracéo e recristalizado por co-precipitacdo em solucdo de HCI na concentracéo
de 6 mol L. Rendimento: 94,7%.

6.3.9 Sintese do (N(CH2CH3)4)[Ru(NO)(CI3)(Trp)]

ZT

NO _I 2+ / NO 0 )
Wl cl s, \\\\\\\\O

Cly,,, | . Pentanol
Ru', . _— Ru‘\
a1 \CI Refluxo civ N
H2N H2 \
cl OH cl NH

(0}

Esta sintese foi realizada a partir da sintese similar realizada por Rathgeb e
colaboradores (2014), com a diferenca de que, no lugar do butanol utilizou-se n-pentanol e no
lugar dos aminoé&cidos glicina, alanina e outros, utilizou-se o L-triptofano.

Foram adicionados Nax[RuCls(NO)] (0,180 g, 0,50 mmol), cloreto de tetraetilamonio
(0,130 g, 0,50 mmol) e L-triptofano (0,160 g, 0,50 mmol) a um baldo de duas bocas contendo
15,0 mL de pentanol. Deixou-se reagir sob agitacdo e refluxo por 3 horas. Observou-se
mudanga de coloragdo de castanho avermelhado para marrom. Deixou-se em refrigerador
durante a noite obtendo-se s6lido marrom, que foi filtrado. O sélido foi purificado através de
solubilizacdo em acetonitrila a quente e re-precipitacdo em refrigerador. Rendimento: 52,0%.

6.3.10 Sintese do Ks[Fe(C204)3].3H20 (FeOx)

Esta sintese foi realizada como reportado por Hatchard e Parker (1956). Sob condi¢es
de auséncia radiacdo ultravioleta e visivel incidente, o FeOx foi preparado pela mistura de
solucdo de cloreto férrico 1,5 mol L™ com solucdo de oxalato de potassio 1,5 mol L*, na
proporcdo 1:3. Sua precipitacdo foi imediata. O sal complexo de tonalidade verde esmeralda
foi recolhido em funil de Biichner e lavado com agua quente (60+0,1 °C). A recristalizacéo foi

realizada em agua quente. Foi deixado secar em dessecador a vacuo, ao abrigo de luz.
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6.4 Equipamentos e Métodos

6.4.1 Medidas de pH

As medidas de pH foram feitas em um pHmetro de bancada da Quimis Aparelhos
Cientificos, modelo Q400AS, faixa de medi¢do de pH 0,00 a 14,0, variacdo de 94 a ~240 Volts,
poténcia de 10 Watts e, sensor de temperatura Pt 100 operando na faixa de 0 a 100 °C. Sua

calibracéo foi feita no dia da medida através de tamp&es pH 9,18, 6,86 e 4,01.

6.4.2 Anélise Elementar

As analises elementares dos complexos foram obtidas através da Central Analitica do
Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo. O equipamento utilizado foi o Analisador
Elementar Perkin Elmer 2400 series ii. Foi empregado o método de Pregl-Dumas, em que as
amostras sdo sujeitasa combustdo em uma atmosfera de oxigénio puro, e 0S gases

resultantes dessa combustdo sdo quantificados em um detector de condutividade térmica.
6.4.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

Os espectros de infravermelho foram adquiridos no espectrébmetro com transformada
de Fourier Prestige-21 Shimadzu. As amostras foram analisadas na forma sélida em pastilhas
de KBr.
6.4.4 Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-visivel (Uv-visivel)

Os espectros eletrénicos de absorcdo no Uv-visivel foram obtidos em um
espectrofotébmetro Uv-visivel-NIR — modelo U3501 e Agilent — modelo 8453, com varredura

na regido de 200 a 800 nm. Foi utilizada nestes experimentos cubeta de quartzo de 1,0 cm de

caminho 6tico.

73



Ana P. S. Gaspari Giovanini Tese de Doutorado

6.4.5 VVoltametria Ciclica

Medidas de voltametria ciclica foram obtidos através de um potenciostato-
galvanostato AUTOLAB® modelo PGSTAT 30, que consiste em uma célula de trés eletrodos
convencionais, com um eletrodo auxiliar de platina, um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, e
eletrodo de trabalho de platina ou ouro. O eletrdlito suporte utilizado foi KCI 0,1 mol L™ em
meio aquoso ou hexafluorfosfato de tetraetilaménio (TBAH) em solvente organico.

Os potenciais (Epa € Epc) € as correntes de pico anddico e catodico (Ipa e Ipc) foram
obtidos conforme Figura 12, sendo o primeiro relacionado ao potencial maximo do pico, € 0
segundo medido tragcando-se uma reta a partir da linha de base do pico e outra reta perpendicular
a esta a partir do topo do pico.

Figura 12. Voltamograma ciclico de uma solugdo de ferroceno 1,2x10-% mol L'! em acetonitrila. Eletrélito suporte
TBAH 0,10 mol L1, Eletrodo de trabalho e auxiliar de platina. Eletrodo de referéncia: Ag/AgCI.
1,2x10°

Epa

8,0x10° -

pa
4,0x10° -

Corrente (A)
o
o

pc
-4,0x10° -

E
-8,0x10° . - . —BC : .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Potencial (V)

Fonte: autora.

Tratando-se de processos reversiveis, observa-se corrente de pico € diretamente
relacionada a concentracdo da espécie eletroativa, segundo a equacdo de Randles-Sevcik
(WILLIAMS; BRAVO, 2000) (Equag&o 6):

2 14
ip = (2,69X105)R§AD3U5C0 (6)

em que ip € a corrente de pico, n é o numero de elétrons envolvidos no processo, A é a area do
eletrodo (cm?), Do € o coeficiente de difusdo (cm? s1), Co € a concentragdo da espécie em

solugdo (mol cm®) e v é a velocidade de varredura (V s).
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6.4.6 Espectroeletroquimica

O aparato utilizado para realizacao da espectroeletroquimica é composto por uma cela
de quartzo de caminho 6tico de 0,5 cm e um recipiente para acoplamento dos eletrodos. Como
eletrodo de trabalho utilizou-se uma fina folha de ouro transparente, eletrodo auxiliar de platina

e eletrodo referéncia de Ag/AgCl. O esquema deste sistema é apresentado na Figura 13.

Figura 13. Esquema da célula espectroeletroquimica.
Eletrodo de Trabalho

Eletrodo de Referéncia Eletrodo Auxiliar

Fonte: Adaptado de (LIMA,, 2006, p. 83)

6.4.7 Espectrometria de massas

Espectros de massas foram obtidos atraves da técnica de ionizacdo por electrospray
(ESI-MS) através do equipamento Thermo Finningan DecaXPplus, utilizando modos de
ionizacdo positivo e negativo.

Anélises de MALDI foram realizadas num equipamento Ultraflextreme (Bruker
Daltonics). A matriz utilizada foi de &cido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA), o qual foi
preparado uma solucdo saturada em acetonitrila e 4gua deionizada contendo 0,10 % de &cido
trifluoroacético na proporcdo de 1:1 (v/v). Foi utilizado também a acido 2,5-dihidroxibenzoéico
na concentracdo de 20,0 mg/mL em acetonitrilia e agua deionizada contendo 0,10 % de &cido

trifluoroacético na proporcdo de 3:7 (v/v). Os parametros utilizados para a obtencdo dos
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espectros foram: 500 laser-shots por espectro, PIE (Pulsed ion extraction) de 110 ns, modo
positivo, frequéncia de laser de 1,0 x 10% Hz. A voltagem de IS1 (ion source 1) e I1S2 (ion source
2) aplicadas foram de 25,0 kV e 23,1 kV, respectivamente. O modo refletor foi utilizado, sendo
aplicadas as voltagens em RV1 (refletor) e RV2 de 26,6 kV e 13,3 kV, respectivamente. Para a
calibracdo externa do equipamento foi utilizado uma mistura de peptideos da Bruker. As
amostras foram diluidas em metanol em metanol para vias de analise. Posteriormente, 1,0 pL
de amostra foi misturada com 1 pL de matriz, e 1 pL da mistura foi aplicada na placa de MALDI

para analise.
6.4.8 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram registados em um equipamento
JEOL Lambda 400 MHz. RMN de *H foram registados em equipamento de 400 MHz e
espectros de C foram registados em equipamento de 100 MHz.

6.4.9 Equipamento de micro-ondas

As reacOes as quais foi necessaria a utilizacdo de microondas foram realizadas num

sistema Biotage Initiator, empregando tubos selados.
6.4.10 Determinacdo amperométrica de NO liberado

A liberacdo de NO gasoso foi acompanhada a partir de um sensor amperométrico 1ISO-
NOP, desenvolvido pelo World Precision Instruments (NOmeter). Este sensor possui um
eletrodo envolto por uma membrana semipermeavel e tem sensibilidade na faixa de 1,0 nmol
L1 a 20 umol L%, com tempo de resposta relativamente curto, compativel com a detecgédo de
NO em solucgdo.

6.4.11 Ensaios Fotoquimicos

Os ensaios fotoquimicos foram efetuados em um trem optico da Oriel, com lampada

de xendnio de pressao média de 150 e 200 Watts. O sistema possuia compartimento para manter
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a cela termostatizada e sob agitagdo constante. Um esquema deste sistema é apresentado na

Figura 14.

Figura 14. Esquema dos equipamentos utilizados nos ensaios fotoquimicos.

Fonte: Adaptado de (GASPARI, 2013).

As atribuicOes para cada componente do sistema utilizado séo listadas a seguir:
1 — Fonte Universal Oriel.
2 — Caixa contendo lampada de xenénio provida de (3) lente acoplada juntamente com
filtro de infravermelho (V) na saida da luz.
4 — “Shutter”, utilizado para bloqueio da luz incidente.
5 — Lente colimadora.
6 — Suporte para filtro 6tico.
7 — Compartimento para amostras com tampa acoplado com agitador magnético

8 — Trilho para adaptacédo e sustentacdo dos equipamentos.
6.4.11.1 Filtros de Interferéncia
Antes da utilizacdo de cada filtro de interferéncia, foram obtidos espectros Uv-vis de

cada um e comparados aos espectros fornecidos pelo fabricante com a finalidade de ver se

estavam bons para serem utilizados.
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6.4.11.2 Medidas da Intensidade da luz incidente

A determinacdo da intensidade da luz é fundamental para se calcular o rendimento
quéntico dos sistemas estudados neste trabalho. A intensidade da luz foi calculada através de
actinometria.

Um actindmetro quimico € um sistema que sofre uma reacao induzida pela luz (a um
determinado comprimento de onda, A) no qual o rendimento quantico, ® (), ¢ conhecido com
precisdo (KUHN; BRASLAVSKY; SCHMIDT, 2004).

Em principio, um bom actinbmetro deve satisfazer as seguintes caracteristicas: ndo ser
muito sensivel & variacdo de concentracdo dos reagentes, temperatura, intensidade de luz,
comprimento de onda de excitacao, vestigios de impurezas e oxigénio (MONTALTI; MUROQV,
2006, p. 601). Muitos actindmetros sdo baseados em reacGes redox de compostos de
coordenacdo, tais como o ferrioxalato de potassio e o sal de Reinecke. O ferrioxalato de
potéssio, por exemplo, em solucGes acidas, € muito sensivel no intervalo de 250 a 500. Ja o sal
de Reinecke, é excelente para comprimentos de onda maiores, no intervalo de 316 a 750 nm
(KUHN; BRASLAVSKY; SCHMIDT, 2004).

6.4.11.3 Actinometria com ferrioxalato de potassio

Em 200-500 nm, o ferrioxalato de potassio possui atividade fotoquimica, ocorrendo a
reacdo apresentada pela Equacio 7. Os ions Fe* podem ser determinados
espectrofotometricamente dispondo-se da utilizacdo de um reagente bastante seletivo, a
1,10-fenantrolina (phen), que em meio acido forma um complexo de cor avermelhada com o
Fe?* (Equacdo 8), cuja formacdo pode ser acompanhada por Uv-visivel, pois o complexo

[Fe(phen)s]?* tem absortividade molar () alta (1,11 x 10* L mol™ cm™* em 510 nm).

[FE‘“I(C204)3]3' —_— [(C204)2F€‘” - 0CO - COO]?” —>Fe?* + 2CO; + 3 C,04% @)

Fe**(a) + 3 phengg) = [Fe(phen)s]* ) 8)

Portanto, este actinbmetro foi utilizado para medir a intensidade da luz nos

comprimentos de onda de 350 nm. Foram preparadas as seguintes solugdes:
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Solucéo A: Ferrioxalato de potassio Ks[Fe(C204)3.3H20 6x10° mol L;

Solucio B: Preparada pela mistura de 600 mL de solugdo de acetato de sodio 1 mol L™ e 360
mL de H2SO4 1 mol L%, e diluida para 1 L.

Solucédo C: 1,10-fenantrolina 0,1% (m/v): dissolveu-se 0,1 g de 1,10-fenantrolina em 100 mL
de 4gua destilada a quente (~70,0£0,1 °C).

Somente luz vermelha foi mantida acesa no local onde a actinometria e as irradiacoes
foram realizadas. Foram transferidos 3,0 mL (V1) da solugéo A para uma cela de quartzo de
caminho 6tico de 1,0 cm e, 2,0 mL para um bal&o volumétrico de 10,0 mL (controle). A solucéo
da cubeta foi irradiada (com agitacdo) durante determinado tempo, no comprimento de onda
em que foram irradiadas as amostras. Desta solucdo irradiada, foram transferidos 2,0 mL (V2)
para um baldo volumétrico de 10,0 mL (V3). A solugio irradiada, assim como ao controle foram
adicionados 2,5 mL de solugcdo B e 1,0 mL da solu¢do C. Os volumes dos baldes foram
completados com é&gua deionizada para 10,0 mL. As solu¢des foram agitadas e mantidas em
escuro por uma hora. Mediu-se a absorbancia da solucéo irradiada e do controle em 510 nm.

A intensidade da luz emitida pela lampada utilizada foi calculada pela Equacdo 9
(MONTALTI; MUROV, 2006):

[ = (6.10%23) V, V5 AA
Ppe t V2 1 gpe (1-107ADS)

9)

Em que V1 é o volume da solugdo de actinbmetro irradiada (mL), V2 é o volume de
solucdo da aliquota irradiada na analise (mL), V3 é o volume do baldo volumétrico no qual V>
foi diluido (mL), AA ¢ a diferenca da absorbancia em 510 nm entre o controle ¢ a solugdo
irradiada, @r. é 0 rendimento quéntico de formagcéo de Fe?* no comprimento de luz irradiada, t
é o tempo de irradiacdo (s), [ € o caminho 6tico da cela fotolisada (cm), ere € 0 coeficiente de
absortividade molar do ion complexo [Fe(phen)s]** a 510 nm (1,11 x 10* Lcm™ mol) el é a
intensidade da luz incidente (einstein s).

6.4.11.4 Avaliacdo do rendimento quantico de liberacdo de NO

Com o valor da intensidade da luz incidente (1) calculada por actinometria, calculou-

se a partir da Equacdo 10 o rendimento quéantico (¢) da liberagdo de NO para os complexos

79



Ana P. S. Gaspari Giovanini Tese de Doutorado

irradiados em 350 nm. Esses valores foram plotados em um gréfico em func¢éo do tempo. O
valor extrapolado para o tempo zero por regressdo linear foi admitido como sendo o do
rendimento quantico de liberagdo de NO (¢no). Isso foi feito com o intuito de eliminar o efeito
de possiveis fotolises secundarias. Ou seja, a partir de um certo tempo de irradiacdo pode
ocorrer fotodegradagdo dos produtos, e o rendimento quantico calculado passa a nao
corresponder a reacao de interesse (LIMA, 2006).

dno = =
NO ™ ;xtx (1- 10-abs)

(10)

Em que: n. = nimero de mols de NO liberados pela reacdo fotoquimica, | = luz
incidente, t = tempo de fotdlise (s), abs = valor da absorbancia da amostra no comprimento de

onda da anélise.

6.5 Avaliacéo da atividade antitumoral

As células MCF-7, MB-MDAZ231, B16-F10 e MCF-10 foram adquiridas do banco de
células da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

6.5.1 Meio de Cultivo

Para o cultivo das células MCF-7, MDA-MB231 e MCF-10 usou-se o meio de Cultura
RPMI-1640 (Sigma-aldrich® com 25,0 mM de HEPES, com L-glutamina e sem bicarbonato
de s6dio). O meio foi preparado em cerca de 0,90 L de agua, onde foi adicionado o contetdo
do envelope e acrescentados 4,502 g de glicose e 1,501 g de bicarbonato de sédio. Em seguida,
0 pH da solucdo foi ajustado a 7,4, acrescentados penicilina (10.000 Ui) e estreptomicina
(0,010 g/mL) como antibidticos, anfotericina B (Gibco, USA) como antimicético (25,0 ug/mL)
e 5% de soro fetal bovino (SFB-Gibco, USA), e o volume completado para 1,00 L. O meio foi
esterilizado por filtracdo em membrana de 0,22 mm filtro e recolhido em frasco estéril. Para
verificacdo de eventuais contaminagdes, foram reservadas duas aliquotas de 5,0 mL as quais
permaneceram incubadas por 48 horas em estufa (5% CO,) a 37,0+0,1 °C.

As células da linhagem celulares foram cultivadas em garrafas de cultura, em meio

RPMI e mantidas em atmosfera Umida com concentragdo controlada de 5% CO,, com troca de
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meio em média a cada 2 dias.

6.5.2 Ensaios de citotoxicidade dos complexos de ruténio

Ao atingir aproximadamente 90% de confluéncia nas garrafas de cultura, o meio foi
removido e as células foram soltas através do seguinte procedimento: adi¢do de 5,0 mL de
solucgéo de Tripsina/EDTA (0,13% de tripsina e 0,020% EDTA, Gibco, USA) e incubacéo por
5 minutos em estufa a 37,0+0,1 °C. A suspenséo celular obtida foi recolhida e centrifugada com
quantidade equivalente de meio RMPI completo, por 10 minutos a 1000 r. p. m. Posteriormente,
0 meio foi removido e adicionado novamente 10,0 mL de meio RPMI completo. As células
foram contadas a partir da cAmara de Neubauer e de um microscopio optico.

As células foram distribuidas em placas de cultura de 96 pocgos de forma que em cada
poco contivesse ~2,0 x 10* células e um volume de 0,10 mL. Apds 24 horas de incubacio em
estufa, atmosfera de 5,0% de CO: e temperatura de 37,0+0,1 °C, foi verificada a confluéncia
das células, como no exemplo da Figura 15, em que se pode observar a confluéncia da célula
MCF-7. Entéo, foram adicionados os tratamentos com diferentes complexos de ruténio, nas
concentragdes de 0,20 a 5,0 x 10% uM (diluicéo seriada), para o ensaio de viabilidade celular a
partir do teste do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio)].

Figura 15. Fotos obtidas através de microscépio 6ptico das células MCF-7 para verificagdo de confluéncia.

Fonte: autora.

Foram realizados trés experimentos independentes em duplicata para cada complexo
e posteriormente foi analisada sua resposta citotoxica pela analise da viabilidade celular.
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6.5.3 Andlise da viabilidade celular pelo ensaio do MTT

O ensaio de MTT é um teste colorimétrico comumente usado como medida de
capacidade de enzimas mitocondriais reduzirem o sal de tetrazolio (Amax = 400 nm, cor
amarelada) a formazan (Amax= 570 nm), um produto de coloracéo roxa, como apresentado na
Figura 16. O principio deste método consiste no fato de que células vivas, em crescimento,
possuem mitocéndrias que promovem a respiracdo celular, portanto irdo converter o MTT no
produto corado roxo. J& as células mortas, ou em processo de morte celular, essa fungédo
mitocondrial encontra-se comprometida, ndo havendo, portanto, conversdo do MTT no produto
corado. sendo esse um ensaio de medida de viabilidade celular diretamente proporcional, cuja
intensidade da cor permite a determinacdo da quantidade de células viaveis partindo da
quantidade de enzimas presentes nas mitocondrias das células vivas, capazes de realizarem a
reacdo (MOSMANN, 1983).

Figura 16. Representagdo da reagdo de redugdo do MTT a formazan por enzimas mitocondriais.

A O ﬂl@

N

N Redutase
Mitocondrial
\N —_— ‘--N
S S
= =
Amarelo Roxo

Fonte: autora.

Apbs a adicdo do MTT na concentragdo de 0,005 g mL™, as células foram incubadas
em estufa, nas mesmas condicdes ja descritas, por mais 3 horas. Em seguida, o contetdo liquido
foi removido das placas, sendo adicionados posteriormente 0,10 mL de DMSO para solubilizar
o0 precipitado formado pela reducdo do sal. As absorbancias foram obtidas em
espectrofotdmetro de microplaca Stat Fax 2100 (Awareness Technology, Palm City, FL, USA)
ou leitor de Elisa (Thermo Plate TP-READER) e, a partir destes dados, a porcentagem de
viabilidade celular foi calculada através da Equacédo 11.

(Absorbancia das células tratadas)

Viabilidade celular (%) =

(11

(Absorbancia do controle negativo) x 100
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Para a interpretacdo dos resultados, as médias de viabilidade celular obtidas foram
subtraidas do valor médio de absorbancia do grupo controle, no qual ndo foi adicionado o
complexo e sim quantidade equivalente de solvente (DMSO), o mesmo utilizado para
solubilizar os complexos. Os valores foram expressos em percentuais e comparados com 0
grupo controle ndo tratado (somente células com meio de cultivo). Quando a absorbancia é
menor do que a obtida para o grupo controle tem-se um indicativo de proliferacdo celular
reduzida ou morte celular.

O valor que inibe 50% o crescimento celular foi determinado por meio do grafico de
dose-resposta, utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 5 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

6.6 Avaliacdo da Atividade Tripanocida

Os experimentos in vitro para verificacdo de atividade tripanocida, foram realizados
no Departamento de Analises Clinicas Toxicologicas e Bromatoldgicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP, no Laboratorio de Parasitologia, sob orientacéo
do Prof. Dr. Sérgio de Albuquerque, Profa. Dra. Zumira Aparecida Carneiro e Dra. Carla Duque
Lopes.

6.6.1 Cepade T. cruzi

Para os testes biologicos de atividade tripanocida in vitro foi utilizada a cepa Tulahuén
LacZ (forma amastigota), que expressa constitutivamente a enzima -galactosidase oriunda da
bactéria Escherichia coli. A viabilidade dessa cepa de T. cruzi é observada ao adicionar o
substrato da B-galactosidase em cultura.

6.6.2 Ensaios de Citotoxicidade

Para avaliar os efeitos citotoxicos dos complexos foi utilizado o teste MTT. Para o
teste, 1,0 x 10° células da linhagem LLC-MK2 (célula epitelial de rim de macaco) foram
distribuidas em microplacas de 96 poc¢os na presenca dos complexos nas concentracoes de 0,20
a 5,0 x 10? uM, e incubadas em estufa a 37°C, 5% de CO por 72 horas. O composto

Benzonidazol (BZN) foi utilizado como controle positivo, assim como o solvente utilizado para
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diluicdo dos complexos (DMSO) foi utilizado como controle negativo. Ao final do periodo de
incubacéo, foi realizado o teste de viabilidade celular nas mesmas condicdes reportadas no ltem
6.4.3.

6.6.3 Avaliacdo da atividade tripanocida in vitro sobre as formas amastigotas

Para a avaliacdo da citotoxicidade dos complexos, foram cultivadas células LLC-MK2
(1,0 x 10° células/pogo) em placas de 96 pocos. Apds 4 horas, cepas Tulahuén LacZ foram
adicionadas em uma razéo de 10:1 e incubadas em atmosfera de 5% de CO> por 48 horas a
37,0£0,1°C. ApoOs este periodo de incubagdo, as formas tripomastigotas presentes no
sobrenadante foram retiradas por lavagens sucessivas e permaneceram somente as formas
amastigotas.

Os complexos foram adicionados em diferentes concentracdes através de diluicdo
seriada e permaneceram em cultura por 48 horas. Ao final deste periodo, foram adicionados
10,0 pL do substrato CPRG (chlorophenol red B-D-galactopyranoside, 400 uM em 0,30%
Triton X-100, pH 7.4). Apos 6 horas de re-incubacao nas mesmas condi¢des, as absorbancias
foram obtidas no comprimento de onda de 570 nm usando espectrofotdmetro de microplaca
Stat Fax 2100 (Awareness Technology, Palm City, FL, USA). A porcentagem de viabilidade
celular foi determinada a partir da Equacgédo 13. O valor que inibe 50% o crescimento celular foi
determinado por meio do grafico de dose-resposta, utilizando o programa estatistico GraphPad
Prism 5 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

6.6.4 Critério de inclusdo dos farmacos nos testes in vivo

A atividade tripanocida foi expressa neste trabalho por meio dos valores de 1Csoamastigota
0S quais representam a concentracdo inibitéria minima para que ocorra a morte de 50% dos
parasitos (forma amastigota) in vitro. E a citotoxicidade foi avaliada sob as células LLCMK3
(fibroblasto de rim de macaco), sendo expressa por meio dos valores de CCsoLLcmke. Desta
forma, com intuito de selecionar candidatos para os estudos in vivo, o indice de seletividade foi
calculado (SI = CCsoLrcmk2/ICsoamastigota)-

De acordo com a estratégia de avaliagdo de novos farmacos recomendados pela

Organizacéo de Iniciativas de Medicamentos para Doencas Negligenciadas (DNDi- Drugs for
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Negelcted Diseases Iniciative), quando um composto apresenta um Sl maior que 10 é
considerado promissor para desenvolvimento de um novo farmaco (NAVARRO et al., 2010).

6.6.5 Analise dos dados obtidos para os ensaios in vivo
Para andlise estatistica dos dados obtidos foi utilizada a anélise de variancia (ANOVA)
e 0 método de Tukey-Kramer para determinar as diferencas existentes entre 0s grupos

experimentais, utilizando um p<0.05. Esses testes serdo realizados pelo programa estatistico

INSTAT (Graph Pad®). Para avaliar a sobrevida foi utilizado o método de Kaplan Meyer.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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7. CAPITULO 1
COMPLEXOS cis-[Ru(bpy)(3-etpy)(NO)](PFs)s2H,0 (AR1) e
cis-[Ru(bpy).(3-etpy)(NO,)](PFs).2H,0 (AR2)
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7.1 Introducéo

Complexos de ruténio(ll) contendo ligante nitrito/nitrosilo tém sido relatados como
potenciais agentes liberadores de oxido nitrico. Esta liberacdo pode ocorrer por reacfes de
transferéncia de oxigénio (CICILLINI et al., 2009), reducdo (TFOUNI et al., 2010) e/ou
processos fotoquimicos (BORGES et al., 1998; SAUAIA; SILVA, 2003; TOGNIOLO; DA
SILVA; TEDESCO, 2001). Complexos nitrosilos de ruténio(ll) sdo capazes de liberar NO em
meio bioldgico e por conseguinte, eles podem ser utilizados como farmacos ou como uma
ferramenta para avaliar o efeito causado por diferentes concentra¢es de NO produzido. Apesar
de ser reportado um grande nimero de complexos nitrosilos de ruténio contendo bipiridinas
(Ru-bpy), a relagdo estrutura-atividade destes compostos ainda ndo é bem estabelecida.

Neste contexto, desenvolver complexos Ru-bpy que possuam uma melhor
biocompatibilidade, permitiria acrescentar o entendimento da relacdo estrutura-atividade destas
espécies e porventura sua aplicagdo como possivel metalo-farmaco. Por isso, buscou-se
sintetizar complexos do tipo cis-[Ru(NO)(bpy).L]™ e cis-[Ru(NO2)(bpy).L]"1*
(L=3-etinilpiridina ou derivado de aminoacido). Nestes compostos 0 ion ruténio possui seis
sitios de coordenacdo gerando espécies pseudo-octaedricas. Variacdes de suas propriedades,
tais como estabilidade cinética e termodinamica, reatividade fotoquimica, capacidade de
interagdo com biomoléculas, entre outras, sdo estudos que devem ser conduzidos no ambito de
aplicacdo bioinorganica. Neste trabalho optou-se por utilizar complexos contendo
2,2’-bipiridina, o qual age como um quelato (OMAE, 2004), proporcionando estabilidade aos
complexos de ruténio(ll) assim formados, permitindo relacionar labilidade de outros sitios
ligantes a atividade bioldgica observada.

A estabilidade da ligacdo envolvendo ligantes aromaticos contendo nitrogénio como
heteroatomo (iminas) e o centro metalico de Ru(ll) é explicada através da natureza desta
ligagdo. A basicidade do ligante bpy faz com que interaja fortemente com o fon metélico Ru?*
(&cido de Lewis) através da ligagdo o, 0 que de certa forma, gera instabilidade a ligacdo face a
um aumento de densidade eletronica sobre o ion metalico. No entanto, a estabilidade verificada
é explicada pelo processo denominado de retrodoagéo envolvendo a interagdo dx(Ru'")-n"(bpy)
(JURIS et al., 1988) (Figura 17).
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Figura 17. Representagdo da ligagdo do ion metalico Ru?* e um ligante 2,2 -bpiridina.

Ligacdo o
Retrodoagao &

Fonte: autora.

7.2 Sintese

As sinteses dos complexos ruténio-nitrosilos foram conduzidas conforme rota descrita
no item 6.3 dos Materiais e Métodos, e esta sumarizada no fluxograma apresentado na Figura
18.

Figura 18. Rota sintética para obtencdo dos complexos ruténio-nitrosilos.

Ru C|33H20 I
8h DMF
Refluxo 2,2'-bipiridina
LiCl

cis-[RuCly(bpy)s].2 HZOI

80°C H,0O
150 | NaNO,

cis-[Ru(NO2)2(bpy),]

15 min MeOH
HPFg

cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2](PFe),

o Acetona
45°C | NaN,/ MeOH
4 3-Etpy

cis-[RU(NO,)(bpy)(3-etpy)](PFs) I
l HPF
NH,PFg

cis-[Ru(NO)(bpy)a(3-etpy)l(PFe)-

Fonte: autora.

Em resumo, primeiramente foi substituido o ligante cloreto do complexo

cis-[RuClz(bpy)2] pelo ligante nitrito para formagdo do complexo cis-[Ru(NOz2)2(bpy)2].
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Posteriormente, foi realizada a sintese do complexo cis-[Ru(NO)(NOz)(bpy)2](PFs)2, a qual
pode ser tratada como um equilibrio acido-base, em que a formacdo do complexo nitrosilo é
reversivel e dependente do pH. Assim, em pH &cido e presenca do contra-ion PFes pdde ser
obtido o complexo cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2](PFs)2, com rendimento de 91,0%.

A reacdo de NaNsz com o complexo cis-[Ru(NO)(NO2)(bpy)2](PFe)2, & temperatura
ambiente, produz o complexo cis-[Ru(NOz)(bpy)2(solvente)]* em quantidade estequiométrica,
como relatado para complexos similares (METZKER; CARDOSO; FRANCO, 2013). A azida
de sodio reduz o NO* coordenado Ru(ll) para NOP. O passo fundamental desta reagdo é a baixa
afinidade do Ru(ll) pelo NO°, fazendo com que ocorra a quebra da coordenagio ao centro
metalico e liberacdo de NO.

A adicdo de ligante 3-etpy ao meio reacional contendo cis-[Ru(NOz)(bpy)2(solvente)]*
gera o complexo cis-[Ru(NO2)(bpy)2(3-etpy)]" que € precipitado como sal de hexafluorfosfato
por adicdo de solucdo aquosa de NHsPFs. Este complexo foi purificado por cromatografia em
coluna, visto que através da recristalizacdo nao foi possivel isolar o produto. A alumina neutra
foi utilizada como fase estacionaria e etanol como eluente. A separacdo da mistura de
complexos ocorreu devido a interacdo complexo-fase movel e complexo-fase estacionaria.

O complexo cis-[Ru(NO)(bpy)2(3-etpy)]** foi obtido pela adigdo de HPFs 0,1 mol L*
ao complexo cis-[Ru"(NO,)(bpy)2(3-etpy)]*. Esta sintese consistiu basicamente em adicionar
acido a espécie cis-[Ru(NO2)(bpy)2(3-etpy)]*, que assim como o complexo
cis-[Ru(NO)(NOz)(bpy)2](PFe)2, apresenta reversibilidade e é dependente do pH do meio,
tratando-se de um equilibrio &cido-base (SAUAIA; SILVA, 2003). Visto gque esta reacdo
provém conversdo total do complexo cis-[Ru"(NO.)(bpy)2(3-etpy)](PFs) (AR1) em
cis-[Ru"(NO)(bpy)2(3-etpy)](PFs)s (AR2), ndo houve necessidade de mais um passo de
purificacdo.

Os complexos foram caracterizados por analise elementar, espectroscopia de absor¢éo
no infravermelho e ultravioleta-visivel (Uv-vis), voltametria ciclica, espectroeletroquimica,

fotoquimica e calculos DFT.

7.3 Andlise Elementar

Conforme abordado no item 7.2, a reacdo de obtencdo do complexo AR2 provem a
conversdo total do complexo AR1 em AR2. Assim, estando 0 complexo AR1 puro, a sintese do

complexo AR2 gerara complexo com alto grau de pureza. Portanto, optou-se por realizar
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experimento de analise elementar somente para 0 complexo AR1 sem a necessidade do mesmo
experimento para o complexo AR2. Os dados obtidos (Tabela 3) demonstraram que o complexo

AR1 se encontrava puro apos purificacdo por coluna cromatogréfica.

Tabela 3. Dados obtidos experimentalmente (triplicatas) e calculados para a analise elementar do complexo ARL1.

Amostra % Carbono % Hidrogénio % Nitrogénio
Replicata experimental | 43,63 3,38 11,1
Replicata experimental 11 43,24 3,53 111

Calculado 43,61 3,39 11,3

Erro (%) 0,40 1,90 1,86

Fonte: autora.

7.4 Espectroscopia de absorg¢ao no infravermelho (FTIR)

Os espectros FTIR foram obtidos para a maioria dos compostos sintetizados neste
trabalho, com a finalidade de caracterizar as estruturas obtidas e as liga¢fes envolvidas. O
espectro para o precursor cis-[Ru(bpy)2Cl. (Figura 19) apresenta bandas entre 1300 — 1600 cm-!
e 3000 — 3100 cm? que sdo atribuidas aos estiramentos v(C-C) e v(C-N) dos ligantes
2,2’-bipiridina (bpy) (SOCRATES, 1995). Bandas de vibrac6es de deformacéo da ligacdo C-H
no plano do anel séo observadas entre 1000 e 1300 cm™, enquanto bandas de deformagéo da
ligagcdo C-H fora do plano sdo observadas entre 600 a 880 cm™. Em geral, estes complexos
apresentam agua de cristalizacdo (HESEK et al., 1999), e por isso em ~3490 cm™ é possivel

observar uma banda larga referente ao estiramento da hidroxila.
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Figura 19. Espectro FTIR do complexo cis-[RuClz(bpy)2] obtido em pastilha de KBr.
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Fonte: autora.

Existem muitas formas do NO se coordenar a metais de transicdo (Figura 20) (DE LA
CRUZ; SHEPPARD, 2011). Os complexos Ru-bpy contendo o ligante NO séo descritos como
Ru'-NO*, e em geral, apresentam bandas na regio de 1800 a 1970 cm™* (BOTTOMLEY, 1978).
Desde que a variacao na frequéncia de estiramento de NO é dependente da natureza do metal,
do estado de oxidacao do ligante e sua estereoquimica, a técnica de FTIR é muito importante

para se avaliar a natureza desta ligacéo.

Figura 20. Modos de coordenacdo do NO a metais de transicao.
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Fonte: Andaptado de (DE LA CRUZ; SHEPPARD, 2011).

92



Ana P. S. Gaspari Giovanini Tese de Doutorado

Tratando-se da estereoquimica do ligante, o NO coordenado ao ruténio pode apresentar
duas geometrias quando coordenado, linear ou angular (bent). Estas geometrias refletem as
interacdes envolvidas na ligacdo Ru-NO.

A geometria linear é observada para complexos com configuracdo Ru-NO* ou
Ru-NQ° ambos com hibridizacdo sp, em que os orbitais 7* encontram-se aptos a receber
densidade eletronica do metal. Neste caso, os comprimentos de ligagdo Ru-N encontram-se na
faixa de ~1,60 a 1,75 A e frequéncias de estiramento na faixa de 1650-1975 cm™ (FORTNEY,
2007; MICHAEL; MINGOS; SHERMAN, 1989). J& a geometria angular é observada quando
ocorre a coordenacgdo do NO a um ion metalico rico em elétrons, induzindo o NO a se comportar
como fon nitroxil (NO), possuindo hibridizagio sp?. Em decorréncia desta caracteristica, 0s
comprimentos de ligacdo Ru-N s&o maiores, estando na faixa de 1,80 a 1,95 A e frequéncias de
estiramento menores, no intervalo de 1525-1750 cm™? (FORTNEY, 2007; MICHAEL;
MINGOS; SHERMAN, 1989)

Para os complexos ruténio-nitrosilos sintetizados, as bandas atribuidas ao estiramento
da ligacdo N-O encontram-se na regido entre 1800 a 2000 cm™. A ligacio Ru-NO ¢
caracterizada pela doacdo de densidade eletronica do NO, através de orbitais de carater
predominante do nitrogénio, para o metal através de uma ligagdo o e, posterior retrodoagdo de
densidade eletronica dos orbitais dm do ruténio para os orbitais 7* do NO (Figura 21). Quanto
maior for a intensidade desta retrodoacéo em fungdo da combinacdo dos orbitais, menor sera o
comprimento da ligacdo Ru-N(O). No entanto, maior sera o comprimento da ligacdo N-O em
virtude da repulséo eletronica gerada pela retrodoacéo d. = n*. Procurando entender a natureza
desta ligacdo, a utilizacdo da técnica de FTIR pdde fornecer informagdes essenciais para o
entendimento acerca das estruturas propostas neste trabalho. p

Figura 21. Esquema dos orbitais moleculares envolvidos na ligagdo de um metal com o ligante nitrosil.
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Fonte: autora.
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O espectro FTIR para o complexo AR2 estd apresentado na Figura 22. Séo
observadas inimeras bandas na regi&o entre 1000 e 3500 cm™. As bandas observadas em 558
e 837 cm™* sdo associadas aos estiramentos da ligagao P-F existente no contra-ion PFg". A banda

fina e intensa observada em 1945 cm corresponde ao v(NO). Outras bandas estio apresentadas
na Tabela 4.

Figura 22. Espectro FTIR do complexo AR2 obtido em pastilhas de KBr.
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Tabela 4. Tentativa de atribui¢do para os complexos AR1 e AR2 com base nas atribui¢des para o complexo
precursor cis-[RuClz(bpy)2]

Complexo bpy v(NO) v(NO2) v(C=C) v(PF)

cis-[RuClo(bpy)z] ~ 657, 729, 765, 1017, 1264,
1309, 1419, 1444, 1463,
1600, 3089, 3098, 3490

AR1 731763, 1273, 1313, 1423, - vs(NO) 1446 2246 558, 844
1446, 1468, 1604, 3100,
3137, 3450 vs(NO) 1338
AR2 725, 765, 1029, 1253, 1945 2247 558,837

1320, 1453, 1473, 1607,
3100, 3137, 3450

Fonte: autora.
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7.5 Espectroscopia de absorcdo no Ultravioleta-visivel (Uv-vis)

Tanto os precursores quanto os complexos inéditos sintetizados neste trabalho
apresentam ligantes polipiridinicos na esfera de coordenacéo. Lever (1984) demonstrou que 0s
espectros eletrdnicos na regido do Uv-visivel para estes complexos apresentam bandas
referentes a transicdes de campo ligante (CL), transi¢cdes de transferéncia de carga do metal
para o ligante (TCML) e transi¢des internas dos ligantes (IL) (Figura 23).

Figura 23. Esquema das possiveis transi¢des para os complexos de ruténio.
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Fonte: (Adaptado de Lima, 2006, p. 90)

De acordo com a Teoria do Campo Ligante, as transi¢cbes de campo ligante (CL) sdo
decorrentes dos niveis energéticos do metal. Estas bandas ocorrem de transicOes eletronicas do
orbital com configuragéo t2¢® para o orbital e;do Ru?*, considerando que os complexos esto
em campo octaédrico. Portanto, estas transi¢des sao do tipo d-d.

As transicbes do tipo TCML sdo observadas quando se tem complexos de ruténio
coordenados a ligantes que possuem orbitais n* de baixa energia, como os ligantes aromaticos.
Esta transicdo ocorre em virtude dos orbitais d estarem proximo o suficiente em energia dos
orbitais vazios do ligante, aparecendo em regides do visivel do espectro eletrénico caso o metal
se encontre em estado de oxidagdo baixo. Além disso, estas bandas possuem coeficiente de
absortividade molar acima de 10* L mol* cm™. Visto que os elétrons de valéncia encontram-se
em orbitais do tipo m e admitindo-se que os ligantes possuem orbitais desocupados m para
receber densidade eletrbnica, a transicdo mais pertinente que ocorre para estes complexos é
Ru 4d: > n*(L) (KROENER; HEEG; DEUTSCH, 1988).
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Além da transicdo TCML, nos espectros dos complexos Ru-bpy também s&o
observadas bandas intraligante (IL), n 2 n* e 1 2 n* (KROENER; HEEG; DEUTSCH, 1988).
Estas bandas possuem semelhanca com as bandas observadas nos ligantes livres. As bandas que
envolvem elétrons livres (n) aparecem em regides de menor energia do que as bandas de
transicao eletrénica Lzt - Lx*, além de serem relativamente fracas.

Nos complexos relatados neste trabalho, ndo foram possiveis observar as bandas d-d.
Sugere-se que estdo bandas estejam localizadas em regiGes de alta energia do espectro
eletronico, e por possuirem baixa intensidade, sdo encobertas pelas bandas IL.

Na Figura 24 sdo possiveis observar 0s espectros na regido do Uv-visivel para os
complexos AR1 e AR2 na concentragdo de 67,0 umol L™ e temperatura de 25,0+0,1 °C. Haja
vista que a manutencdo do complexo AR2 é dependente do pH devido ao equilibrio acido-base
ja mencionado anteriormente, foi obtido espectro em meio &cido, enquanto do complexo AR1
foi obtido em meio aquoso. Para 0 complexo AR1, as bandas observadas em 200, 242 e 283
nm sdo atribuidas a transi¢Ges IL do tipo = - =* relativas aos ligantes insaturados (bpy e
3-etpy), visto que sdo bandas também observadas nos espectros dos ligantes livres e do
complexo cis-[RuClz(bpy)2] (Tabela 5). J& a banda centrada em 407 nm pode ser atribuida a
transicdo de TCML, evolvendo transi¢des Ru 4d; = n*(bpy, NO2) (SAUAIA; SILVA, 2003).

Da mesma forma que o complexo AR1, o complexo AR2 possui bandas em 300 e 200
nm atribuidas a transic¢des IL do tipo = = *. No entanto, o efeito da alteracdo do ligante nitrito
pelo ligante nitrosil confere diferencas significantes ao se comparar 0s espectros destes dois
complexos. O desaparecimento da banda na regido do visivel em 407 nm (AR1) e aparecimento
de um ombro em 330 nm (AR2) corrobora com esta premissa. A mudanca da banda localizada
em regides de maior energia é explicada pela forte retrodoacéo existente entre o ruténio e o
ligante nitrosil, resultando em estabilizacdo adicional dos orbitais dz, 0 que aumenta o

desdobramento destes orbitais e altera a transicdo TCML para a regido do ultravioleta.
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Figura 24. Espectros na regido do Uv-visivel dos complexos AR1 (67,0 umol L™*) em HCI 0,1 mol L* e AR2

(67,0 pmol L) em agua.
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Os coeficientes de absortividade molar foram obtidos a partir da Equacéo de Lambert-

Beer. Através do coeficiente angular da reta gerada do gréfico de absorbancia versus

concentracdo (Figuras 25 e 26) foram possiveis obter os coeficientes de absortividade molar

().

Figura 25. Retas de regresséo linear para determinacéo do coeficiente de absortividade molar do complexo ARL.
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Figura 26. Retas de regressdo linear para determinacdo do coeficiente de absortividade molar do complexo AR2.
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Fonte: autora.

Esta analise gréfica realizada a partir da construgdo do grafico de dispersdo entre as
variaveis, demonstrou a relacdo existente entre os pontos, gerando uma reta com um coeficiente
de correlacdo linear (r) proximo de 1. O resumo das absortividades molares encontra-se

apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Coeficientes de absortividade (€) molar obtidos a partir de espectros na regido do Uv-visivel em meio
aquoso para o complexo AR1 e HCI 0,1 mol L para o complexo AR2.

Complexo Comprimento de onda (log €)

AR1 242 nm (3,79)
283 nm (4,17)
405 nm (3,44)

AR2 217 nm (4,35)
300 nm (3,89)
330 nm (3,54)

Fonte: autora.

7.5.1 Determinacdo da Constante de Equilibrio

Sabe-se que o dxido nitrico participa de inUmeros processos fisiologicos e possui

atuacdo importante em processos inflamatdrios. Neste sentido, para viabilizar a utilizacdo de
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complexos ruténio-nitrosilos como metalofarmacos, € necessario conhecer mais sobre seu
comportamento quimico e mecanismo de acdo em sistemas bioldgicos. Para isso, o
conhecimento e descricdo das propriedades fisico-quimicas sdo necessarias.

Foi realizado estudo da constante de equilibrio (Keq) entre as espécies Ru-NO™ e
Ru-NOz de forma a entender o comportamento acido-base destes complexos em solu¢do. A
interconversdo entre nitrosilo-nitrito para os complexos AR1 e AR2 (Equagdo 12) foi
determinada através da avaliacdo do equilibrio &cido-base. A determinacdo do pH de
interconversdo foi realizada por espectrofotometria a 25,0+0,1 °C através de leituras de
absorbancia de solugBes de mesma concentragdo do complexo AR1 (4,10 x 10 mol L) em
solugdes de tampdo fosfato com diferentes valores de pH (Figura 27). A forga ionica foi mantida
em KCI 1,0 mol L. As solucdes foram mantidas em condigGes de escuro durante 3 horas, uma
vez que foi observado que este equilibrio € um processo lento, o qual é semelhante a compostos
relatados anteriormente (SAUAIA; SILVA, 2003).

cis-[Ru''(bpy),(3-etpy) NO)]™" ,, + 2 OH' ,, === cis-[Ru"(bpy),(3-etpy)(NO,)]",,, + H,0, (12)

(aq)

Figura 27. Espectros de absorcéo eletrénica dos complexos AR e AR2 em diferentes pHs.
C =4,0x10° mol L.
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Fonte: autora.

Dois pontos isoshésticos foram observados em 300 e 345 nm, consistente com duas
especies em solucdo. Plotando-se os dados obtidos de pH versus concentracdo do complexo

AR1, observou-se uma sigmoide centrada caracteristica de solugdes com caracteristica acido-
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base (Figura 28). Através do calculo da primeira derivada desta sigmoide, obteve-se o valor de

pH = 3,9, 0 que corresponde a concentracOes equivalentes dos complexos AR1 e AR2 em
solucéo.

Figura 28. Sigmdide obtida a partir da variacdo do pH em funcédo da concentracdo do complexo AR1.
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Fonte: autora.

De posse destes dados experimentais, foi possivel calcular a Keq para a interconverséo
Ru-NO/Ru-NO: (Equagdo 13) utilizando-se do artificio do calculo do coeficiente angular do
grafico de 1/(absorbancia em 416 nm) versus 1/[OH7]? no ponto em que a concentragio de
Ru-NO ¢ igual a concentracdo de Ru-NO..

_ [cis—[Ru'!(NO,)(bpy), (3—etpy)]~
Keq = [cis—[Ru!l(NO*)(bpy), (3—etpy)]3* + [OH"]2 (13)

O perfil espectral mostra que em pH acima de 3,9, o complexo AR1 esta presente em
quantidades significativas na solucdo. No grafico apresentado na Figura 29 é possivel inferir

que a linearidade da reta prediz que o processo global de conversdao AR1 em AR2 é um processo
que envolve dois prétons
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Figura 29. Reta obtida com os valores de absorbancia para os complexos AR1 e AR2 em pH=4,2.
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Através da equacdo da reta (Figura 29), a Keq medida para a reacdo acido-base descrita
na Equacéo 12 foi de 1,52 x 102 L2 mol, o qual ¢ bastante similar a espécies de formula geral
cis-[Ru(NO)(bpy)2(L)I** (SAUAIA; SILVA, 2003; TFOUNI et al., 2003). Este dado fornece
informacBes sobre a eletrofilicidade relativa dos diferentes compostos ruténio-nitrosilos.

Alguns exemplos séo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de constante de equilibrio para complexos do tipo cis-[Ru(NO)(bpy)2(L)]*".

Complexo Keq (L? mol?) Referéncia
cis-[Ru(NO)(bpy)2(4-pic)]** 3,80 x 102 SAUAIA & daSILVA, 2003
cis-[Ru(NO)(bpy)(3-etpy)]** 1,52 x 10 Presente trabalho
cis-[Ru(NO)(bpy)2(py)]** 1.60 x 10% SAUAIA & daSILVA, 2003
cis-[Ru(NO)(bpy)a(4-acpy)]** 3.20 x 10% SAUAIA & daSILVA, 2003

*4-pic = 4-picolina, py = piridina e 4-acpy = 4-acetilpiridina.
Fonte: autora.

Observa-se que ocorre 0 aumento nos valores de Keqde acordo com a seguinte ordem
4-pic <3-etpy <py <4-acpy. Este aumento na Keq € coerente com o aumento do carater

n-receptor dos ligantes “L” nos complexos de formula geral cis-[Ru(NO)(bpy)2(L)]%*.
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O carater m-receptor estd diretamente relacionado & capacidade do ligante em
acomodar nos orbitais m* a densidade eletronica provinda dos orbitais dm do metal. Assim, a
constante de equilibrio reflete informac6es sobre a reatividade do ligante nitrosil frente ao
ataque nucleofilico ocasionado pela hidroxila. No caso do ligante contendo o grupo alcino em
sua estrutura (3-etpy), a reatividade do complexo AR2 se mostra poucas unidas menor do que
a reatividade do complexo cis-[Ru(NO)(bpy)2(py)]**, sugerindo que este ligante apresenta um
carater t-receptor ligeiramente menor do que a py, mas maior do que a 4-picolina, por exemplo.

Ademais, Gorelsky e Lever (2001) estudaram a influéncia do ligante expectador “L”
na ligacdo Ru-NO de complexos tetraaminicos de formula geral [Ru(NO)(NHz3)4L]"" através de
calculos DFT. De fato, estes estudos apontaram para a participacdo do ligante NO™ nos orbitais
LUMO e LUMO+1, mas ressaltaram que estes orbitais possuem também caracteristicas
metalicas (4dxyy. Ru), mesmo que em menor quantidade (até 33%), quando o ligante
coordenado ¢ m-doador (GORELSKY; LEVER, 2001). Assim, o povoamento dos orbitais
LUMO e LUMO+1 serd4 dependente também da natureza dos ligantes expectadores, e
consequentemente ira influenciar na reatividade do ligante NO. Portanto, quanto maior for a
deficiéncia eletronica sobre o ligante NO* em virtude da acidez do ion metalico (Ru?*) que é
modulada pelos ligantes, maior sera a energia necessaria para que a reacao entre 0 NO* e OH-
ocorra (TFOUNI et al., 2003).

7.6 Estudos Eletroquimicos

Como tentativa de se estudar os processos eletroquimicos que envolvem a redu¢édo do
ligante nitrosil e sua possivel reversibilidade, realizaram-se ensaios de voltametria ciclica,

espectroeletroquimica, bem como eletrdlise a potencial controlado.

7.6.1 Voltametria Ciclica

O comportamento eletroquimico do complexo AR2 foi avaliado por voltametria
ciclica. A principio, dado o carater eletroativo do ligante nitrosilo (NAGAO et al., 1989), as
andlises foram desenvolvidas no sentido de obter valores e interpretacdo dos processos
eletroquimicos condizentes com os processos de oxirreducdo apresentados na Equacdo 14 e

reacOes acopladas.
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RU'-NO* + & RU'-NO® + e == RU"-NO (14)

Os experimentos foram conduzidos em solucdo de acetonitrila contendo eletrolito
suporte hexafluorfosfato de tetrabultiaménio (TBAH) 0,10 mol L. Foi utilizado eletrodo de
platina como eletrodo de trabalho, o qual ndo possui processos de oxirreducao na faixa de -1,00
a +1,00 V versus Fc*/Fc® em acetonitrila (SATO; MORINAGA,; ISHIZUK, 2013), possuindo
a capacidade de deteccdo de substancias neste intervalo de potenciais sem interferéncia do
solvente.

O comportamento do complexo AR2 foi estudado inicialmente na concentracdo de
1,10 x 10 mol L e velocidade de varredura de 100 mV s (Figura 30). A varredura iniciou-
se no sentido catodico, visto que o complexo se encontra inicialmente com o fragmento “Ru-
NO*™.

Figura 30. Voltamograma ciclico do complexo AR2 (1,10 x 10 mol L) obtido em acetonitrila e eletrdlito
suporte TBAH 0,10 mol L. Potencial de inversdo: -1,20 V versus Fc*/Fc® e v = 100 mVs™.
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Fonte: autora.

Na regio entre -1,00 a +1,00 V vs Fc*/Fc? foram observados trés picos catodicos (1c,
2c e 3c) e trés picos anddicos (la, 2a e 4a). O pico (1c) encontra-se na regido de potencial
+0,13 V vs Fc'/Fc® e possui pico anodico correspondente na varredura inversa. Estudos
realizados para complexos similares (DA SILVA; DE LIMA; DE PAULA MACHADO, 2015),

demonstraram que estes picos, em geral, séo relacionados ao processo de oxirredugéo do ligante
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nitrosil, de Ru"-NO* para Ru"-NQ°. Para o complexo AR2, este processo é apresentado na
Equacdo 15.

+e”
cr's-[RuH(bpy):(3-clpy)(NO)]3+? cis-[Ru"(bpy),(3-etpy)(NO)|** (15)

Para melhor compreensdo da natureza deste processo, o qual pode ocorrer in vivo
(FORTNEY, 2007) além de ser base do entendimento de metalofarmacos liberadores de NO,
foi avaliada a sua reversibilidade em diferentes velocidades de varredura (Figura 31). Os
voltamogramas ciclicos obtidos foram iniciados em +0,60 V vs Fc*/Fc°, conduzidos para
potenciais negativos, invertidos em 0,00 V vs Fc*/Fc® e novamente conduzidos para potenciais
positivos até +0,60 V vs Fc*/Fc. Os processos envolvidos neste intervalo de potenciais foram

estudados atraves do diagnostico e reversibilidade.

Figura 31.Voltamograma ciclico do complexo AR2 (1,10 x 10 mol L) em acetonitrila. Eletrélito suporte
TBAH 0,10 mol L. Potencial de inversdo: 0,00 V versus Fc*/Fc®,

8,0x10°

la

6,0x10° i
4,0x10° i
2,0x10° i

0,0

-2,0x10°

Corrente (A)

4,0x10° 1

-6,0x10° -

-8,0x10° -

-1,0x10° . . . T - T . .
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Potencial (V) versus Fe_F/’Fe0
Fonte: autora.

A corrente de pico, neste caso, é dada pela Equacdo de Randles-Sevcik (Item 6.4.3).
Esta equacgdo estabelece alguns principios para o diagnostico de reversibilidade de reacdes
eletroquimicas. Assim, caso a reagdo seja reversivel ela ird perfazer os seguintes critérios:
o A razdo da corrente de pico anodico e catodico (Ipa/lpc) € igual ou proxima a unidade,
independente da velocidade (V);
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o A diferenca entre Epa e Epc (AEp) é constante, e ndo varia com a velocidade de
varredura;
o A corrente de pico é diretamente proporcional a raiz quadrada da velocidade de
varredura.

No caso dos picos observados na Figura 31, foram calculados os valores apresentados
na Tabela 7. Os picos 1c e 1a satisfazem dois dos critérios de reversibilidade. A razéo lpa/lpcé
bem préxima da unidade no intervalo de velocidades de varredura estudado, além da corrente
de pico ser diretamente proporcional a raiz quadrada da velocidade de varredura como
demonstrado no gréafico de v¥? versus i (Figura 32), o qual apresenta linearidade. N&o obstante,
a diferenca entre 0s maximos de potencial entre os picos 1c e la ndo foi constante com a
variacdo da velocidade de varredura, 0 que caracteriza este processo como um possivel processo
quase-reversivel (NICHOLSON; SHAIN, 1965).

Tabela 7. Parametros eletroquimicos obtidos para o complexo AR2 (1,10 x 10- mol L%) em acetonitrila.

V (mV s?) Epa (V vs Epc (V vs loa (LA) loc (MA) Ipallpc AEp (V vs

Fc*/Fc) Fc*/Fc) Fc*/Fc)
25 40,13 +0,21 1,63 1,70 1,0 +0,073
50 40,13 +0,21 2,14 2,31 1,1 +0,075
100 +0,14 +0,21 2,88 3,17 1,1 +0,073
200 +0,13 +0,21 3,36 4,47 1,2 +0,076
300 +0,13 +0,21 5,41 5,68 1,0 +0,078
400 +0,13 +0,21 6,30 6,82 1,0 +0,088
500 +0,13 +0,21 7,20 7,66 1,0 +0,088

Fonte: autora.

105



Ana P. S. Gaspari Giovanini Tese de Doutorado

Figura 32. Grafico de I, ou Ips versus v¥2 do complexo AR2 em acetonitrila. Coeficiente de correlagio da reta
Ipa=0,99617 e Ipc = 0,99353.
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Fonte: autora.

O segundo processo catddico para o complexo AR2 (2c¢) centrado em -0,75 vs Fc*/Fc
ndo apresentou pico na varredura inversa, sendo caracteristico de um processo em que ocorre
transferéncia de carga irreversivel. Em analogia a complexos similares reportados
(CALLAHAN; MEYER, 1977; SAUAIA, 2003), pode-se considerar que em potencial -0,75 vs
Fc*/Fc ocorre reducdo no NO coordenado (Equacdo 16), formacdo do complexo
cis-[Ru(NO")(bpy)2(3-etpy)]*, seguida por uma rapida reacdo quimica, visto que até mesmo em
velocidade alta de varredura, como de 500 mV s, ndo é possivel observar o pico anddico
correspondente. Acredita-se que o complexo formado seja proveniente da reagdo com oxigénio
(ou mesmo superdxido) para geracdo de um novo complexo (Equacdo 17), o
cis-[Ru(NO)(bpy)2(3-etpy)]".

+e
cis-[Ru'(bpy),(3-etpy)(NO")]*" == cis-[Ru"(NO)(bpy),(3-etpy)]*" (16)
cis-[Ru"(NO)(bpy),(3-€tpy)]sq) + 1/2 Opegy —>  Cis-[RU"(NO,)(bpy),(3-etpy)]*” (7)

106



Ana P. S. Gaspari Giovanini Tese de Doutorado

Este complexo formado por via eletroquimica, é entdo oxidado a partir da inversdo do
potencial, gerando o pico observado em +0,42 V vs Fc*/Fc, que é resultante da reacdo

apresentada na Equacéo 18.

- il + +e . 1 2+ (18)
cis-[Ru’(bpy),(3-etpy)(NO,)] == cis-[Ru " (bpy),(3-etpy)(NO,)]
-C

Como um dos objetivos deste trabalho € realizar avaliacdo da atividade bioldgica do
complexo AR2, é relevante entender seu comportamento em meio aquoso também. Para este
estudo foram utilizados eletrodo de trabalho de ouro, solucdo tampdo de 4&cido
trifluoracético/trifluoracetato de sodio (HTFA/NaTFA) pH~2,50 e eletrodo de referéncia
Ag/AgCI. O tampdo HTFA/NaTFA foi utilizado para manutencdo das espécies contendo NO
em solucdo, pois como foi visto anteriormente, a conversdao do complexo AR2 em AR1 é
dependente do pH.

Primeiramente, no ambito de averiguar os potenciais envolvidos nos processos de
oxirreducdo do complexo AR2 em meio aquoso, assim como sua dependéncia com a velocidade
de varredura, foi conduzido experimento de voltametria ciclica nas velocidades 25, 50, 100,
200, 300 e 400 mV s. Dentre os voltamogramas obtidos, somente aqueles conduzidos nas
velocidades de 100, 200, 300 e 400 mV s foram considerados (Figura 33), pois nas outras
velocidades de varredura ndo sdo observados os picos dos processos de oxirreducdo do
complexo AR2.

O comportamento do complexo AR2 foi estudado na concentracdo de
1,10x107 mol L*. Os voltamogramas ciclicos obtidos foram iniciados em +0,50 V vs Ag/AgCl,
conduzidos para potenciais negativos, revertidos em -0,50 V vs Ag/AgCl e novamente

conduzidos para potenciais positivos até +0,50 V vs Ag/AgCl.
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Figura 33. Voltamograma ciclico do complexo AR2 (1,10 x 10 mol L) obtido em tampdo HTFA/NaTFA
pH~2,5. Potencial de reversdo: -0,50 V versus Ag/AgCl; v = 100, 200, 300 e 400 mV s™.
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Fonte: autora.

Na regido entre -0,50 a +0,50 V vs Ag/AgCl, (Figura 33), foram observados dois picos
catddicos (1c e 2c) e dois picos anodicos (1a e 4a). O resumo dos potenciais obtidos para o
complexo AR2 em meio aquoso, bem como em meio organico para via de comparacdo sao

resumidos na Tabela 8.

Tabela 8. Dados eletroquimicos para o complexo AR2.

Solvente Eno*ino® (V vs Ag/AgCI) Eno%o (V vs Ag/AgCl)
HTFA/NaTFA g +0,15 -0,25
Acetonitrila +0,13 -0,75

Fonte: autora.

Similarmente, os picos 1c e 2c sdo atribuidos aos processos centrados no ligante
nitrosil, assim como para 0s processos eletroquimicos observados em acetonitrila. Ja os outros

picos séo relacionados a processos um pouco diferentes, 0s quais serdo abordados a seguir.

7.6.2 Espectroeletroquimica

Com base nos potenciais obtidos a partir da voltametria ciclica em meio aquoso para

o complexo AR2, estudou-se o comportamento espectroscopico promovido pela eletrélise a
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potencial controlado em -0,10 V vs Ag/AgCl. Este valor de potencial foi escolhido visto que €
o potencial em que se presume que ocorra a liberagdo de NO°. Este estudo viabiliza o
entendimento do sistema de liberacdo de NO, o que é essencial para se ponderar sua
aplicabilidade a sistemas biologicos e seus mecanismos de acao por processos redutimétricos.
Com intuito de analisar o perfil espectral de cada espécie gerada in situ, aplicou-se
potencial -0,10 V vs Ag/AgCl a uma solugdo de AR2 na concentragdo de 1,00 x 10 mol L.
Concomitantemente, foram obtidos espectros eletrénicos na regido do Uv-visivel a cada 30
segundos durante 30 minutos. A variacdo espectral (Figura 34), neste periodo, demonstra
surgimento de um ombro na regido de 380 nm, e de duas bandas em 249 e 309 nm, assim como
o0 desaparecimento da banda localizada em 330 nm. Esta banda é atribuida a transicdo TCML
dn 2> n* (NO™), e em consequéncia, é de se esperar que ela ndo esteja presente no espectro do
complexo cis-[Ru(bpy)z2(3-etpy)(NO%)]?* devido a perda do carater da ligagdo Ru-NO*.
Diferentemente de outros complexos relatados (SAUAIA et al., 2005), a aplicacdo de -0,10 V
vs Ag/AgCl ao complexo AR2 néo acarreta na liberagdo de NO° (Equacéo 19) ao meio em

quantidades significantes.

Figura 34. Espectros na regido do Uv-visivel para o complexo AR2 (1,00 x 108 mol L), em solugéo
HTFA/NaTFA pH ~2,5, obtidos durante a eletrélise a potencial controlado em -0,10 V vs Ag/AgCl, durante 30
minutos.
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Fonte: autora.
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s TOL
cis-[Ru"(NO")(bpy),(3-etpy)]*” ? cis-[Ru"(bpy),(3-etpy)(NO")]

24

-NO°
ﬁ cis-[Ru"(bpy)z(3-e1py)(HZO)J3‘ (29)

Uma explicacio plausivel para a estabilidade da ligacdo Ru'-NO° no complexo AR2
é que o ligante 3-etpy possui um carater w-receptor menos pronunciado em comparagdo com a
piridina por exemplo, acarretando em menor retrodoacdo dos orbitais dt do metal para os
orbitais * da 3-etpy. Assim, o ion de ruténio(ll) ndo apresenta repulsdo eletronica tdo com a
mesma intensidade que os complexos ja reportados quando da reducdo do ligante nitrosilo,
mantendo a ligagdo Ru'-NQ° e apresentando total conversio do complexo
cis-[Ru(bpy)2(3-etpy)(NO?]?* em AR2 quando aplicado potencial em +0,40 V vs Ag/AgCl.

As caracteristicas espectrais do complexo formado no segundo processo catédico do
voltamograma ciclico em solugdo HTFA/NaTFA pH~2,5 do complexo AR2 (Figura 33)
também foram analisadas. Os espectros na regido do Uv-visivel foram obtidos de forma similar
aos obtidos para verificar a obtengdo do complexo Ru"-NQ°, com a diferenca de que o potencial
aplicado este experimento foi de -0,45 V vs Ag/AgCI.

A literatura relata (GORELSKY; LEVER, 2000) que os complexos do tipo
cis-[Ru(NO)(bpy)2(L)]®* apresentam banda em ~500 nm relacionada ao complexo
cis-[Ru(bpy)2(H20)(L)]** formado a partir da liberagdo de NO decorrente da eletrdlise.
Entretanto, para o complexo AR2, observa-se que a banda formada em 480 nm (Figura 35) pela
aplicacdo de potencial em -0,45 V vs Ag/AgCI retorna em grande parte ao seu estado inicial
quando re-oxidado a cis-[Ru(NO™)(bpy)2(3-etpy)]** (Figura 36). Para esta banda retornar ao seu
estado inicial sem que ocorra a liberacdo do NO, é preciso que a segunda etapa da reacdo da
Equacéo 19 ndo ocorra de fato.
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Figura 35. Espectros na regido do Uv-visivel para o complexo AR2 (1,00 x 10 mol L), em soluc&o
HTFA/NaTFA pH ~2,5, obtidos durante a eletrolise a potencial controlado em -0,45 V vs Ag/AgCl, durante 60

minutos.
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Fonte: autora.

Figura 36. Espectros na regido do Uv-visivel para o complexo AR2 (1,00 x 10 mol L), em solugéo
HTFA/NaTFA pH ~2,5, obtidos durante a eletrélise a potencial controlado em -0,10 V vs Ag/AgCl, durante 60

minutos.
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Fonte: autora.

No mecanismo mais proximo para a reagdo eletroquimica do complexo AR2, ocorre a
formacdo do complexo cis-[Ru(NO")(bpy).L]" ao aplicar potenciais por volta de -0,45 V vs
Ag/AgCI com posterior formagdo do complexo cis-[Ru(bpy)2(NH3)L]** em virtude da re-
oxidagédo do complexo pela aplicagao de potenciais acima de 0,00 V vs Ag/AgCl (SAUAIA et

al., 2005). Para o complexo AR2, portanto, 0 mecanismo ¢ apresentado na Figura 37.
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Figura 37. Mecanismo de oxirreducao eletroquimica para o complexo AR2.
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Fonte: autora.

Este caminho eletroquimico é consistente com a presenca do pico (1a) observado na
Figura 33, o qual é resultante da oxidacdo do complexo cis-[Ru(NO")(bpy)2(3-etpy)]* na
superficie do eletrodo. Mediante os dados experimentais obtidos, outros experimentos foram
conduzidos de maneira a viabilizar o entendimento do sistema em questdo, tais como: estudo
do pka dos ligantes, atividade fotoquimica e célculos DFT relacionados a estrutura do

complexo.

7.7 Estudo da constante de equilibrio de protonacéo dos ligantes py e 3-etpy

O Complexo AR2 possui similaridades (Espectro Uv-visivel, voltamograma ciclico e
espectro FTIR) com o complexo cis-[Ru'"(bpy)2(py)(NO)](PFs)3.2H-0, apresentando como
unica diferenca o grupo -C=C- do ligante 3-etpy. No entanto, na espectroeletroquimica observa-
se que ao aplicar potencial de -0,10 V vs Ag/AgCl ocorre reducdo do NO* para NO°, sem sua
liberacdo, o que é incomum.

Para se entender um pouco melhor a influéncia do ligante 3-etpy coordenado ao
fragmento RuNO™, realizou-se experimento de obtencdo da constante de equilibrio de
protonacdo de cada ligante (Figura 38), de forma a analisar seu carater acido-base e, por
conseguinte, sua capacidade de atuar como ligante o-doador, o qual ird influenciar diretamente

na afinidade do ruténio pelo ligante nitrosilo.
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Figura 38. Estruturas envolvidas no célculo de pka dos ligantes py e 3-etpy.
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Fonte: autora.

Trinta solugbes em diversos pHs entre no intervalo de 1,0 a 7,4 foram preparadas e
adicionadas quantidades equimolares do ligante (py ou 3-etpy) na concentragdo de 1,0 pmol L.
Foram obtidos espectros na regido do Uv-visivel e a partir deles, construiu-se o grafico de pH
versus absorbancia em 260 nm (Figuras 39 e 40). Através da Equacédo de obtencdo da constante

de equilibrio foi obtido o valor de pKa para cada ligante (Equacéo 20).
pKa = pH + 1og”‘[—;+] ,quando [HL*] = [L], entdo: pKa = pH (20)

Figura 39. Gréafico obtido a partir do pH versus absorbancia em 260 nm para o ligante piridina.
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Fonte: autora.
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Figura 40. Gréfico obtido a partir do pH versus absorbancia em 278 nm para o ligante 3-etinilpiridina.
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Fonte: autora.

Embora o pKa nao seja uma medida direta do carater doador ou receptor de densidade
eletrbnica, em geral, maiores valores de pKa revelam a capacidade do par de elétrons livres do
nitrogénio do anel piridinico estar disponivel para interagir com o centro metalico de ruténio,
estando comprometido em menor propor¢do com a conjugagdo m existente no anel aromatico
(MOREIRA, 2016).

Comparando os valores de pKa do ligante py (pKa =5,28) e 3-etpy (pKa = 3,54) pode-
se concluir que o par de elétrons do nitrogénio da 3-etpy se encontra mais comprometido com
a conjugagdo m do anel aromatico do que o da piridina, o que torna menos intensa a doacdo de
densidade eletrénica para o centro metalico. Assim, a populacéo eletrénica sobre os orbitais de
carater predominante do metal se torna menor, gerando menor efeito de repulsdo eletronica e,
portanto, um possivel menor o comprimento de ligacdo Ru-NO. Este fato pode ser responsavel
por ndo ocorrer a liberagio de NO ao formar o complexo cis-[Ru(bpy)2(3-etpy)(NO°)]?* através

da reducdo eletroquimica.

7.8 Fotolise

Considerando os dados eletroquimicos e espectroscopicos obtidos para os ligantes e
complexos, é factivel supor que a reatividade dos compostos AR2 e cis-[Ru(NO*)(bpy)2(py)]**
induzida por luz deve ser semelhante. Os complexos do tipo cis-[Ru(NO*)(bpy).L]** (DE
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LIMA et al., 2006; SAUAIA et al., 2003; SAUAIA; SILVA, 2003), liberam NO ao serem
irradiados na banda de transicdo de TCML, que se encontra por volta de 330 nm
(Ru 4dz > n*(NO")).

A energia envolvida na transicdo TCML é dependente da densidade eletrénica no
fragmento [Ru(bpy)2(L)]. Desde que o orbital LUMO apresenta grande contribuicdo dos
orbitais m* do NO, sugere-se que o ligante aquo se coordene ao metal quando o NO° é liberado
por irradiacdo, 0 que € observado para varios complexos da classe ruténio-bipiridinas (DA
SILVA; DE LIMA; DE PAULA MACHADO, 2015).

Os estudos de atividade fotoquimica foram realizados através da irradiacéo de luz de
comprimento de onda de 350 nm. A escolha deste comprimento de onda foi feita com base nos
espectros Uv-vis dos complexos estudados. Além disso, foram empregadas solucbes acidas
HTFA/NaTFA pH ~2,5 para evitar o ataque nucleofilico do ion OH a0 NO* e formacédo de
nitrito.

A partir da irradiagéo utilizando filtro de interferéncia de 350 nm, observou-se que o
complexo cis-[Ru(NO*)(bpy)2(py)]*", utilizado como referéncia, apresentou o comportamento
esperado, conforme mecanismo apresentado na Figura 41. Esta espécie foi capaz de liberar NO
gasoso em solucgéo e a interpretacdo dos mecanismos desta liberagcdo foram evidenciados pelos
espectros na regido do Uv-visivel (Figura 42).

Figura 41. Mecanismo da reacdo fotoquimica do complexo cis-[Ru(NO)(bpy)2(py)]1(PFs)s.2H20 ao ser irradiado
em 350 nm.

3+

Fonte: autora.
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Figura 42. Espectros na regido do Uv-visivel para o complexo cis-[Ru(NO)(bpy)2(py)](PFs)3.2H20 (solugédo
tampédo pH = 2,5) ao ser irradiado em 350 nm durante 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos.
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Fonte: autora

Uma nova banda surgiu em 480 nm, correspondente a formacdo do complexo
cis-[Ru"(bpy)2(H20)(py)]?*, com rendimento quantico ®no = 0,21 Einstein mol*, o qual foi

calculado segundo Item 6.4.11.
A fotélise do complexo AR2 foi realizada nas mesmas condi¢des experimentais. Nao

obstante, foi verificada baixa atividade fotoquimica através da irradiacdo em 350 nm (Figura

43). O rendimento quantico de liberacdo de NO para este complexo foi de dno = 0,012

Einstein mol™.
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Figura 43. Espectros na regido do Uv-visivel para o complexo AR2 (solucdo tampdo pH = 2,5) ao ser irradiado
em 350 nm durante 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos.
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Fonte: autora.

Presume-se, que a grande diferenca nos rendimentos quanticos de producéo de NO entre
os complexos AR2 e cis-[Ru(NO)(bpy)2(py)]**, se deve, aparentemente, a diferencas
relacionadas a natureza do estado excitado destas espécies. Neste sentido, realizar calculos

tedricos para entendimento deste sistema parece ser uma alternativa esclarecedora.

7.9 Considerac6es sobre a geometria do complexo AR2

Célculos da geometria mais provavel para o complexo cis-[Ru(NO)(bpy)2(3-etpy)]**
foram realizados pelo Prof. Dr. André L. B. Formiga, do Instituto de Quimica, Departamento
de Quimica Inorganica, da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). A estrutura do
complexo AR2 e os principais comprimentos de ligacdo calculados estdo apresentados na

Figura 44 e dispostos na Tabela 9.
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Figura 44. Estrutura do complexo cis-[Ru(NO)(bpy)2(3-etpy)]**.

Fonte: estrutura concedida pelo Prof. Dr. André L. B. Formiga.

Tabela 9. Principais distancias (A) e angulos (°) obtidos para o complexo cis-[Ru(NO)(bpy).(3-etpy)]** a partir
de célculos DFT.

LigacOes Comprimento de ligacdo (A)
N-O 1,12
Ru-N(O) 1,74
Ru-N(etpy) 2,15
Ru-N(bpy) 2,08 e2,09

Fonte: dados concedidos pelo Prof. Dr. André L. B. Formiga.

Observa-se que dentre as ligagoes “Ru-N" realizadas pelo ion de ruténio(II), a ligagdo
com ligante nitrosilo é a menor, seguida pela ligacdo com o ligante 3-etpy. Estes comprimentos
de ligacdo refletem a natureza da interagdo existente entre os orbitais moleculares dz do metal
e m* do NO, que possuem o carater de ligagdao sigma seguida de retrodoagao.

O ligante nitrosilo apresenta uma geometria praticamente linear, com angulo de
ligagdo “Ru-N-O de 175°. Esse fato, juntamente com o dado de frequéncia de estiramento de

NO em 1944 cm, fornecem evidencias da ligacdo Ru'"-NO*.
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CAPITULO 2
DERIVADOS DE AMINOACIDO: SINTESE E CARACTERIZACAO
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8.1 Introducéo

O interesse no desenvolvimento de complexos ruténio-nitrosilos para aplicagdes
farmacologicas tem sido bastante crescente. No entanto, sabe-se que complexos polipiridinicos
de metal de transicdo ndo perpassam facilmente a membrana celular de células vivas |,
principalmente devido a sua polaridade e carga (SCORSATO; TELLES, 2011).

Para se contornar este problema, podem ser incluidas concentrac@es baixas de solvente
organico, como o dmso, ou de detergentes, como o Triton X ao meio de cultura celular em
testes in vitro, aumentando a permeabilidade através da membrana lipidica. Entretanto, o
solvente ou detergente causam a degradacdo mesmo que parcial da membrana celular
(SCORSATO; TELLES, 2011). Desta forma, compostos contendo biomoléculas em sua
constituicdo, as quais aumentem a sua internalizacdo celular sdo uma boa estratégia. Complexos
de ruténio contendo aminoacidos, por exemplo, podem ser uma alternativa vidvel para
transposicdo da membrana celular através de transporte pelos canais proteicos.

Poucos complexos de ruténio foram reportados. A série de complexos ruténio-
nitrosilos de formula geral mer-(CI)-[Ru(NO)CI3(AA-H)], em que AA = glicina (Gly), alanina
(Ala), L-valina (L-Val), L-prolina (L-Pro), D-prolina (D-Pro), L-serina (L-Ser), L-treonina (L-
Thr) e L-tirosina (L-Tyr) (Figura 45) (RATHGEB et al., 2014), foi descrita por Rathgeb e
colaboradores (2014). Estes complexos apresentaram atividade antitumoral pronunciada contra

a linhagem de carcinoma de ovario CH1, com valores de 1Cso na faixa de 7,5-27,0 umol L™,

Figura 45. Exemplos de complexos de formula geral mer(Cl)-[Ru(NO)CIs(AA)].

NO ) s ° |
0
CI///
C|/,’, | _‘\\\O / cl //,’ 1, _.\

CI/ | ‘N C,/ | C'/l NH
Cl

Ha

[Ru(NO)ClE(L-Val)]' [Ru(NO)Ch(L-TyI’)T [RU.(NO)C]R(PI'O)]‘

Fonte: Adaptado de RATHGEB et al., 2014

Alguns compostos organometalicos também foram desenvolvidos na tentativa do
entendimento dos mecanismos citotoxicos de complexos de ruténio. Os complexos de formula

geral [(m®-p-cimeno)Ru(AA)]* ou [(m®-p-cimeno)Ru(AA)(OH2)]*, em que o aminoacido pode
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estar coordenado de forma bi ou tridentada (Figura 46), sdo internalizados intactos pelas células
(EGBEWANDE et al., 2014). Mediante estudos de cinética, de interagdo com biomoléculas
(DNA) e de citotoxicidade, foi constatado que estes compostos apresentaram excelente
atividade contra linhagens celulares de cancer de ovario A2780 e células mutadas A2780cisR
(resistentes a cisplatina), com valores de ICso no intervalo de 0,21 a 2,7 pmol L*
(EGBEWANDE et al., 2014). Visto que a cisplatina gera uma grande quantidade de efeitos
colaterais, como a resisténcia adquirida ao farmaco, estes complexos se apresentam uma

alternativa viavel para testes clinicos.

Figura 46. Exemplos de complexos organometalicos de ruténio de formula geral [(n8-p-cimeno)Ru(AA)]* e
[(m8-p-cimeno)Ru(AA)(OH>)]*.

o= @(\ 2

Ru g
& ‘ e \"Ru""””JHHI/O
N

[(m8-p-cimeno)Ru(His)]* [(m8-p-cimeno)Ru(Ala)(OH2)]*

Fonte: Adaptado de EGBEWANDE et al., 2014.

Outros complexos ruténio-aminoacido (Ru-AA) foram desenvolvidos, como por
exemplo, os de formula geral [Ru(AA)(bpy)(dppb)](PFs), em que dppb = difenilfosfinabutano
(Figura 47) (DOS SANTOS et al., 2018; LIMA et al., 2014). Dentre estes, a aplicacdo do
complexo [Ru(Gly)(bpy)(dppb)](PFs) foi avaliada frente a células tumorais de sarcoma-180
murino (S180) proporcionando um aumento de células em fase GO/G1 acompanhada por
reducdo de células em fase S e G2/M, que é indicativo de morte celular ocasionada por danos
irreversiveis no DNA. Além disso, estes estudos mostraram que 0 mecanismo de morte celular
é independente da agdo da proteina p53, prevenindo a divisdo celular e levando a célula a
apoptose (LIMA et al., 2014).
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Figura 47. Exemplos de complexos organometalicos de ruténio de formula geral cis-[Ru(AA)(bpy)(dppb)]*.
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Fonte: autora.

Os estudos envolvendo complexos Ru-AA tém se demonstrado bastante promissores
tanto no &mbito do desenvolvimento de compostos que possam ser utilizados em terapias contra
0 cancer, quanto no ambito do entendimento dos mecanismos citotdxicos de complexos de
ruténio. No entanto, poucos artigos estdo disponiveis na literatura, sendo o marco da evolucéao
destas pesquisas 0 ano de 2011 (Figura 48), o que prova 0 quao nova € esta vertente,
alavancando novos estudos e pesquisas envolvendo esta area. Além disso, complexos Ru-AA
contendo polipiridinas e o ligante nitrosil ainda ndo foram reportados. Neste sentido, um dos
objetivos deste trabalho € desenvolver complexos que se enquadrem nesta classe e possam atuar

como agentes anticancerl’genos.
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Figura 48. Quantidade de artigos publicados na area de complexos Ru-AA para fins farmacoldgicos.
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Fonte: Quantidade de artigos totais encontrados para as palavras-chave que correlacionam “ruthenium” e “amino
acids” no site https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed. Selecionados os artigos que estudam complexos Ru-AA.

Buscou-se  sintetizar  complexos do  tipo  cis-[Ru(NO)(bpy)L]™" e
cis-[Ru(NO2)(bpy)2L]™Y* (L=3-¢tinilpiridina ou derivado de aminoacido). Estes compostos
octaédricos possuem seis sitios de coordenacdo, os quais podem ser ocupados por ligantes que
conferem caracteristicas especificas, tais como estabilidade, atividade fotoquimica, capacidade
de interacdo com biomoléculas, entre outras. Neste trabalho optou-se por utilizar complexos
contendo 2,2’-bipiridina, os quais sdo ligantes que proporcionam estabilidade ao complexo de
ruténio(ll), ndo sendo liberados em ambiente bioldgico.

Biomoléculas foram utilizadas como ligantes para se estudar as caracteristicas
quimicas destes complexos e suas atividades frente a células tumorais. Dentre as biomoléculas
escolhidas para estudo, os aminoacidos foram os primeiros a serem utilizados para vias de
sintese. Os aminoacidos correspondem a uma classe de nutrientes indispensaveis para
sobrevivéncia e manutencdo de todas as células. Tratando-se de células tumorais, a sua
demanda por aminoacidos € notoriamente maior quando comparada com células sadias em
funcdo de sua maior necessidade por nutrientes para sua proliferacdo excepcionalmente alta
(BHUTIA et al., 2015). Estes aminoacidos apresentam canais especificos na membrana celular
para sua internalizacdo. Assim, aminoacidos coordenados a complexos ruténio-nitrosilos
podem conferir uma melhor internalizagdo, fazendo com que estes compostos possam ser
farmacos alternativos para tratamento do cancer e/ou doengas negligenciadas.

Para se obter um complexo de férmula cis-[Ru(NO)(bpy).L]™ e

cis-[Ru(NO2)(bpy)2L]™Y* em que 0 aminoécido se coordene ao centro metalico apenas por um
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sitio de coordenacdo, foi necessaria a modificacdo do ligante através de rotas sintéticas, visto
que aminodcidos sdo quelatos e deslocariam um dos ligantes da estrutura
cis-[Ru(NO2)(bpy)2L]™Y*, que neste caso seria o ligante nitrosil.

O ligante derivado de lisina foi obtido por cicloadi¢do azida-alcino catalisada por
cobre, de forma a se ligar um derivado de piridina a um amino&cido, visto que a piridina é um
ligante com afinidade alta pelo fon complexo contendo Ru?* (OMAE, 2004), ndo ocasionando
o deslocamento de outros ligantes pelo efeito quelato. De forma alternativa, o ligante derivado

de triptofano (pyTrp) foi sintetizado através da sintese de obtencdo de Bases de Schiff.

8.2 Parte A: Derivados de aminoacido (pyLys e pyTrp)

8.2.1 Cicloadicéo azida-alcino catalisada por cobre (CUAAC)

As reacles envolvidas na reacdo CuAAC sdo explicadas pela unido da Quimica
Organica e Quimica de Coordenacdo. As diferencas em termos energéticos entre os orbitais de
fronteira HOMO e LUMO de alcinos e azidas sdo pequenas, possuindo magnitudes similares.
Por isso, 0s mecanismos reacionais dipolo-HOMO e dipolo-LUMO ocorrem de forma
simultanea produzindo misturas regioisoméricas de 1,4 e 1,3-triazdis (FREITAS et al., 2011),
0 que torna essencial a presenca do catalisador.

O catalisador (Cu') orienta a reacgdo regioespecifica através de intermediarios polares
cujas energias definem a velocidade da reacdo. Embora existam mecanismos que simplificam
as etapas envolvendo a formacdo de 1,3-triazdis, a reacdo ndo € trivial, envolvendo
complexacédo de ions Cu* e formacgdo de complexos organometalicos. O grande obstaculo no
estabelecimento das estruturas dos intermediarios de reacdo envolvidos assim como da ordem
global, provém da facilidade com que o cobre apresenta de formar complexos polinucleares
variados neste sistema. Estudos sugerem que mdltiplas espécies se encontram em rapido
equilibrio, dificultando a precisdo mecanistica. Apesar disso, sabe-se que o cobre influencia
diretamente no percurso da reacdo, e independente do caminho ao qual se estende, o produto é
0 mesmo. As condigdes sintéticas se demonstraram adaptaveis a diferentes solventes
(FREITAS et al., 2011), o que facilita sua aplicacéo.

A Click Chemistry para o fim de sintetizar ligantes derivados de amino&cidos é um
procedimento quimico versatil e conveniente, o qual é amplamente utilizado em quimica

organica, especialmente na descoberta de medicamentos. Estender esta area para a Quimica de
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Coordenagéo pode abrir novos caminhos na preparacdo de complexos com aplicacao bioldgica.
Exemplo de composto sintetizado a partir da click chemistry é o complexo
cis-[Ru(NO2)(bpy)2(pyLys-O)] desenvolvido neste trabalho. Este complexo é um bom
candidato para alcancar o objetivo de se ter um complexo ruténio-nitrosilo contendo
biomolécula em sua estrutura. Além disso, este tipo de composto pode atuar como intercalador
de DNA, possibilitando sua utilizacdo para fins farmacoldgicos.

8.2.2 Bases de Schiff

O ligante acido 2-(aminometil-4-piridinil)-3-(1H-indol-3-il)propandico (pyTrp) foi
obtido através de reacdes de obtencao de Base de Schiff. As Bases de Schiff recebem este nome
devido ao seu descobrimento por Hugo Schiff (KAJAL et al., 2013; QIN et al., 2013). Estes
compostos sdo obtidos a partir da reacdo de condensacdo de aminas primarias com compostos
carbonilicos em condicdes especificas. Sdo também conhecidas como azometinas e possuem
em sua estrutura grupos imina (C=N) e formula minima R3R2C=NR1 (QIN et al., 2013).
Ademais, possuem alta afinidade por ions metalicos (KOSTOVA; SASO, 2013; PAREKH;
MEHTA,; PATEL, 2006; ROSA et al., 2018; YOUSIF et al., 2017), formando compostos de
coordenacdo estaveis em diferentes estados de oxidacdo (COZZI, 2004). Suas aplica¢des sao
diversas, tais como atividade antifungica (ABU-DIEF; MOHAMED, 2015; PAREKH;
MEHTA; PATEL, 2006), sensores para metais pesados (ROSA et al., 2018), catalise (LIU et
al., 2018), atividade antimicrobiana (IBRAHIM; MOHAMED; REFAT, 2014), antimalarica,
antiproliferativa, anti-inflamatoria, antiviral e antipirética (AL ZOUBI et al., 2018).

As Bases de Schiff sdo amplamente estudados em virtude da sua facilidade de
obtencdo e diversidade. Suas propriedades podem ser moduladas de acordo com os substituintes
e caracteristicas desejadas. Diversos compostos de coordenagdo contendo ligantes iminicos e
metais de transicdo ou lantanideos (M-C=N) foram reportados (ESMADI et al., 2016; KAJAL
et al., 2013; ZOUBI, 2013). A alta afinidade destes ligantes pelos ions metélicos € oriunda da
formacdo de quelatos, o que € fator de grande quantidade de estudos que visam sua aplicacédo
bioldgica (ESMADI et al., 2016; KAJAL et al., 2013; ZOUBI, 2013).

O mecanismo de acdo biologica dos complexos M-C=N (ESMADI et al., 2016; KAJAL
etal., 2013; ZOUBI, 2013) em muitos casos envolve a acdo combinada entre o ligante e metal,
que juntos desempenham atividades peculiares. Em alguns casos, o complexo apresenta

melhores condigdes de seletividade do que os ligantes livres, diminuindo efeitos colaterais e
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aumentando a acdo do farmaco. Um exemplo interessante, é o produto da reacdo entre o
complexo cis-[RuCl2(DMSO)4] com ligantes macrociclos derivados de bases de Schiff (Figura
49). Os macrociclos possuem grupos doadores de densidade eletrénica, gerando estabilidade
cinética para o ion metalico através do deslocamento dos ligantes dmso. Estes complexos
apresentam expressiva atividade bioldgica contra bactérias Gram(+) (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus) e Gram(—) (Escherichia coli, Klebsiella pneumonia) quando

comparados com os farmacos comerciais estreptomicina e ampicilina.

Figura 49. Reacéo de obten¢do do complexo de [RuClz(mac)] em que mac = ligante macrociclo tetradentado
(Base de Schiff).

H,N o) Metanol o | | I
2 2 + [RuCl(dmso)y] 5 Nz, N
S
Refluxo / U\N + 4 H,0 + 4 DMSO
0o NH; g -0 8h N
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Fonte: autora.

Em funcéo da grande aplicabilidade dos complexos M-C=N, existe grande interesse
no desenvolvimento de compostos dessa classe. Por isso, neste trabalho buscou-se a sintese de
derivados de aminoacido a partir da reacdo de obtencdo de Bases de Schiff assim como dos
complexos ruténio-nitrosilos coordenados a eles e suas respectivas caracterizacdes e avaliacdo

da atividade bioldgica.

8.3 Sintese

8.3.1 Ligante pyLys

Dentre os aminoacidos essenciais: tirosina, metionina, fenilalanina, valina, isoleucina,
leucina e lisina, a lisina foi o primeiro a ser utilizado em sintese. A L-lisina é um aminoéacido
de carater basico e contem uma cadeia lateral alifatica possuindo quatro carbonos e um grupo
amino terminal. Sua funcdo € participar da producdo biolégica de proteinas e de carnitina, a
qgual é um nutriente responsavel pela conversdo de &acidos graxos em energia, ou seja,

desempenha uma importante papel na p-oxidagio (BOS; TOME, 2007).
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Primeiramente, o aminoacido lisina estava protegido pelo grupo terc-butilcarbonil
(Boc) de forma a ser estocado solido, para que ndo ocorresse degradacdo. Este grupamento foi
removido da estrutura do precursor Fmoc-Lys(Boc)-OH para que o grupamento amino terminal
fosse exposto para sua utilizacdo na segunda etapa da reacdo. Para desprotecdo da amina
terminal, utilizou-se &cido trifluoracético, visando a desprotecdo &cida, na qual tem-se como
produto da reacdo amina, dioxido de carbono e terc-butil, sendo estes dois ultimos facilmente
eliminados do meio reacional visto que sd@o gasosos a temperatura ambiente.

No segundo passo da reacdo, a etapa de diazotransferéncia, a amina terminal obtida a
partir da etapa anterior reagiu com o anidrido trifluormetanosulfénico (Tf20), agua e CuSO4
para formar acido 2-((9H-fluoren-9-il)metilcarbamato)-6-azido-hexandico (azidolisina) através
da reacdo de diazotransferéncia. O mecanismo de diazotransferéncia foi elucidado por Fisher e
Anselme no ano de 1967. Nesta reacdo, um intermediario tetrazeno dianidnico era formado,
sendo estabilizado por dois ions sédio. Nyffeler e colaboradores (NYFFELER et al., 2002)
extrapolaram este mecanismo proposto por Fisher e Anselme (1967) ao utilizar um ion de metal
de transicdo. Adicionando-se uma quantidade catalitica de um sal de metal de transicéo, tal
como cobre ou zinco, € possivel obter compostos como apresentado na Figura 50.

O mecanismo envolve a geracdo do triflato de azida (TfNs) a partir da reacdo entre
azida de sodio e anidrido triflico. O triflato de azida é adicionado a lisina protegida pelo grupo
Fmoc previamente coordenada ao fon metalico Cu®* (A). Ocorre ataque eletrofilico do
nitrogénio do grupamento amina da lisina ao nitrogénio do triflato de azida, formando um
complexo (B). A perda de um ligante pelo complexo de cobre (C e D) e conseguinte
desprotonacao do nitrogénio coordenado leva a formacdo do anel tetrazeno estabilizado pelo
fon Cu?* (E). Por fim, ocorre a quebra do anel tetrazol a partir de rearranjo, formando o produto

de interesse com grupo azido (E) e o imino complexo de cobre-triflil (F).
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Figura 50. Mecanismo da reacdo de diazotransferéncia.
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Fonte: autora.

Na sequéncia, no terceiro passo, 3-etpy reagiu com a azidolisina em uma reacgéo de
acoplamento azida-alcino na presencga de Cu(l) como catalisador (CARVALHO et al., 2010).
O cobre apresenta papel essencial para a eficiéncia desta reacdo, aumentando em sete vezes sua

velocidade quando comparada a auséncia de catalisador (YANG; LI; CHEN, 2014). A reacéo
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n&o catalisada apresenta uma barreira de ativagdo com energia de 25,7 kcal mol™?, enquanto a
reagdo na presenca de Cu(l) apresenta 14,9 kcal mol™* (YANG; LI; CHEN, 2014). Esta reacio
consiste na ligacdo de um alcino terminal & uma azida organica através da cicloadicao 1,3-
dipolar catalisada pelo ion metélico de Cu*. Os produtos obtidos sdo 1,2,3-triazol-1,4-
dissubstituidos, os quais s@o regioespecificos. O mecanismo envolve a formacdo do complexo
organometalico acetileto de cobre in situ, atraves da reacdo do Cu(l) — obtido pela redugdo do
Cu(Il) com ascorbato de so6dio — com o alcino terminal do ligante 3-etpy.

Sharpless e colaboradores (ROSTOVTSEV et al., 2002) propuseram que um
intermediério organometélico mononuclear de cobre era formado durante a reacdo. No entanto,
ao estudar parametros cinéticos de reacao através da utilizacéo de calorimetros e espectrometria
de massas, Hein & Fokin (HEIN; FOKIN, 2010) demonstraram que o acetileto de cobre(l)
formado é inerte até 0 momento em que um segundo ion metalico é coordenado através da
ligacdo tripla do acetileto (HEIN; FOKIN, 2010; YANG,; LI; CHEN, 2014).

O ion cobre se coordena a tripla ligacdo da 3-etpy (Figura 51A) como descrito pelo
modelo de Dewar-Chatt-Duncanson (SHRIVER; ATKINS, 2008) através da doacdo de dois
elétrons da tripla ligacdo de orbitais m preenchidos do ligante para orbitais d vazios do metal,
formando uma ligagdo o (Figura 52A). Em paralelo com esta interacdo, orbitais d do metal
doam densidade eletronica para os orbitais 7* do alcino através da retrodoacdo (Figura 52B).
Esta ligacdo torna o hidrogénio ligado ao carbono em hibridizacéo sp mais &cido em funcao da
retrodoacao de densidade eletrdnica da tripla ligacédo para o ion metélico, permitindo que outro
ion cobre se coordene ao carbono acetilénico (HEIN; FOKIN, 2010), através de uma ligacéao
n'-alquinil (SHRIVER; ATKINS, 2008).

Na etapa seguinte, o ion cobre se coordena ao nitrogénio da azida favorecendo o ataque
do carbono B-vinilico ao nitrogénio eletrofilico, formando a primeira ligacdo covalente C-N do
anel triazol (Figura 51B) (YANG; LI; CHEN, 2014). Estas ligacbes geram um metalociclo
instavel (Figura 51C) o qual sofre contragdo para adquirir maior estabilidade gerando o anel
1,2,3-triazol (Figura 51D) que posteriormente é protonado gerando o produto desejado (Figura
51E) e restabelecendo o catalisador para 0 meio reacional. O rendimento da formacdo do
produto é da ordem de 67,0%, 0 que torna esta sintese viavel para obteng&o do ligante contendo

a lisina. O resumo das etapas de sintese € apresentado na Figura 53.
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Figura 51. Mecanismo reacgdo de acoplamento azida-alcino catalisada por Cu(l).
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Fonte: Adaptado de YANG et al., 2014.

Figura 52. Interagdo de um metalico com um alcino. A) Ligagédo o e B) Retrodoacéo d, (Metal) = n* do alcino.
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Fonte: Adaptado de SHRIVER & ATKINS, 2008.
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Figura 53. Trés passos de sintese para obtencdo do ligante derivado de aminoacido (pyLys).

H H,oN
/N %
Boc 2 TN/ CH,CI
90% TFA s
—_—
on  CHaCh i OH  MeOH /CusO,
HN \
\Fmoc Fmoc
N
HoN o / N\ \'T
N\ _N
dmf / 3-etpy N=—= O
OH Cuso,
HN Ascorbato de Sédio 70 OH
\Fmoc 80°C '
pyLys

Fmoc

SRS g

Fonte: autora.

A separacdo do composto obtido (pyLys) dos outros componentes do meio reacional
foi feita por extracéo liquido-liquido. A mistura obtida na sintese foi rotaevaporada até secura,
ressolubilizada em agua destilada e extraida com acetato de etila. A fase organica foi separada,
seca com sulfato de magnésio e concentrada. A purificacdo foi feita através de separacédo por
coluna cromatografica com fase estacionaria silica flash, obtendo-se produto com alto grau de
pureza. Foram empregadas as seguintes fases moveis: hexano, acetato de etila:hexano 1:1 e
acetato de etila, nesta ordem, utilizando-se placas cromatograficas de silica-gel para
acompanhamento de eluicdo. Apos eluicdo, as fracdes iguais foram rotaevaporadas até secura.
O composto pyLys apresentou coloracdo vermelha. A estrutura deste ligante inédito foi
confirmada por ressonancia magnética nuclear de *H e 3C, DEPT-135, espectros de RMN 2D
(HSQC e HMBC) e espectrometria de massas.

8.3.2 Ligante pyTrp

Em funcéo de sua versatilidade e da possibilidade de obtencdo de um ligante derivado
de aminoécido ao qual possa ser coordenar ao centro metalico por apenas um sitio de

coordenacdo, buscou-se sintetizar o ligante pyTrp através da sintese de obtencdo de bases de
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Schiff. Assim, optou-se por realizar a reagdo entre o triptofano (Trp) e a
4-piridinacarboxaldeido (Figura 54), de forma a ter um ligante contendo o grupo piridina e 0
aminoéacido. Desta forma, o ligante ndo interage com o metal na forma de quelato mas apenas
pelo nitrogénio da piridina, havendo a possibilidade de ter na esfera de coordenagdo primaria

do Ru?*, duas bipiridinas, um NO* e um derivado de Trp.

Figura 54. Esquema da sintese entre 4-pyCHO e Trp para obtencdo do composto pyTrp.
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Fonte: autora.

O L-triptofano (Trp) é um aminoéacido essencial requisitado pelos organismos em uma
taxa de aproximadamente 5 mg/kg/dia (KESZTHELYI; TROOST; MASCLEE, 2009), estando
presente em aspectos nutricionais e metabolismo humano (KESZTHELYI; TROOST,;
MASCLEE, 2009). A funcdo do Trp no organismo € basicamente sintese protéica (RICHARD
et al., 2009). Ele participa de duas vias metabdlicas essenciais, a sintese da quinurenina (Kyn)
e da serotonina. Tratando-se de ambiente tumoral, o Trp € relacionado a regulacgéo da tolerancia
e resposta imune (ANANIEVA, 2015). Sua degradacédo é condicionada a via da Kyn em que
enzimas sdo responsaveis pela catdlise da reacdo: a indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) e
triptofano-2,3-dioxigenase (TDO), as quais transformam Trp em Kyn, e triptofano hidroxilase-
1 (TPH-1), a qual converte Trp em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) (ANANIEVA, 2015). Esta via
metabolica cria um meio imunossupressor em tumores e em linfonodos gerando apoptose de
células T através da deplecdo de triptofano e acumulacdo de substancias catabodlicas
imunossupressores de triptofano (PLATTEN; WICK; VAN DEN EYNDE, 2012). Devido a
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estas vantagens, optou-se por sintetizar um ligante derivado de triptofano para possiveis
aplicagdes biologicas.

Primeiramente, o Trp foi solubilizado em etanol atraves da adi¢do de hidroxido de
potassio com constante agitacdo, para formacdo do 2-amino-3-(1H-indol-3-il)propanoato, ou
seja, do compostos gerado apds desprotonacdo do hidrogénio do grupo acido carboxilico. O
mecanismo reacional é apresentado na Figura 55. O nitrogénio da amina atua como um
nucleofilo, atacando o carbono carbonilico de aldeidos ou cetonas (Figura 6), seguido pela
transferéncia de um proton (prototropismo) da amina para o oxianion (ERDTMAN et al., 2011),
o qual remove um hidrogénio da amina, formando uma carbinolamina. Posteriormente, a base
(OH"), que € um nucleofilo forte, remove o préton da amina gerando uma molécula de &gua e
fazendo concomitantemente com que os elétrons do nitrogénio se acomodem em uma ligacédo
dupla com o carbono adjacente, e com gque o -OH do intermediario (carbinolamina) atue como
um grupo de saida, reestabelecendo o catalisador (XAVIER; SRIVIDHYA, 2014).

Figura 55. Mecanismo da reacdo de sintese da Base de Schiff em solugdo etandlica e KOH.

o
o
NS
© /H o 0 Hr:\O: —
HN \: " \_(3. (l@
A W T T\ _/
| A H H
=
N
O o
° s ° f\,@ —
N N o
HNT N\ ii) | \ 7/ N\ N | \ /N
¢ +

o
(e}
N —
HN \ \_<:/\N + @:.O._H . H20
\  /

133



Ana P. S. Gaspari Giovanini Tese de Doutorado

Fonte: autora.

A maioria das bases de Schiff derivadas de aminoacidos € bastante instavel e gerada
in situ (ANTONY et al., 2016). No entanto, algumas condi¢fes de sintese podem ser adaptadas
para obtencdo destes compostos de forma que o equilibrio da reacdo seja estendido para a
formacéo dos produtos. Removendo-se a agua ocorre favorecimento da formacdo do produto
(pyTrp). Para isso, adicionou-se sulfato de magnésio ao meio reacional. Apds as 8 horas de
refluxo, a solucdo de coloracdo amarela foi filtrada e o solvente rotaevaporado, obtendo-se
cristais amarelos. A purificacdo foi realizada por meio de recristalizacdo a quente utilizando

etanol como solvente.

8.4 Caracterizacao

8.4.1 Ressonancia Margnetica Nuclear (RMN)

8.4.1.1 Ligante pyLys

Cada etapa de sintese para obtencéo do ligante pyLys foi acompanhada por *H RMN
(ANEXO A). A estrutura do ligante pyLys foi confirmada por espectrometria de RMN de H e
13C, DEPT-135 e espectros de RMN 2D HSQC e HMBC.

No espectro de RMN de H foram possiveis observar sinais referentes a hidrogénios
em regido aromatica e alifatica (Figura C56). Na regido alifatica encontram-se multipletos que
perfazem integral para 12 hidrogénios, referentes a hidrogénios ligados a carbonos em cadeia
alifatica da lisina e do grupo 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc). Na regido de aromaticos pode-
se observar multipletos na regido de 7,10 — 7,70 ppm, dois dubletos 7,69 e 8,13 ppm com valores
de constante de acoplamento 3J = 7,5 Hz e 3] = 7,6, respectivamente, além de dois singletos em
8,39 e 8,89 ppm, totalizando integral para 11 hidrogénios, atribuidos a hidrogénios ligados a
carbonos em regido de compostos contendo anéis aromaticos ou grupos N-H presentes na

estrutura da molécula.
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Figura 56. Espectro de RMN de 'H para o ligante pyLys em solvente deuterado (MeOD).
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anélise.

Fonte: autora.

No espectro de RMN 3C (Figura 57A) foram possiveis observar sinais de -CHa.
Dentre estes sinais, observa-se que um dos sinais se encontra encoberto pelo solvente em 49,0
ppm ao se comparar com o espectro de DEPT-135 (Figura 57B). Para respectivas atribuicoes
dos sinais, técnicas correlacionais 2D (HSQC e HMBC) foram conduzidas.

Figura 57. Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de A) *3C e B) DEPT 135.
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Fonte: autora.

Haja vista a complexidade da estrutura do ligante pyLys (Figura 58), os sinais nos
espectros de RMN de *C e *H ndo puderam ser atribuidos com precisio. Assim, optou-se por
realizar outras andlises para melhor entendimento acerca da estrutura do composto. A partir das
analises dos espectros correlacionais 2D HSQC (Figura 59) atribuiu-se os sinais de hidrogénios
aos respectivos carbonos. Todos os sinais observados nos espectros de RMN foram atribuidos
através das multiplicidades e fendBmenos de blindagem/desblindagem dos sinais.

Figura 58. Estrutura ilustrativa do ligante pyLys com as respectivas enumerages utilizadas na atribuicéo dos
espectros de 3C RMN.
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Fonte: autora.
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Figura 59. Espectros correlacionais 2D HSQC 3C-H para o ligante pyLys obtidos em solvente deuterado
(MeOD). Expansdes das regides A) alifatica e B) aromatica. Eixo das ordenadas: RMN de *C. Eixo das
abcissas: RMN de H.
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Fonte: autora.

Através do espectro da Figura 59 é possivel inferir que o carbono C11 (-CH2), o qual
encontra-se em regido alifatica, apresenta dois sinais correlacionais no espectro 2D HSQC. Este
fendmeno ocorre em funcéo da ndo equivaléncia magnética dos hidrogénios ligados ao Ci1, ou

seja, estes hidrogénios encontram-se em ambientes quimicos diferentes mesmo ligados ao
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mesmo carbono. Embora a simetria fagca com que os deslocamentos quimicos dos protons Ha e
Ha’ sejam os mesmos (ou muito proximos), o proton Ha apresenta acoplamento com Hy diferente
do acomplamento do acoplamento com Ha’. Assim, Ha € Ha” ndo sdo equivalentes, possuindo
sinais diferentes entre si. Desta forma, é possivel afirmar que Ha e Ha’ sdo diastereotopicos,
além de serem quimicamente e magneticamente ndo equivalentes mesmo com a falta de

qualquer ambiente quiral. O resumo das respectivas atribui¢cdes encontra-se na Tabela 10.

Tabela 10. Deslocamentos quimicos (8) e respectivas atribui¢des para o espectro de HSQC do ligante pyLys.

&/ppm (multiplicidade) Atribuicéo Constante de Acoplamento (Ju-H)
1,15 - 1,45 (m) H-C1o
1,54 - 1,71 (m) H-Cy
1,75 - 1,97 (m) H-Co
4,14 - 4,22 (m) H-Cz2e H-Ci2

4,28 (m) H-Cis
4,49 (m) H-Cs
7,27 (m) H-Cs -
7,27 (m) H-Cyo
7,69 (d) H-C2o 7,50 Hz
8,13 (d) H-Cs 7,60 Hz

Fonte: autora.

8.4.1.2 Ligante pyTrp

No RMN de *H do ligante pyTrp (Figura 60) foram possiveis observar sinais referentes
a hidrogénios em regido aromaética e alifatica. Na regido alifatica sdo possiveis observar
multipletos na regido entre 3,15 — 3,70 ppm e 3,86 — 4,02 ppm que perfazem integrais para 2
hidrogénios, correspondentes aos hidrogénios ligados a carbonos em cadeia alifatica do
triptofano. Sinais em 3,22 e 4,77 ppm sdo correspondentes ao metanol e agua provenientes do
solvente deuterado utilizado na andlise. Na regido de aromaticos pode-se observar multipletos
na regido entre 6,83 — 7,02; 7,46 — 7,63; 7,79 — 7,85 e 8,87 — 8,92 ppm, um dubleto em 7,25
ppm (Ju-H = 8,00 Hz) e um singleto em 8,00 ppm (H-C=N), totalizando integrais para 12
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hidrogénios, além de dois singletos em 10,1 e 10,7 ppm, correspondentes aos hidrogénios do
fragmento hidroxila (-OH) e a amina (-NH).

Figura 60. Espectro de RMN de 'H para o ligante pyTrp em solvente deuterado (DMSO).
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Fonte: autora.

No espectro de DEPT-135 (Figura 61A), observa-se um sinal correspondente ao -CH>
(C7) em 30,0 ppm. Os sinais para os carbonos em deslocamentos quimicos 144,0; 136,6; 127,4;
111,3 e 178,46 ppm no RMN C (Figura 61B) nio podem ser observados no espectro de DEPT-
135, sendo atribuidos aos carbonos C3, C8, C10, C10’ e a carbonila. Observou-se também um

sinal em deslocamento quimico na regido de 159,3 ppm atribuido ao carbono da imina.
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Figura 61. Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear para o ligante pyTrp em solvente deuterado (MeOD)
A) DEPT 135 e B) 3C.
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Fonte: autora.

Haja vista a complexidade da estrutura do ligante pyTrp, da mesma forma que o ligante
pyLys, os sinais nos espectros de RMN de *H (Figura 60) e '3C (Figura 61B) ndo puderam ser
atribuidos com precisdo apenas analisando estes dados. Portanto, experimentos 2D
correlacionais, HSQC e COSY, foram realizados para melhor entendimento acerca da estrutura
do composto. Todos os sinais observados nos espectros de RMN foram atribuidos atraves das

multiplicidades e fendmenos de blindagem/desblindagem dos sinais.
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No espectro 2D HSQC 3C-'H (Figura 62) realizado utilizando-se como solvente
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds), foram possiveis observar 0s seguintes sinais
correlacionais C/H (ppm): 30,6/3,10; 30,6/3,38; 79,1/3,92; 118,9/6,89; 124,1/6,98; 121,1/7,01;
112,0/7,27; 119,3/7,53; 116,3/7,56; 122,5/7,57; 158,3/8,00 e 150,7/8,57. A partir destes dados
e dos sinais obtidos no espectro de DEPT 135, pode-se inferir que os sinais observados em C/H
(ppm): 30,6/3,10; 30,6/3,38 e 79,1/3,92 sdo atribuidos a C7, C» e Cs. Os outros sinais ndo
puderam ser atribuidos com precisdo e por isso, experimento correlacional *H-*H COSY foi

conduzido.

Figura 62. Espectro HSQC **C-'H para o ligante pyTrp obtido em solvente deuterado (DMSO).
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Fonte: autora.

Com a técnica de COSY ¢é possivel estabelecer as correlacdes entre hidrogénios
vicinais e geminais os quais se encontram acoplados por constantes 23y ou 3Ju.r (KAISER,
2000). Observa-se no espectro de COSY (Figura 63) para o ligante pyTrp que ocorrem
acoplamentos entre os seguintes hidrogénios H/H (ppm): 6,86/7,50; 6,96/7,23; 6,97/10,7;
7,56/8,56. Estes sinais puderam ser atribuidos aos hidrogénios ligados aos carbonos Cy, Cy>, Ca,
Cy», Co, Ci1, Cirr, C12 € Ci2». Os sinais correlacionais observados em 7,56 e 8,56 ppm séo
atribuidos aos hidrogénios vizinhos ligados aos carbonos C1/C2 e C1/Cy- (carbonos do anel

piridinico) visto que as areas dos picos sdo proporcionais a dois hidrogénios cada e que estes

141



Ana P. S. Gaspari Giovanini Tese de Doutorado

sinais néo se correlacionam a nenhum outro sinal. A integral para o dubleto em 7,23 ppm (JH-H
= 8,00 Hz) é proporcional a um hidrogénio e pode ser atribuida aos hidrogénios ligados aos
carbonos Cy1, Cirv, C12e Ci2>. Dentre estes, 0s Unicos sinais que séo representados por dubletos
séo hidrogénios ligados ao Cii> e C1u1. Em fungo do hidrogénio ligado ao Cii> ser mais 0
blindado entre os dois, atribui-se a ele o sinal centrado em 7,23 ppm. Sabendo-se que 0 H-Ci1°
pode apresentar acoplamento com o H-Ci2- e ndo com os outros dois, atribuiu-se o sinal em
6,96 ppm ao H-Ci», e portanto, os sinais em 6,90 e 7,50 ppm aos sinais dos H-C12 e H-Cy1. O
sinal em 6,97 ppm apresenta acoplamento com um sinal em 10,7 ppm, sendo atribuido ao H-Cg
e N-H (amina), respectivamente. O resumo dos dados obtidos a partir dos espectros de
ressonancia magnética é apresentado na Tabela 11.
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Fonte: autora.
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Tabela 11. Tentativas de atribuicdo para os picos encontrados nos espectros de RMN de HSQC e COSY para o
ligante pyTrp.

IH/ppm (multiplicidade) 1BC/ppm Atribuicdo
3,10 (m) 30,04 H-C,
3,92 (m) 79,09 H-Cs
6,89 (m) 118,9 H-Ci2
6,98 (m) 124,1 H-Co
7,01 (m) 1211 H-Cy»
7,27 (d) 112,0 H-C,1
7,53 (m) 119,3 H-Cu1
7,57 (m) 122,5;122,5 H-Cy. H-C»
8,00 (s) 158,3 C4(C=N)
8,57 (d) 150,7; 150,7 H-Cy. H-C;-
10,7 (s) N-H
10,1 (s) O-H

128,3 Cuo
1355 Cuor
163,0 Ce

Fonte: autora.

Os sinais no RMN de *3C para os carbonos C3 e Cg ndo puderam ser atribuidos com
base nos espectros obtidos em dmso devido a resolucdo dos dados obtidos nesta condicdo. Nao
obstante, os mesmos experimentos, $3C, *H, COSY e HSQC RMN foram realizados também

em metanol deuterado e foi possivel fazer esta atribuicdo (ANEXO).

8.4.2 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas € uma importante ferramenta analitica utilizada para
identificar compostos e elucidar estruturas. Esta técnica € embasada na utilizacdo de energia
ionizante para conversdo de amostras em ions gasosos, com ou sem fragmentac&o, as quais séo
analisadas e caracterizadas através de suas proporcdes de massa e carga (m/z) e abundancia.

Existem inumeros tipos de espectrémetros de massas, no entanto, o principio de todos

€ 0 mesmo, sendo constituidos basicamente por cinco componentes: unidade de entrada de
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amostra, fonte de ionizagdo, acelerador de ions, analisador de massas e um detector. Todo
sistema encontra-se sob condigdes de alto vacuo (PAVIA et al., 2010).

O avanco desta técnica € evidenciado pelo advento da ionizacéo por spray eletrostatico
(ESI), em que primeiro ocorre a ionizacdo da amostra e na sequencia sua vaporizacao. Visto
que sdo formados ions, a deteccdo pode avaliar a formacao de ions positivos e negativos. O tipo
de ions formado (cations ou anions) dependera da natureza da estrutura e da energia aplicada
na fonte do equipamento utilizado (PAVIA et al., 2010).

Em um espectro de massas é possivel observar picos com padrdes caracteristicos de
intensidade que é relacionada a abundéncia dos is6topos do elemento quimico que compde a
estrutura. Esta distribuicdo isotdpica define qual a carga do fragmento obtido através do calculo
da diferenca de massa entre os picos (Am) dividida pela carga (z).

Nas analises por espectrometria de massas realizadas neste trabalho, optou-se por
utilizar metanol ou acetonitrila como solventes visto que 0os compostos estudados possuem alta
solubilidade. Ademais, o ponto de ebulicdo (P.E.) destes solventes € compativel com as
condicdes experimentais, podendo ser removidos durante o processo ESI de forma que para
iSSO nNdo seja necessaria uma temperatura muito elevada.

Para confirmacdo da obtencdo dos ligantes organicos, buscou-se determinar a formula
molecular baseada na relacdo m/z. Os espectros de massas obtidos em modo negativo
apresentaram quatro fragmentos proeminentes para o ligante pyLys (Figura 64), e sete para o
pyTrp (Figura 65). Os picos e suas atribui¢bes estdo reunidos nas Tabela 12 e 13. A fim de
comparacdo, 0 espectro de massas tedrico também foi obtido através do site
“http://www.sisweb.com/mstools/isotope.htm” e os valores também se encontram
apresentados nas Tabela C12 e C13. O espectro simulado e o espectro experimental apresentam

grande semelhanca, concluindo que os compostos de interesse foram de fato obtidos.
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Figura 64. Espectro de massas (ESI) do composto pyLys obtido em modo negativo.
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Tabela 12. Tentativa de atribuicéo para os picos de m/z (calculado e experimental) para 0 composto pyLys.

lon Proposto Experimental Calculado
{C13H1sNsO2} (A)
/ N\/_\_>_<O 274,1314 274,1304
N
4 )
| N N H,N 0
=
N
{C14H1sNs03} (B)
/ N\ o 300,1106 300,1097
N
N Z
/ N N 00
= o
N N\
o)
{C28H26Ns04} (C)
/_\_>_< *496,1978 496,1985
Fmoc
{Cs6Hs3N100g} (D)
Dimero 993,4052 993,4048

Fonte: autora.
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Figura 65. Espectro de massas ESI do composto pyTrp obtido em modo negativo.
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Tabela 13. Tentativa de atribuicdo para os picos de m/z (calculado e experimental) para o composto pyTrp.

lon Proposto Experimental Calculado
{CsHsN} (A)
/ 116,0548 116,0502
N
S)
{ClngN}' (B)
I 142,0692 142,0657
No
{C1oHgN} (C)
163,0566 163,0508
o 1 1
l N N N/Y
N
= o2
{C12H13NO3}' (D)
H
N
' o) 219,0983 219,0900
OH e CH,0H
{C7H7N2}' (E)
Q/\NJYO e CO, 221,1116 221,1900
N
/
%
{C16H14N3} (F)
/ 248,1127 248,1188
7\
_ \ \_Ne
N
{Ci6H1sN3} (G)
292,1157 292,1100

- \N \ NH

Fonte: autora.
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8.4.3 Espectroscopia de absorc¢édo no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

8.4.3.1 Ligante pyTrp

O espectro de absor¢éo no infravermelho do aminoéacido Trp é apresentado na Figura
66. Observa-se banda fina e intensa na regifo de 3400 cm™ a qual é atribuida ao estiramento
v(N-H) do anel pirrol. Bandas referentes ao estiramento vass(CO2") e vs(CO2") sdo observadas
em 1667 e 1357 cm™, respectivamente (CAO; FISCHER, 1999). Também foi observada banda
intensa em 745 cm* referente & deformagc&o angular dos hidrogénios do anel benzénico (CAO;

FISCHER, 1999). O resumo das respectivas atribuicdes € apresentado na Tabela 14.

Figura 66. Espectro na regido do infravermelho do L-triptofano obtido em pastilhas de KBr.
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Tabela 14. AtribuicOes das bandas do espectro FTIR (450 — 4500 cm™) para 0 aminoacido L-triptofano.

Atribuigao Bandas (cm) (intensidade) Referéncia
B(COy) 509 (m) a
SNH(r) fora do plano 626 (W), 683 (W) a
BH(R) 745 (s), 864 (W) a
B(CH,) 921 (w), 1008 (W) a
BH(R) e AH(r) 1100 (w) a
vCC 1158 (w) a
BC(R) e VR 1232 (w) a
BC(H) 1357 (s) a
vs(CO?) 1414 (s) a
v(r) 1457 (m) a
Bs(NHy) 1590 (s) b
Vass(CO?) 1667 (3) a
v(C=C) 2081 (w) b

v(C-H) 2362 (m); 2724 (w); 3035 (s) a,b

V(C=N) 2565 (w) b
v(CHy) 2854 (w) a
VNH(r) 3400 (s) a

*R = anel benzénico, r = anel pirrol, B = deformacdo angular, s = forte, m = média, w = fraca.
a. (CAO; FISCHER, 1999)
b. (PAVIA et al., 2010)

O espectro FTIR do precursor 4-pyCHO é apresentado na Figura 67. Observa-se banda
fina e intensa na regido de 1715 cm™ a qual ¢ atribuida a frequéncia de estiramento da carbonila
do grupo aldeido presente na estrutura da 4-pyCHO (OHNO et al., 2006). Bandas intensas
também s3o observadas na regido entre 640 — 1570 cm™. As respectivas atribuicdes sdo

apresentadas na Tabela 15.
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Figura 67. Espectro na regido do infravermelho do precursor 4-pyCHO obtido em janela de KBr.
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Tabela 15. Atribuicdes das bandas do espectro FTIR (450 — 4500 cm™?) para 0 composto
4-piridinacarboxaldeido.

Frequéncias de vibracéo Bandas (cm?) (intensidade) Referéncia

Ligacédo de hidrogénio 3400 a

2 v(CHO) 2748 (W) b

v(CO) 1715 (vs) b

Deformagdes vibracionais no anel 1670 (w), 1566 (s), 1225 (m), 1414 (s), 1192 (s), a, b

piridinico 991 (w), 665 (w), 648 (s)

v(CHO) 1390 (m) b

v(CH) 3040 (W), 2847 (w), 1323 (s), 1059 (W) b

v(CC) 837 (m) b

v(CH) fora do plano 808 (s) b

*B = deformagdo angular, vs = muito intensa, s = intensa, m = média, w = fraca.
a. (PAVIA et al., 2010).
b (OHNO et al., 2006).

Observa-se que a banda relacionada ao estiramento do -NH do indol foi deslocada de
3400 cm™* para 3250 cm! (Figura 68) devido a interagdo intermolecular existente entre o indol
e 0s anéis piridinicos no composto formado (MALAKYAN et al., 2016). Além disso, uma
banda larga e intensa é observada em 1600 cm™, a qual ¢ atribuida ao estiramento da ligagdo
C=N (MALAKYAN etal., 2016). As bandas encontradas em 1416 e 1324 cm™* séo relacionadas
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a deformacdo angular do grupo -OH e a deformacéo axial da ligacdo C-O, existentes no grupo
acido carboxilico. Ja as bandas em 1100, 1065, 1002 e 818 cm™ sdo atribuidas a v(C-O), v(C-
N), v(C-C) (MALAKYAN et al., 2016) e a deformacdo angular dos hidrogénios do anel
monossubstituido (anel piridinico) (PAVIA et al., 2010).

A sintese de iminas envolve ataque nucleofilico da amina no carbono da carbonila com
posterior eliminacgdo de &gua. O equilibrio desta reacdo é bastante sensivel a formacédo da agua,
podendo ser deslocado para a direcdo dos reagentes (QIN et al., 2013). Na sintese do ligante
pyTrp utilizou-se agente secante (MgSOs) buscando manter o equilibrio na formacdo do
produto, o que funcionou de forma eficaz. No entanto, em reac0es posteriores, para formacéo
dos complexos contendo este ligante, seria necessario o emprego de meio aquoso. Neste
contexto, buscou-se verificar a influéncia da agua na ligagcdo iminica. A um béquer adicionou-
se uma amostra de 2 mg juntamente a 4 mL de agua destilada e deixou-se sob agitacdo por 1,5
hora. Apoés este periodo, secou-se 0 solvente atraves de rotaevaporagdo e deixou-se o solido
secar em dessecador. Novamente realizou-se andlise por FTIR (Figura 69).

Figura 68. Espectro na regido do infravermelho do ligante pyTrp obtido em pastilhas de KBr.
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Fonte: autora.
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Figura 69. Espectro na regido do infravermelho obtido para o ligante pyTrp ap0s ser submetido a solugdo

aquosa.
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Fonte: autora.

Através dos espectros FTIR apresentados na Figura 69, é possivel concluir que ndo
houve alteragcGes nas bandas observadas para o ligante pyTrp mesmo quando submetido a

ambiente aquoso. Este resultado foi de relevante importancia para o prosseguimento da rota
sintética e sintese dos complexos.

8.5 Parte B: Complexos contendo os ligantes derivados de aminoéacidos
8.5.1 Sintese
8.5.1.1 Complexo cis-[Ru(NO)(bpy)2(pyLys)](PFs)3 (RupyLysNO)

O complexo RupyLysNO foi sintetizado através de duas rotas diferentes, A (Figura
70) e B (Figura 71).
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Figura 70. Esquema da sintese do complexo cis-[Ru(NO)(bpy)2(pyLys)](PFe); através da Rota A.
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A rota sintética A foi a primeira a ser utilizada para a sintese do complexo
RupyLysNO. No entanto, observou-se que o rendimento desta sintese se apresentou baixo, da
ordem de 38,0%. Por isso, a rota sintética B (Figura 71) foi realizada com éxito, com rendimento
de 46,2%.
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Figura 71. Esquema da sintese do complexo cis-[Ru(NO)(bpy)2(pyLys)](PFe); através da Rota A.
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Fonte: autora.

Foi realizada a purificacdo do complexo RupyLysNO: ao invés do complexo nitrosilo
(RupyLysNO). Os complexos nitrosilos podem ser reduzidos na manipulagdo e por isso a
purificacdo em coluna é invidvel. Utilizou-se silica-C18 como fase estacionaria em coluna
cromatografica e eluicdo dos solventes diclorometano, acetonitrila e etanol, nesta ordem. O
complexo RupyLysNO foi caracterizado por analise elementar, espectrometria de massas,

espectroscopia de absorcéo eletronica no Uv-visivel e vibracional no infravermelho.
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8.5.1.2 Complexo cis-[Ru(NO)(bpy)2(pyTrp)](PFs)s (RupyTrpNO)

O complexo RupyTrpNO foi sintetizado através da rota apresentada na Figura 72.

Figura 72. Esquema da sintese do complexo cis-[Ru(NO)(bpy)2(pyTrp)](PFe)s.
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Fonte: autora.

Da mesma forma que o complexo RupyLysNO, o complexo RupyTrpNO néo pode ser
purificado por coluna, assim, optou-se por realizar a purificacdo do complexo RupyTrpNO:..
Utilizou-se cromatografia classica em coluna com a fase estacionaria alumina neutra, e fase
movel acetonitrila/diclorometano 1:1 e posteriormente, etanol. O complexo RupyTrpNO foi
caracterizado por anélise elementar, espectroscopia de absor¢do eletrénica no Uv-visivel e

vibracional no infravermelho.
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8.5.2 Caracterizagao

8.5.2.1 Analise Elementar

Os dados de andlise elementar demonstraram que o0s complexos RupyLysNO e
RupyTrpNO se encontravam puros. Os valores calculados e experimentais séo apresentados na
Tabela 16.

Tabela 16. Dados teoricos e experimentais de analise elementar para os complexos RupyLysNO e RupyTrpNO.

Complexo % Calculada (Experimental)
cis-[Ru(bpy)2(py Trp)(NO)](PFs)3.2H:0 C: 36,74 H: 3,88 N: 9,26 (9,44)
(36,99) (4,01)
cis-[Ru(bpy)2(pyLys)(NO)](PFe)s C: 41,90 H: 3,15 N: 24,85
(43,01) (3,28) (25,67)

Fonte: autora.

8.5.2.2 Espectrometria de Massas

Os complexos de metais de transicdo apresentam caracteristicas que propiciam
analises por espectrometria de massas, tais como serem espécies carregadas e possuirem
elevada abundancia isotopica. Tratando-se de complexos de ruténio, o padrdo isotopico resulta
basicamente de sete isGtopos naturais principais com as seguintes abundancias: 1%Ru (18,62%),
102Ru (31,55%), 'Ru (17,06%), °°Ru (12,60%), *°*Ru (12,76%), *®Ru (1,83%) e *Ru (5,54%)
(HOPP; FISCHER-GODDE; KLEINE, 2016).

Alguns compostos apresentam fragmentacdes que ndo podem ser identificadas no
espectro de massas ESI em funcédo da alta energia de ionizacdo empregada na analise. Nestes
casos, utilizou-se a técnica de lonizacdo e Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz (MALDI).

Inicialmente, a espectrometria de massas MALDI foi desenvolvida para analisar
moléculas com altos pesos moleculares, tais como biomoléculas e macromoléculas sintéticas.
Tratando-se de metais de transi¢cdo, existem poucos trabalhos na literatura que reportam esta
técnica como estratégia de caracterizagdo principalmente devido & possibilidade de
sobreposicao de sinais dos complexos e da matrix (BHASKAR et al., 2007).

A técnica de MALDI possui a caracteristica de utilizar energias de ionizagcdo mais

brandas e fendbmenos de dessor¢do. Na dessorgdo, uma substancia é adsorvida/absorvida em
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uma determinada matriz com propriedades conhecidas — em geral, &cidos organicos —
promovendo protonacdo da espécie analisada. Sequencialmente, o solvente é evaporado
formando uma mistura sélida que é adicionada a uma superficie que serd exposta a laser
operando na faixa do ultravioleta. Esta exposicdo leva a volatilizacdo da amostra e matriz
gerando um gas de moléculas ionizadas as quais podem ser analisadas por espectrometria de
massas.

Nas analises MALDI-MS para os complexos de ruténio, a co-cristalizacéo foi realizada
utilizando acido a-ciano-4-hidroxi-cindmico como matriz e 0s experimentos conduzidos no
equipamento MALDI-TOF UltrafleXtreme da Bruker. No espectro sdo possiveis observar dois
conjuntos de picos proeminentes. Estes picos possuem o padrdo isotdpico do ruténio e sdo
centrados em m/z 910,203 (calc. 910,240) e m/z 979,034 (calc. 979,028). O ion monovalente
centrado em m/z 910,203 (Am/z = 1,0) (Figura 74) corresponde ao ion positivo {Ru'(pyLysO"
)(bpy)2}", ou seja, o ion obtido apds a perda do ligante nitrito (NO2"). Este ligante foi liberado
no meio em decorréncia da aplicacdo de energia (25 kV) e portanto, o ion {Ru'(pyLysO
)(bpy)2}" pbde ser detectado. O outro ion observado, em m/z 979,034 (Am/z = 1,0) (Figura 73)
é consistente com o fon molecular do complexo, o {[Ru"(NO2)(pyLysO~)(bpy)2]Na}".

158



Ana P. S. Gaspari Giovanini

Tese de Doutorado

Figura 73. Espectro de massas MALDI-MS do fon {Ru''(pyLysO")(bpy)2}*.
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Figura 74. Espectro de massas MALDI-MS/MS do ion {[Ru"(NO2)(pyLysO")(bpy)2]Na}*.
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Fonte: autora.

8.5.2.3 Espectroscopia de absor¢do no Ultravioleta-visivel

O espectro de absorcdo eletrébnica no Uv-visivel do complexo RupyLysNO é
apresentado na Figura 75. As bandas observadas em regides do ultravioleta (< 300 nm) sdo
atribuidas a transi¢des IL do tipo m = m* relativas aos ligantes insaturados (bpy e pyLys). A
bandas em 325 nm € considerada de transicdo de TCML, envolvendo a transicdo
Ru 4d; 2> n*(NO"). Em meio aquoso, é possivel observar entre 400 e 450 nm a banda de
transicdo de transicdo de TCML Ru 4d, = n*(bpy) consistente com a formagdo do complexo
cis-[Ru(NO2)(pyLys-O")(bpy)2], similar ao complexo AR1 reportado no Capitulo 1.

Para o complexo RupyTrpNO (Figura 76), as bandas observadas em regifes do
ultravioleta (< 300 nm) também s&o atribuidas a transi¢des IL dos ligantes insaturados (bpy e
pyTrp). A banda em 336 nm (meio acido) é consistente com o complexo nitrosilo, enquanto em

meio aquoso a banda em 415 nm é considerada do tipo TCML, envolvendo a transi¢do
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Ru 4d, - n*(bpy). No entanto, em meio acido, observa-se aparecimento de um “ombro” em
457 nm, fendmeno incomum para esta classe de compostos, visto que, em geral, em solucGes
acidas dos complexos Ru-bpy ndo sdo observada bandas na regido do visivel (RODRIGUES
etal., 2016; SAUAIA; SILVA, 2003)). Para buscar entendimento da proveniéncia desta banda,

realizou-se estudo preliminar do espectro na regido do Uv-visivel do ligante pyTrp.

Figura 75. Espectros de absorcao eletronica na regido do Uv-visivel para os complexos ruténio-pyLys.
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Figura 76. Espectros de absorcéo eletrdnica na regido do Uv-visivel para os complexos ruténio-pyTrp.
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Primeiramente analisou-se duas solu¢des do ligante pyTrp em pH é&cido e basico
(Figura 77). E possivel observar que em meio &cido, o pyTrp apresenta banda em 438 nm,
enguanto em meio basico apresenta banda em 347 nm. Este fenbmeno causa dificuldade na
atribuicdo de bandas dos complexos RupyTrpNO e RupyTrpNO2, em virtude da sobreposi¢édo
de bandas. Assim, sugere-se que as bandas localizadas no espectro Uv-visivel do complexo
RupyTrpNO e RupyTrpNO:2 séo devido a transi¢des especificas destes complexos a partir da

mistura dos orbitais do metal e dos ligantes envolvidos.

Figura 77. Espectros de absorcao eletronica na regido do Uv-visivel para o ligante pyTrp.
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Fonte: autora.

Para melhor entendimento acerca da quantidade de bandas existentes na regido do
ultravioleta para o ligante (Figura 78), foi calculada a primeira derivada do espectro do ligante
pyTrp. Esta técnica auxilia na separacdo das bandas espectrais sobrepostas além de torna-las
mais finas (DONATO et al., 2010). Através da primeira derivada do espectro do ligante pyTrp
é possivel inferir que existem pelo menos seis bandas na regido do ultravioleta, com maximos
de absorcéo em 203, 225, 260, 267, 283 e 292 nm.

De posse destes dados experimentais, pressupde-se que a intensidade das bandas no
ultravioleta para os complexos RupyTrpNO e RupyTrpNO2 é maior do que complexos similares

devido a natureza da contribuicdo dos ligantes para os orbitais moleculares.
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Figura 78. Primeira derivada do espectro de absorcéo eletrdnica na regido do Uv-visivel para o ligante pyTrp em
meio aquoso.
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8.5.2.4 Espectroscopia de absorcao no Infravermelho (FTIR)

Os espectros FTIR dos complexos RuLysNO e RuTrpNO sdo apresentados nas Figuras
79 e 80. Para o complexo RupyLysNO, é observado pico em 3360 cm™ devido ao estiramento
do grupo -OH presente na estrutura do aminoacido. Na regido de 1753 e 1690 cm™ sdo
observadas duas bandas intensas, referentes ao estiramento da carbonila da lisina e do

carbamato (Fmoc), respectivamente. Outras bandas encontram-se atribuidas na Tabela 17.
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Figura 79. Espectro FTIR do complexo RupyLysNO em pastilha de KBr.
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Para o complexo RuTrpNO é possivel observar uma banda em 1610 cm™, a qual é
similar a banda observada no espectro FTIR do ligante pyTrp livre, correspondente ao
estiramento da ligacdo C=N. No entanto, esta banda aparece ligeiramente deslocada, 0 que é
consistente com a sua coordenacdo ao ion Ru?*. As respectivas tentativas de atribuicdes sdo

resumidas na Tabela 17.

Figura 80. Espectro FTIR do complexo RupyLysNO em pastilha de KBr.
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Tabela 17. Tentativa de atribuicdo das bandas dos espectros de FTIR obtidos em pastilhas de KBr.
Complexo bpy v(NO) v(PF)

cis-[RUCl(bpy)] 657, 729, 765, 1017, 1264, 1309, 1419,
1444, 1463, 1600, 3089, 3098, 3490

AR2 725, 765, 1029, 1253, 1320, 1453, 1473, 1945 558, 837
1607, 3100, 3137, 3450
RupyLysNO 734,758, 1036, 1251, 1450, 2970, 3391 1941 560, 840
RupyTrpNO 668, 741, 1016, 1250, 1452, 2928, 3089, 1939 561, 845
3426

Fonte: autora.

8.6 Parte C: Complexo [N(CH2CHz3)4](RuCl3(NO)(Trp)]
8.6.1 Sintese

Aminoécidos sdo as unidades que compdem as proteinas e sdo também os ligantes
bioldgicos de baixo peso molecular mais importantes. As reacdes que envolvem aminoacidos
no meio biologico em geral séo regidas por formacao de compostos metalicos. Assim, entender
as reacdes que ocorrem no meio biologico ao se administrar complexos metalicos pode ajudar
a elucidar como ocorrem os mecanismos de citotoxicidade e entendimento de mecanismos de
metabolizacdo (RATHGEB et al., 2014). Um exemplo disso é o complexo [Pt(L-Met)-], o qual
foi isolado de amostras de urina de pacientes tratados com cisplatina (RATHGEB et al., 2014).

Assim, buscando entender a respeito das propriedades fisico-quimicas de complexos
ruténo-nitrosilos contendo aminoacidos e mecanismos estrutura-atividade, neste trabalho foi
sintetizado e caracterizado o complexo inédito [N(CH2CH?3)4](RuClz(NO)(Trp)]. Sua sintese
foi feita a partir do complexo Na2[RuClsNO]. Este complexo foi obtido através da reagéo entre
RuCl3.3H0 (tricloreto de ruténio hidratado) com NaNO; em solugdo de HCI 1,00 mol L%, ou
pela reacdo do RuClz.3 H2O com NO gasoso, gerado a partir da técnica de borbulhamento de
NO (ANEXO).

O aminoécido triptofano foi adicionado na propor¢do 1:1 a uma solucéo do complexo
Naz[RuCIsNO] em pentanol (Figura 81). Esta solugdo de coloragdo avermelhada foi deixada
sob refluxo por 4 horas. Ap6s o tempo de reagéo, adicionou-se cloreto de tetrabutilaménio na

proporcao 2:1 do complexo e observou-se precipitado castanho.
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Figura 81. Resumo da sintese do complexo RuTrpNO.
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Fonte: autora.

A purificacdo foi realizada através de recristalizacdo a quente em acetonitrila. O
complexo [N(CH2CHz)4](RuCI3(NO)(Trp)] foi caracterizado por espectrometria de massas,
RMN de 3C e 'H, espectroscopia paramagnética eletronica (EPR), espectroscopia de absorgao

no Uv-visivel e FTIR e célculos estruturais.

8.6.2 Caracterizacao
8.6.2.1 Espectrometria de Massas

O espectro de massas do complexo [N(CH2CHz3)s](RuCI3(NO)(Trp)] (Figura 82)
apresentou um fragmento proeminente com carga negativa (modo negativo) com razdo m/z:
439,891, contendo o padrao isotépico do ruténio, correspondente ao ion {RuC11H11N3Clz03}.

Este ion é exatamente 0 complexo na auséncia do contra ion tetraetilamonio.
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Figura 82. Espectro de massas para o ion {RuCls(triptofano)(NO)}.
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Fonte: autora.

8.6.2.2 Espectroscopia de absorc¢éo no infravermelho

Observa-se que a maioria das bandas encontradas no espectro FTIR do triptofano livre
é encontrada no espectro do complexo [N(CH2CHz)4](RuCl3(NO)(Trp)] (Figura 83), com a
diferenca de que no complexo a banda correspondente ao estiramento simétrico da carbonila e
a banda corresponde ao estiramento do N-H do pirrol sdo ausentes. Além disso, uma banda
intensa é observada para o complexo em 1867 cm™ correspondente ao ligante nitrosil (vNO)
coordenado ao ion metalico Ru?*. Um resumo dos principais estiramentos encontrados no
espectro de infravermelho do triptofano estdo resumidos na Tabela 18. Além dos valores
experimentais, para melhor atribuicdo das bandas do espectro FTIR, foram realizados calculos

DFT em colaboragdo com o Prof. Dr. Anténio Eduardo da Hora Machado.
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Figura 83. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho para o complexo
[N(CH2CHz3)4](RuCI3(NO)(Trp)] obtido em pastilhas de KBr.
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Fonte: autora.

Tabela 18. AtribuicGes das bandas do espectro de infravermelho do complexo [N(CH2CHz)4](RuCIlz(NO)(Trp)]".

Numero de onda (cm'?) Ndmero de onda (cm™) Atribuicado
IR Experimental IR Tedrico
3346 3577.37 vNH (pirrol)
3016-3250 3250.99 (pirrol); 3185.40 (benzeno - sim); vCH (pirrol e benzeno)
3173.08 (benzeno - assim)

1864 1994.08 vNO
1667 1513,65 e 1555,50 VsCO2 e vassCO2
1392 1390.8 BCH:
747 742.48 (H benzeno fora do plano) SH (benzeno)

Fonte: autora.

8.6.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Apesar do complexo [N(CH2CHz3)4](RuCI3(NO)(Trp)] apresentar a banda do
estiramento do ligante nitrosil em 1864 cm™ e fon molecular (espectrometria de massas em

modo negativo) compativel com o fragmento Ru''-NO*, possuindo portanto comportamento
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diamagnético, observou-se que os espectros de RMN de *H (Figura 84) e de 3C (Figura 85),
apresentam caracteristicas de um complexo paramagnético, tais como: mesmo em alta
concentracdo de complexo (10,0 mg em 0,50 mL de solvente deuterado) os sinais aparecerem

pouco resolvidos (alargados), e os sinais dos carbonos ndo aparecerem nos deslocamentos

quimicos esperados (regido de carbonos em ambiente aromatico).

Figura 84. Espectro de RMN de *H para o complexo [N(CH2CH3)4](RuCIl3(NO)(Trp)] obtido em DMSO

deuterado.
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Fonte: autora.

Figura 85. Espectro de RMN de *3C para o complexo [N(CH2CHz3)s](RuCl3(NO)(Trp)] obtido em DMSO
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Fonte: autora.

Os sinais referentes aos carbonos em regido aromatica ndo aparecem nos
deslocamentos quimicos entre 100 e 160 ppm do espectro de RMN de *3C. Este comportamento
foi observado em complexos de ruténio contendo ligantes semiquinonas que apresentam

caracteristicas paramagnéticas (BISWAS et al., 2012), os quais séo ligantes tidos como “ndo
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inocentes”. Nao obstante, para complexos nitrosilos de ruténio, este comportamento nunca fora
observado antes. Para confirmar tal hipotese, foi conduzido experimento de Ressonéncia

Paramagnética Eletrénica (RPE) utilizando o complexo em fase sélida.

8.6.2.3 Ressonancia Paramagnética Eletronica

O grafico obtido (Figura 86) demonstra um sinal com constante g = 2,0005, a qual
descreve 0 comportamento deste complexo como paramagnético correspondendo ao sinal de
um radical. Assim, pressup8e-se que este sinal é relativo ao comportamento de uma estrutura
Ru"-NQ°.

Figura 86. Espectro de EPR obtido para o complexo [N(CH2CHz3)4](RuCI3(NO)(Trp)] em fase sélida.

g= 2.0005

A= 11.7 Gauss

Intensidade (a.u.)

T T T T T T
2800 3200 3600 4000
Campo Magnético (Gauss)
Fonte: autora.

8.6.2.4 ConsideracOes sobre a estrutura do complexo [RuCls(NO)(Trp)]

Célculos da geometria mais provavel para o complexo [RuCl3(NO)(Trp)]” foram
realizados pelo Prof. Dr. Anténio E. da Hora Machado, do Instituto de Quimica, da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). A estrutura do complexo (Figura 87) e os principais
comprimentos de ligacdo calculados estéo apresentados na Tabela 19.

Os célculos de otimizacéo e frequéncias vibracionais foram feitos usando o funcional
DFT mO06 e o conjunto de bases atdmicas TZP-DKH. Foi empregado o modelo SCRF IEFPCM..
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Aparentemente, considerando as cargas de Mulliken, a melhor descrigdo é um complexo de

Ru"" — NQ?, nos trés casos estudados (isolada, em metanol e em DMSO). A carga liquida é -1,

e a estrutura eletrénica é de camada fechada.

Figura 87. Estrutura do complexo (RuCI3(NO)(Trp)] obtida a partir de calculos DFT para a estrutura

N\

energeticamente favoravel.

Fonte: figura concedida pelo Prof. Dr. Antbnio E. da Hora Machado.

Os principais valores de distancias (A) e angulos (°) encontram-se na Tabela 19.

Tabela 19. Valores de distancias (A) e angulos de ligagio (°) para a estrutura [(RuCls(NO)(Trp)].

Fragmento Comprimento de ligacdo, A Fragmento Angulo de ligag4o, °
N-O 1,131 Ru-N-O 179,4
Ru-N(NO) 1,724 CI(1)RuCI(2) 89,93
Ru-N 2,130 CI(2)RuCI(3) 90,51
Ru-O 2,061 CI(1)RuCI(3) 169,27

Ru-CI(1) 2,408 CI(1)RuN(NH) 85,24 e 84,06

Ru-CI(2) 2,397 CI(1)RuO 90,20
Ru-CI(3) 2,411 RuOC 118,00
RUuN(NH,)C 108,0

Fonte: dados concedidos pelo Prof. Dr. Anténio E. da Hora Machado.
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Ao se analisar os dados de comprimento de ligacéao e frequéncia de estiramento do NO
(1864 cm™) para o complexo [RuCls(NO)(Trp)],, supde-se, através da comparagio com outros
complexos similares (RATHGEB et al., 2014), que seja um complexo do tipo Ru"-NO*.
Ademais, os dados de espectrometria de massas corroboram a obten¢do de um complexo com
carga -1.

No entanto, ao se obter espectro de EPR e tentar realizar espectro de RMN, séo
observados sinais coerentes com a espécie Ru'"'-NO°. Apesar de existirem dados relacionados
ao experimento de difracdo de Raios-X e atividade citotoxica de complexos similares
(RATHGEB et al., 2014), nada foi reportado sobre seus espectros de RMN e EPR, o que
provavelmente se deve a dificuldade em se analisar este sistema.

Como existem indicios da presenca dos dois complexos em um mesmo sistema,
acredita-se que exista 0 um equilibrio termodindmico entre os isdmeros A e B (Figura 88), os

quais serdo melhor explicados através de célculos DFT.

Figura 88. Equilibrio entre as estruturas possiveis do complexo [N(CH2CH3)4](RuCls(NO)(Trp)].
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Fonte: autora.
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9. CAPITULO 3
ENSAIOS BIOLOGICOS

Figura 89 - Placas de Elisa.

173



Ana P. S. Gaspari Giovanini Tese de Doutorado

9.1 Cancer

A palavra cancer tem origem no grego, karkinos, cujo significado é caranguejo. Tem
este nome pois as células doentes se infiltram nas células sadias como se fossem os tentaculos
de um caranguejo (Figura 90). A utilizacdo desta palavra foi feita primeiramente por Hipdcrates
(460-377 a. C.) e existem relatos de deteccéo desta enfermidade em mumias egipcias de mais
de 3000 mil anos antes de Cristo, 0 que demonstra esta ndo é uma doenga nova. Apesar disso,
atualmente foram identificados mais de cem tipos desta doenca, sendo que cada um &

classificado de acordo com o tipo de célula que é inicialmente afetada (INCA, 2017).

Figura 90. Células cancerigenas.

Fonte: http://www.telomero.com.br

Em ambientes tumorais o crescimento celular ndo é igual ao de células normais. As
celulas cancerosas se dividem incontrolavelmente formando outras células anormais e
espalhando-se para outras regides do corpo. E esta caracteristica, do poder de invasio de outras
estruturas do organismo, que diferencia um tumor maligno e um benigno. A malignidade se da
pela colonizacdo de regides destinadas a outros tipos de células, acarretando em transtornos
funcionais. Neste contexto é que surgem os tumores (INCA, 2017).

Os tumores aparecem no organismo em fungdo de um problema nos genes. As causas
dessa modificacdo nos genes podem ser externas ou internas ao organismo, estando
correlacionadas. As causas externas em geral abrangem o meio ambiente e os habitos de cada
individuo. Ja as causas internas (geneticamente pré-determinadas) estdo relacionadas a

capacidade do organismo em se defender de influéncias externas. Estes fatores podem causar
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mutagOes, aumentando as possibilidades de aparecimento de transformacdes malignas em
células normais (INCA, 2017).

As transformacdes malignas sdo chamadas tumores malignos, os quais podem ser
invasivos ou nao-invasivos. O cancer ndo invasivo € o estagio primario em que as células
cancerosas ainda se encontram no tecido ao qual se desenvolveram. Tratando-se do cancer
invasivo, as células cancerosas migram para a corrente sanguinea ou linfatica, invadindo outros
orgaos. Apds migrarem, as regiGes aonde estas células se instalam sdo chamadas metastases
(Figura 91).

Figura 91. Esquema da formacdo de metastases.
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Fonte: INCA, 2017.

O céncer pode aparecer em qualquer regido do corpo. No entanto, alguns érgdos séo
mais afetados, sendo o tumor mais ou menos agressivo. Os variados tipos de tumor séo
classificados de acordo com o local em que se inicia o processo neoplasico.

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (2018), em 2012 foram
previstos mais de 14,1 milhdes de casos de cancer no mundo para as duas décadas seguintes. Ja
em 2015, foram registradas 8,8 milhdes de mortes, sendo o cancer a segunda principal causa de
morte no ranking mundial (OMS, 2018).

E possivel observar que os nimeros de casos dos mais variados tipos de canceres vém
crescendo exponencialmente, 0 que gera um grande impacto na economia mundial, com a
estimativa de um custo aproximado de R$3,74 trilhGes no ano de 2010 (OMS, 2018). Ressalta-

se que segundo a OMS (2018), do total de nimeros de canceres registrados, entre 30-50%
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podem ser evitados através de habitos saudaveis e preservando-se dos fatores de risco, tais como
exposicdo prolongada ao sol ou tabagismo.

No Brasil, O Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) estima
quase 600.000 novos casos para 0 ano de 2017. Como € possivel observar na Figura 92, os tipos
de céncer mais incidentes em 2016/2017, sdo para homens: cancer de prostata, traqueia,
brénquios e pulm&o e cdlon e reto, e para mulheres: mama, colo do Utero, célon e reto (INCA
2017).

Figura 92. Taxas de incidéncia de cancer estimadas em 2016 no Brasil.

Homens Mulheres

Prostata 61,82 Mama feminina 56,20
Traqueia, brénquios e pulmdas 17,43 Colon e reto 17,10
) Colo do Utero 15,85
Colon e reto 16,84 . .
Tragueia, bronquios e pulmdes 10,54
Estomago 13,04 Estmago 7,37
Cavidade oral 11,27 Corpo do dtero 6,74
Esdfago 8,04 Ovdrio 5,95
Bexiga 7,26 Glandula tireoide 5,70
. Linfoma n3o Hodgkin 4,88
Laringe 6,43 .
Sistema Nervoso Central 4,68
Leucemias 5,63 Leucemias 4,38
Sistema Nervoso Cantral 5,50 Cavidade oral 4,21
Linfoma n&o Hodgkin 5,27 Estfago 2,76
Pele melanoma 3,03 Pele melanoma 2,53
. ) Bexiga 2,39
Linfoma de Hodgkin 1,46 i
Laringe 0,94
Glandula tirecide 108 Linfoma de Hodgkin 0,93

Fonte: INCA, 2017.

Enquanto as taxas de mortalidade por doencas infecto parasitarias diminuiram
drasticamente no Brasil, a mortalidade por neoplasias vem crescendo de forma alarmante no
decorrer das Ultimas décadas (INCA, 2017). Neste contexto, a busca por politicas publicas de
prevencdo assim como a busca de novos farmacos que possam atuar frente ao tratamento desta
enfermidade sdo de relevante importancia. Dentre os farmacos estudados e que tém se
apresentado promissores, encontram-se 0s complexos ruténio-nitrosilos.

Tratando-se de tumores, sabe-se atualmente, que 0 mondxido de nitrogénio (NO) é a
molécula que rege sua progressdo ou regressao, modulando diversos eventos relacionados ao
cancer, tais como angiogénese, apoptose e metastase. No entanto, como esta molécula ira atuar

dependera de sua concentracdo no interior das células (RIDNOUR et al., 2008). Visto que 0s
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complexos ruténio-nitrosilos podem liberar NO em meio biol6gico, suas propriedades podem
ser exploradas para o tratamento do cancer.
Em virtude do que foi exposto, este trabalho visa avaliar a citotoxicidade dos

complexos sintetizados e avaliar propriedades da relacéo estrutura-atividade.

9.2 Avaliacdo do potencial bioldgico dos complexos ruténio-nitrosilos frente a

células tumorais

Como citado anteriormente, um dos objetivos deste trabalho € poder contribuir com a
ampliacdo dos estudos in vitro frente a células cancerigenas e das aplica¢fes dos complexos
ruténio-nitrosilos na area biologica, considerando que os complexos sintetizados sao inéditos e
que a literatura nesta area é escassa.

Assim sendo, este capitulo visa apresentar resultados da avaliacdo in vitro da
citotoxicidade de complexos ruténio-nitrosilos, conforme metodologia descrita no item 6.5 do
Procedimento Experimental. As linhagens celulares submetidas aos testes foram: MCF-7, B16-
F10 e MDA-MB231. Para via de obtencdo do indice de seletividade destes complexos, foi
analisada a viabilidade celular também em modelo de células sadias MCF-10A. As analises
foram conduzidas por meio do teste de MTT.

Os ensaios avaliaram a influéncia de diferentes concentracdes dos complexos
cis-[Ru(NO.)(bpy)2(3-etpy)](PFe)3.2H20 (AR1), cis-[Ru(NO)(bpy)2(3-etpy)](PFs): (AR2),
cis-[Ru(NO2)(pyLys-O")(bpy)2] (AR3) e cis-[Ru(NO)(pyLys)(bpy)2](PFs)3 (AR4), variando de
250,0 a 1,95 pmol L. Como a cisplatina € um quimioterapico encontrado comercialmente e
largamente empregado na clinica, além de ser um complexo metélico, ela foi utilizada como
controle positivo para avaliar os modelos experimentais desenvolvidos neste trabalho.

Os complexos e a cisplatina foram encubados durante 24 horas e os resultados obtidos
foram analisados pelos modelos estatisticos ANOVA one-way-Tukey e Bonferroni, como testes
de confirmacéo.

Conforme pode ser observado na Figura 93, apds tratamento por 24 horas, ndo foi
possivel observar citotoxicidade gerada pelos complexos 1, 2 e 3. No entanto, para o complexo
4 foi observada diferenca significativa na taxa de proliferacdo celular quando comparada com
o0 controle negativo. Houve reducéo da viabilidade celular para menos de 50% nos tratamentos

a partir de ~21,4 puM. Interessantemente, este valor € menor do que o ICso (concentracdo
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inibitoria de 50%) da cisplatina (38,2 uUM), sugerindo que este seja um complexo alternativo a

cisplatina frente a células MCF-7.

Figura 93. Curva dose-resposta para a citotoxicidade dos complexos 1, 2, 3 e 4 em células MCF-7.
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Fonte: autora.

Ensaios para se verificar se os complexos estudados apresentavam citotoxicidade
frente ao modelo de células sadias MCF-10A e MDA-MB231 foram conduzidos.

Tratando-se de células MDA-MB231, a anélise estatistica dos resultados obtidos
revelou que os complexos 1, 2 e 3 ndo apresentaram atividade citotdxica apds tratamento de 24
horas, ao e comparar com o controle negativo. O complexo 4 apresentou efeito citotdxico
superior a cisplatina nas mesmas condicGes experimentais (Figura 94). Além disso, a
viabilidade de células sadias ap0s a aplicacdo dos complexos comprovou que nenhum deles
apresenta atividade consideravel na linhagem celular MCF-10A (Figura 95), demonstrando que

existe alguma seletividade em sua aplicacéo.

. Figura 94. Curva dose-resposta para a citotoxicidade dos complexos 1, 2, 3 e 4 em células MDA-MB231.
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Figura 95. Curva dose-resposta para a citotoxicidade dos complexos 1, 2, 3 e 4 em células MCF-10A.
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Fonte: autora.

Mesmo que o indice de Seletividade (SI) ndo seja um parametro reconhecido para seu
uso na investigacdo da seletividade dos compostos por células tumorais, ele pode ser uma
estimativa palpavel para comparacdo entre os complexos estudados. Na Tabela 20 sdo
apresentados os valores obtidos de 1Cso, CCso e 0 Sl calculado. Observa-se que o complexo 4
possui 0 melhor resultado, apresentando seletividade pelas células tumorais tanto da linhagem

MCF-7, quanto da linhagem MDA-MB231.

Tabela 20. Atividade citotdxica de complexos de ruténio frente a células tumorais.

Compostos I1Csomcr-7 ICsomDA-MB-231 CCsomcF-10a SI

Cisplatina 38,24 55,46 34,53 0,9/0,6
1 - >200 R
2 165,60 >200 196,01 1,2/--
3 118,30 62,67 139,20 1,2/2,2
4 21,39 23,59 104,00 4,9/4,4

Fonte: autora.

O complexo 2 e o0 4 possuem NO em sua estrutura. Este ligante apresenta grande
importancia em sistemas bioldgicos desde que é responsavel por processos de replicacdo
celular, mas também de apoptose. Assim, para entender um pouco sobre a acdo destes
complexos frente as células tumorais, realizou-se experimento qualitativo de
cronoamperometria para os complexos 2 e 4 no intuito de observar a possivel liberagcdo de NO

em meio fisioldgico. Para tal experimento, foi preparada solugdo aquosa de &cido ascérbico na
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concentragdo 0,010 mol Lt e solucio dos complexos em tampdo fosfato pH~7,4 na
concentragéo 0,10 mol L. O grafico obtido para o complexo 4 é apresentado na Figura 96. O
mesmao grafico foi obtido para o complexo AR2, o qual apresentou atividade bastante similar
(ANEXO).

Figura 96. Cronoamperograma obtido para o complexo cis-[Ru(NO)(pyLys)(bpy)2](PFs)s na concentracdo de
0,010 mol L* a partir da adigdo de 0,20 mL de solugdo de acido ascérbico 0,10 mol L. Tampao fosfato

pH ~7,4.
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Fonte: autora.

O acido L-ascorbico foi escolhido por estar presente nas células em geral e apresentar
como uma de suas principais caracteristicas o poder redutor (FORNARO; COICHEV, 1998).
Assim, espera-se que ele reduza o NO* coordenado ao ion de ruténio(ll) para NO°. Visto que o
NOQ° possui baixa afinidade pelo ion metalico de Ru?*, ele é liberado para 0 meio em um
mecanismo parecido ao que foi observado para processos de oxirreducdo estudados no
Capitulo 1.

Apesar dos complexos 2 e 4 apresentarem liberacdo de NO pela adi¢do de écido
ascorbico, somente o complexo 4 apresentou de fato atividade citotoxica frente as células
MCF-7 e MDA-MB231. Este resultado faz com que se acredite que além da liberacdo de NO
no interior celular, pode estar ocorrendo algum outro processo. Neste sentido, através de
pesquisas bibliograficas, se buscou o entendimento qualitativo deste sistema.

O transporte dos aminoacidos nas ceélulas ocorre via processos mediados por
transportadores especificos. Visto que o complexo que apresentou atividade citotoxica frente a
células de cancer de mama estudado neste trabalho, possui um derivado de aminodcido (lisina)

em sua estrutura, sugere-se que ele esteja sendo internalizado pelos mesmos mecanismos que
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0s préprios aminoacidos, diferentemente dos complexos 1 e 2 que ndo possuem derivados de
amino&cido em sua estrutura.

As células tumorais possuem alta demanda de aminoacidos e glicose em funcao de seu
rapido crescimento. A internalizacdo dos aminoacidos através da membrana celular ocorre via
uma variedade de transportadores. Neste sentido, as células cancerosas regulam um ou mais
destes tipos de transportadores para modificar seu funcionamento em beneficio de seu
metabolismo. Segundo estudos (BHUTIA et al., 2014), entre os transportadores de aminoacidos
existentes, o transportador de solutos SLC6A14 (do inglés, SoLute Carrier) se destaca com
caracteristicas funcionais especificas adequadas para suprir a necessidade de aminoacidos pelos
tumores. Ademais, este transportador apresenta-se em grande quantidade em tumores dos tipos
epitelial, incluindo cancer de célon, cancer cervical, cancer de mama, melanoma e cancer
pancreatico (BHUTIA et al., 2014). Assim, uma das hipoteses levantadas, é de que o complexo
contendo 0 amino&cido pode estar sendo internalizado via transportadores de membrana em
maiores quantidades do que os complexos 1 e 2.

Outra hipotese, é de que o complexo pode estar causando alteracfes nas histonas
presentes na carcinogénese (LIM et al., 2010). Estudos demonstraram que a desmetilase 1
especifica de lisina (LSD1) é fundamental na regulacdo da expressdo génica, estando envolvida
diretamente no intrinseco processo da carcinogénese. Assim, compostos que possam inibir esta
enzima através da similaridade com seu sitio regulatério podem frear a proliferacdo tumoral
(LIM et al., 2010). Lim e colaboradores (2010) sugeriram que a partir destes estudos,
desenvolver compostos que possam atuar nesta via pode ser uma alternativa bastante
promissora para se cessar o0 crescimento de tumores e torna-los mais sensiveis aos farmacos
anticancerigenos. Neste ponto de vista, os complexos contendo lisina em sua estrutura podem
estar interagindo com as enzimas citadas e bloqueando a regulacéo da expressdo supracitada.

De posse destas informacgbes, supbe-se que os complexos 3 e 4 estejam sendo
internalizados através da membrana celular e bloqueando biomoléculas responsaveis pela
proliferacdo, mas somente o complexo 4 apresenta citotoxicidade por ter a capacidade de liberar
NO. Para comprovar a hipétese do possivel efeito antiproliferativo, o experimento de
recuperacdo da lesdo (traduzido do inglés, wound healing assay, WHA) foi realizado, em
colaboracdo com Dra. Laena Pernomean, do Departamento de Bioquimica, da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto/USP.

Como as células da linhagem B16-F10 (melanoma murinho) sdo referéncia como

modelo biol6gico muito Gtil no estudo do melanoma, e se enquadram também na classe de
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tumores epiteliais, optou-se por avaliar também a atividade citotoxica dos complexos 1, 2, 3 e
4 frente a esta linhagem celular. Resultados similares dos obtidos para as células MCF-7 foram
observados, e sdo possiveis observar através do experimento de WHA conduzido.

O ensaio de WHA se baseia em cultivar as células cancerosas em placas de cultura de
seis pocos, de forma a poder monitorar a sua recuperacdo (proliferacdo) através de
microfotografias obtidas a partir de microscopia confocal. Na Figura 97 s&o apresentadas as
microfotografias obtidas neste experimento.

Figura 97. Fotomicrografias de ensaio de lesdo representativa para avaliacdo da proliferacdo celular em células
B16-F10 apos tratamento com complexos de ruténio AR1, AR2, AR3 e AR4 (24 horas de incubagio; 50 umol L-
1. Linhas tracejadas apresentam proliferacéo da condicdo de controle. Barras apresentam um tamanho. Controle

representa a mesma condicao experimental sem a aplicacdo dos complexos.
Controle AR1 AR2

sssssssssssssssssses

Fonte: fotomicrografias concedidas pela Dra. Laena Pernomian.

Através do calculo da area de proliferacéo celular comparada ao controle (JONKMAN
et al., 2014), foi possivel obter o grafico da Figura 98. Observa-se que o controle apresentou
certa proliferacdo celular apds 24 horas da lesdo. Para o complexo 2 e 3 a proliferacdo foi
cessada, enquanto para o complexo 4 nao foi possivel observar nenhum efeito, visto que este
complexo gera citotoxicidade na concentragdo de 50 umol L™ e, por conseguinte, a morte
celular. Estes resultados revelam que os complexos inibem a proliferacdo celular, mas somente

o complexo 4 provavelmente iniba e concomitantemente libere 0 NO nos alvos intracelulares
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especificos, ocasionando um possivel efeito sinergético, e uma morte celular mais acentuada

frente a células tumorais.

Figura 98. Proliferagdo celular ocasionada pelos complexos AR1, AR2, AR3 e AR4 aplicados a células

B16-F10.
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Fonte: autora.

Para vias de comparacdo relacionadas a liberacéo intracelular de NO, foram realizados
ensaios de viabilidade celular utilizando-se um doador de NO conhecido e encontrado
comercialmente, 0 NONOate (Dietilam6nio(Z)-1-(N,N-dietilamino)diazen-1-ium-1,2-diolato).
Este composto dissocia-se espontaneamente em um processo de primeira ordem, liberando NO
no interior celular em pH ~7,4 com uma meia-vida de 2-16 minutos a 37+0,1 °C (dados obtidos
da Sigma-Aldrich). Os resultados permitiram inferir que a liberacdo de NO pelo composto
NONOate provoca alta citotoxicidade frente as linhagens celulares B16-F10, MCF-7 e MDA-
MB231, o que corrobora com a falta de especificidade por células tumorais, mas provém dados

que auxiliam no entendimento de sistemas liberados de NO.

183



Ana P. S. Gaspari Giovanini Tese de Doutorado

Figura 99. Curva dose-resposta para a citotoxicidade do composto NONOate em células MCF-7, MDA-MB231

e MCF-10A.
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Fonte: autora.

Ressalta-se que estes experimentos ndo sdo definidores e tampouco elucidam os
mecanismos pelos quais os complexos estudados atuam. No entanto, sugerem possiveis
relacBes existentes entre estrutura-atividade, abrindo novos caminhos para a pesquisa na busca

pelo entendimento deste sistema, assim como desenvolvimento desta nova classe de compostos.
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9.3 Doenca de Chagas

A Tripanossomiase Americana (Doenca de Chagas) € uma enfermidade parasitaria
intracelular causada pelo agente etiolégico Trypanosoma cruzi (T. cruzi), protozoario
hemoflagelado da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (PETHERICK, 2010). A
Doenca de Chagas (DC) caracteriza-se como uma antropozoonose endémica negligenciada da
Ameérica Latina, uma vez que tal localidade apresenta 15 géneros de vetores capazes de
transmitir a infeccdo para humanos (STEVERDING, 2014). Dentre esses vetores, destacam-se
principalmente o0s pertencentes a subfamilia Triatominae como Triatoma infestans,
Panstrongylus megistus e Rhodnius proxilus, que se encontram presentes em ambientes cujas
condicdes estruturais de moradia sdo precdrias (STEVERDING, 2014). No entanto,
progressivamente, em decorréncia da globalizacdo que proporciona o intenso fluxo de pessoas
para as mais diversas localidades do globo terrestre — destacando-se a migracdo de areas
endémicas para paises ndo endémicos — denota-se que esta contribuiu para que a DC se tornasse
um problema de saude pablica mundial (RASSI et al. 2010).

Durante as Gltimas décadas observou-se uma diminui¢do dos casos de contaminacao
da populacéo via vetor, no entanto, a DC continua um problema de saude publica. Mesmo apds
108 anos de descobertas da doenca, essa ressurge em um cenario ndo habitual visto que casos
de contaminacdo oral tém sido relatados especialmente no que tange a forma de transmissdo. A
transmissdo para seres humanos ocorre: (i) por meio das fezes de insetos vetores hemat6fagos
contaminados, 0s triatomineos, conhecidos popularmente como barbeiros; (ii) transfusdo de
sangue; (iii) transmissdo congénita; (iv) transplante de &rgdos infectados; (v) acidente
laboratorial; (vi) oral, e (vii) sexual (ARAUJO et al., 2017; GASCON; BERN; PINAZO, 2010;
SCHMUNIS; YADON, 2010).

Como resposta as estratégias profilaticas, em 2006 o Brasil recebeu certificacdo
relativa a eliminacdo da transmissdo da Doenca de Chagas pelo vetor (Triatoma infestans) e
pela via transfusional, concedida pela OPAS/OMS (Organizacdo Pan Americana de Saude/
Organizacdo Mundial de Saude) (EICKHOFF et al., 2013). Contudo, 0 modo de transmissao
de maior destaque atualmente é o oral, uma vez que traz a lume algo que anteriormente era
descrito pela literatura como a forma menos comum de contaminagdo. Nos ultimos anos, a
proporcao de pessoas infectadas oralmente apresentou aumento significativo tal que, quando
analisada a Amazonia brasileira, depois que a Organizacdo Pan-Americana da Saude declarou

a interrupgdo da transmissdo vetorial nesta area (EICKHOFF et al., 2013). observa-se que a
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taxa de transmissdo oral aumentou, entre 2000-2010, atingindo 70% dos casos relatados
(EICKHOFF et al., 2013). Ademais, 0 problema se intensifica, pois, as taxas de mortalidade
em pacientes infectados oralmente sdo superiores (8-35%) quando comparadas com a
transmissdo vetorial classica (<5-10%) (EICKHOFF et al., 2013). Em contrapartida, ha uma
polémica sobre essas taxas, tendo em vista que a transmissdao oral ganhou maior notoriedade
apos os indices elevados no decorrer dos anos.

Segundo estudos, os tripomastigotas metaciclicos sdo mais infecciosos por via oral do
que cutaneo, enfatizando a maior gravidade da infeccdo oral (EICKHOFF et al., 2013).
Sobretudo, experimentos realizados recentemente, indicam que o local inicial da entrada do
parasita influencia criticamente na resposta imune do hospedeiro e no desfecho desta moléstia
(EICKHOFF et al., 2013). Estima-se que mais de 10.000 pessoas morrem anualmente de
manifestacdes clinicas da doenca de Chagas e mais de 25 milhdes corram o risco de adquirir a
doenca (EICKHOFF et al., 2013; ARAUJO et al., 2017; GASCON; BERN; PINAZO, 2010;
SCHMUNIS; YADON, 2010). A tal problema é possivel identificar que o custo anual,
globalmente, com a DC é de R$23,6 bilhdes e tem uma oneragéo de vida de R$91.357,2 por
pessoa infectada (ARAUJO et al., 2017; GASCON; BERN; PINAZO, 2010; SCHMUNIS;
YADON, 2010).

Em 2015, estudos mostraram que pacientes com cardiopatia instalada, o uso do
benzonidazol (BZN) ndo reduziu significativamente a deterioracdo clinica cardiaca, porem
reduziu a deteccdo do parasita (DIAS et al., 2016). Sendo assim, fica evidente a urgéncia de
novas perspectivas no tratamento de tal moléstia, tal como o desenvolvimento de novos
farmacos que possam ser utilizados para o tratamento desta doenca de forma a reduzir os efeitos
colaterais e gerar farmacos alternativos para esta proposicao. Neste cenario, os metalofarmacos
tém se mostrado alternativas bastante interessantes em funcao de suas caracteristicas e atividade
tripanocida.

Compostos de transicdo tém sido extensivamente usados em estudos relacionados a
atividade bioldgica. Aparentemente, 0 modo de acdo destes compostos ndo estd totalmente
estabelecido, porém a relacdo com atividade anticancerigena tem sido demonstrada
(BLACKIE; CHIBALE, 2018). A julgar que muitos dos compostos de coordenagdo com agéo
anticancerigena séo fundamentados na interacéo especifica em sitios do DNA, é possivel que a
mesma explicacdo possa servir de base para atividade tripanocida (BLACKIE; CHIBALE,
2018).
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Assim, varios complexos metalicos tém sido testados em ensaios in vitro e in vivo a
fim de controlar a replicagéo do T. cruzi. Dentre estes, os complexos de ruténio doadores de
oxido nitrico, podem ser uma excelente alternativa na terapéutica experimental do T. cruzi.
Resultados promissores tém sido observados neste projeto, o que torna esta classe de compostos

uma alternativa promitente para o tratamento desta enfermidade.

9.4 Avaliacéo do potencial bioldgico dos complexos ruténio-nitrosilos frente a

cepas Tulahuén LacZ de T. cruzi

A atividade tripanocida dos complexos AR1 e AR2 foi avaliada frente a forma
amastigota da cepa Tulahuén LacZ e expressa por meio dos valores de ICsoamastigota, 0S quUaISs
representam a concentracgdo inibitéria minima para que ocorra a morte de 50% dos parasitos
(forma amastigota) in vitro. A citotoxicidade frente a células sadias foi avaliada frente as células
LLCMK?2 (fibroblasto de rim de macaco), sendo expressa por meio dos valores de CCsoLLcmkz.
Desta forma, com intuito de selecionar candidatos para os estudos in vivo, o indice de
seletividade foi calculado como descrito no Procedimento Experimental Item 6.6.

Os complexos AR1 e AR2 apresentam valores de |Csoamastigota MUito mais altos do que
0 observado para o farmaco de referéncia (BZN), 195,0 e 85,1 uM, respectivamente. A Figura
100 apresenta o grafico dose-resposta da atividade tripanocida do complexo AR2 em
comparacao com 0 BZN. O grafico para o complexo AR1 ndo seré aqui apresentado, pois nao
foi possivel alcangar o valor de ICspamastigota- EStes dados demonstram que os complexos ndo

possuem atividade tripanocida frente a ensaios in vitro.
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Figura 100. Grafico dose-resposta para a aplicacdo do complexo AR2 frente a formas amastigotas de T. cruzi.
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A principio, a eliminacdo do T. cruzi é, em grande parte, dependente da producéo de
oxido nitrico e seus radicais livres derivados de oxigénio e nitrogénio. Um provavel mecanismo
biologico relativo a esta atividade relaciona-se com envolvimento de citocinas pro-
inflamatorias, como 1L-12, IFN-y- e TNF-a (resposta Thl), que atuam na ativacdo de
macrofagos e que levam a morte dos parasitas através da producdo de tais radicais (BLACKIE;
CHIBALE, 2018). Neste trabalho, os compostos de ruténio doadores de NO mostraram, in vitro,
baixa toxicidade e baixa atividade tripanocida. Sugere-se que este fendmeno esteja ocorrendo
devido a concentracdo que esta sendo liberada de NO no interior celular e a falta de interacao
com moléculas alvo do parasita. No entanto, como a informacéo de que a liberacdo de NO atua
diretamente no sistema imune do hospedeiro, buscou-se utilizar desta caracteristica para estudo
de terapias alternativas.

Dentre as pesquisas realizadas a respeito de alternativas terapéuticas e busca de novos
farmacos para tratamento de doencas negligenciadas, surgiu o conceito de associagdo
terapéutica. Sua premissa se baseia no potencial sinérgico ou aditivo de dois ou mais
medicamentos para melhorar a eficacia terapéutica, além de evitar o desenvolvimento de
resisténcia aos componentes individuais da associacéo (INDi, 2018).

Neste certame, foram realizados experimentos in vitro no intuito de observar o
potencial tripanocida dos complexos AR1 e AR2 associados ao BZN com duas variaveis retidas

na concentracdo amostral do farmaco controle (BZN) e complexos (Figura 101).
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Figura 101. Curvas dose-resposta para a aplicacdo do complexo AR2 frente a formas amastigotas de T. cruzi.
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Fonte: autora.

Foram obtidos os valores de 1Csoamastigota Para 0s complexos associados ao BZN nas

seguintes concentragdes:

1 e 2) Complexo + BZN (1:1): ambos iniciando na concentragdo 250 umol L e realizagéo
da diluicdo seriada (Associacdo 1: AR1+ BZN e Associagdo 2: AR2 + BZN).

1’ e 2°) Diluigéo seriada do BZN a partir de 250 umol L™ e manutencéo da concentragéo de 50
umol L para os complexos (Associagdo 1’: AR1+ BZN e Associacdo 2°: AR2 + BZN).

Observa-se que ao se testas as associagdes 1’ ¢ 2°, foi possivel observar que ocorreu
morte de 85% do total de parasitos medidos pelo teste do CPRG, enquanto que sem esta
associacdo, 0 BZN sozinho mataria 50% na mesma concentracdo. Para fins de comparacéo,
foram realizados os mesmos testes de associagdo com o complexo similar ao AR2, o
cis-[Ru(NO)(bpy)2(py)](PFs)3, haja vista a Unica diferenca entre ambos € o ligante expectador
py e 3-etpy, e o ligante 3-etpy. As curvas de dose-resposta sdo observadas na Figura 102. Os

valores de |1Csoamastigota € S1 S840 apresentados na Tabela 21.
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Figura 102. Curvas de dose-resposta para a associacdo complexo + benzonidazol ou ligante + benzonidazol
proposta neste trabalho.
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. Tabela 21. Valores obtidos a partir das curvas de dose-resposta para a associagdo complexo + benzonidazol ou
ligante + benzonidazol.

Compostos I Csoamastigota CCsoamastigota SI
BZN 3,954 142,0 36,0
AR1 >250 >250
AR2 248,2 >250
cis-[Ru(NO)(bpy)2(py)1(PFs): >250 >250
3-etpy >250 138
Associacao 1 5,859 7,03 1,20
Associacao 2 3,17 15,2 4,80
Associagdo 1’ 0,583 0,816 1,40
Associagdo 2’ 0,0140 0,124 8,90
Associacdo 3 (cis-[Ru(NO)(bpy)2(py)](PFe)2 + BZN) 6,29 8,18 1,30
Associacdo 4 (3-etpy + BZN) 1,24 0,954 0,77
Associagdo 3’ (cis-[Ru(NO)(bpy)2(py)](PFe)2 + BZN) 3,78 10,9 2,90

Associacdo 1, 2, 3 e 4: Adigdo de farmaco e BZN na concentracéo inicial de 250 pmol L (cada) e realizacdo da

diluicdo seriada.
Associacio 1’ e 2°: Adicdo de BZN na concentracdo de 250 umol L, realizagdo da diluicdo seriada e adicéo de
complexo para obtencéo de concentracdo de 50 pmol L™ no pogo de cultivo celular.
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A partir dos dados de Sl, observa-se que dentre as associagoes realizadas, a Associa¢ao
2’ apresentou-se como melhor opcéo, sugerindo que o complexo AR2 € um potencial candidato
para estudos in vivo. Assim, buscou-se obtencdo da curva dose-resposta para esta associacao
especifica em um intervalo maior de concentragdes (Figura 103). O valor de ICspassociaczo TOi de
0,225 pumol L, ou seja, na concentragdo de 0,225 umol L de BZN + 0,2250 pumol L do

complexo AR2, ocorre morte de 50% do total de parasitas.

Figura 103. Grafico dose-resposta para a associacdo complexo AR2 + benzonidazol (associacao).
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O potencial da associacao relatada frente a formas amastigotas de T. cruzi trouxe novos
dados a respeito dos complexos desenvolvidos neste trabalho e incentivou testar seu efeito
tripanocida in vivo em modelo experimental murino de infecgdo por T. cruzi (fase aguda).

O tratamento de camundongos Swiss infectados com 10.000 formas da cepa Y de T.
cruzi se iniciou no 5° dia de infeccéo e se prolongou por 10 dias consecutivos. A dose utilizada
foi de 2,5 mg/kg do complexo AR2 em suspensdo juntamente a 2,5 mg/kg do BZN, diariamente,
por gavagem (via oral). E importante frisar, que este valor de dose/dia foi escolhido através da
dose clinica ja determinada para estes ensaios (CASTRO et al., 2011).

Apds o inicio do tratamento, a parasitemia foi avaliada (nos dias 7, 9, 11 e 13 ap0s a
infeccdo). Este dado é um parametro importante para o estudo da doenca de Chagas, pois nos
permite diferenciar a fase aguda e cronica da infeccdo (CASTRO el al., 2011). O gréafico destas

correlagOes é apresentado na figura 104.
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Figura 104. NUmero de parasitos contados a partir do sangue de camundongos em funcédo dos dias de
tratamento. Dose BZN = 10mg/Kg. Doze Associagdo AR2+BZN = 5+5 mg/Kg. Dose AR2 = 10 mg/Kg.

2500 e PBS
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Fonte: autora.

Os resultados obtidos neste teste preliminar in vivo demonstraram que a associacdo
pode de fato ser eficaz em reduzir a parasitemia nos animais infectados com o T. cruzi e tratados.

Pesquisas atuais tém sido devotadas no sentido de entender a acdo bioldgica destas
espécies. Além da liberacdo intracelular de NO e possivel atividade frente ao sistema
imunoldgico do hospedeiro, aparentemente compostos doadores de 6xido nitrico (nitrosotidis)
também foram descritos por agir em um alvo especifico do parasita, a cruzaina (WIGGERS et
al., 2013). A cruzaina é a proteina mais abundante da familia das cisteinas protease do T. cruzi,
responsavel pela invasao células e o pelo escape do parasita do sistema imune do hospedeiro.
A cruzaina tem sido muito explorada levando a descoberta de varios inibidores potentes e
seletivos. Assim, as hipoteses da acdo do complexo AR2 é que pode estar ocorrendo
fragilizagdo do parasita por duas vias, a de interagdo com cruzaina e o fortalecimento do sistema
imunolégico, ambos em detrimento da liberacdo de NO. Assim, uma quantidade mais amena
de BZN pode ser administrada, obtendo-se potencializacdo deste farmaco.

Em adendo, observou-se também, que além da liberacdo de NO, a estrutura do
complexo AR2 pode estar de alguma forma influenciando na parasitemia, visto que foram
testados ambos ligante 3-etpy e complexo similar cis-[Ru(NO)(bpy)2(py)](PFs)2 in vitro e ndo
foi observada a mesma atividade ou SI.
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Apesar dos estudos aqui relatados ainda serem preliminares e ndo elucidarem
mecanismos diretos de agdo farmacoldgica ou bioldgica, sugere-se que a modulacdo do ligante
pode modificar a acdo de determinado composto. Desta maneira, € possivel inferir que novas
perspectivas podem ser exploradas para a busca de farmacos que possam atuar frente as doencas

negligenciadas, tal como a proposi¢do de uma terapia alternativa associativa com chances de
ser promissora.
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10. CONCLUSOES

Os ligantes derivados de aminoacido pyLys e pyTrp foram sintizados através de rotas
de obtencéo de anéis triazol e bases de Schiff, respectivamente. Ambos foram purificados por
cromatografia em coluna e caracterizados quanto as propriedades fisico-quimicas. Os
resultados de espectrometria de massas, juntamente as analises de espectroscopia na regido do
infravermelho e ressonancia magnética nuclear confirmam a pureza dos ligantes obtidos.

Os resultados obtidos por técnicas de caracterizacdo, dentre elas: analise elementar,
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, espectroscopia eletronica, voltametria
ciclica e ressonancia magnética nuclear confirmaram a obtengdo dos complexos de interesse.
Além disso, foram realizados experimentos de espectroeletroquimica, fotolise e
cronoamperometria de liberacdo de NO para entendimento dos sistemas estudados.

A constante de equilibrio obtida para o complexo AR2 esta de acordo com o reportado
para ligantes da mesma classe. A constante de equilibrio calculada para este complexo apresenta
algumas similaridades com o complexo cis-[Ru(NO)(bpy)2(py)]**. A comparacéo do complexo
AR2 com o cis-[Ru(NO)(bpy)2(py)]**, oportunizou informagdes importantes acerca das
propriedades observadas durante os experimentos.

Os célculos DFT permitiram compreender mais a respeito das estruturas tanto do
complexo AR2, quanto do complexo RuTrpNO. Os angulos da ligacdo Ru-N-O sdo da ordem
de 179,4 A para o RuTrpNO ([CsH20N][RuCl3(Trp)(NO)]) e 175,0 A para o AR2, diferencas
estas correspondentes a modulacdo dos ligantes expectadores na esfera de coordenacdo. Ao
passo que, para 0 RuTrpNO os ligantes expectadores sdo cloretos, os quais ndo sao capazes de
receber doacdo de densidade eletronica através de orbitais n*, para o complexo AR2 sdo
polipiridinas, as quais recebem densidade eletrdnica do metal através de retrodoacdo dos
orbitais d do metal para os orbitais 7* do ligante. Os espectros FTIR corroboram a influencia
desta modulacgdo de ligantes, visto que para 0 AR2 o estiramento da ligagdo NO é observada
em ~1940 cm™ enquanto para o complexo RuTrpNO, a mesma banda é observada em ~1860
cm™,

O complexo RuTrpNO demonstrou possuir caracteristicas fisico-quimicas bastante
interessantes, os quais tém sido exploradas para entendimento deste sistema, tal como
apresentar sinal no EPR que é condizente com um complexo Ru'"'-NQ?, e no entanto apresentar

banda no infravermelho na regido de 1890 cm™, que é condizente com um complexo Ru'-NO*.
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Estas andlises revelam a deslocalizagdo eletronica existente nestes complexos, a qual tem sido
estudada através de calculos da Teoria Funcional da Densidade (TFD).

Os resultados de citotoxicidade frente as linhagens celulares MCF-7, MDA-MB231,
B16-F10 e MCF-10 mostraram que os complexos AR1, AR2 e AR3 ndo apresentam
citotoxicidade consideravel. No entanto, o complexo AR4 se mostrou bastante promissor,
apresentando uma atividade citotoxica bastante pronunciada, que alias é mais efetiva do que o
farmaco padrdo (cisplatina) nas condigdes experimentais in vitro relatas neste trabalho.
Provavelmente este efeito esteja acontecendo em funcdo de sua estrutura, que contém um
ligante nitrosilo, o qual pode liberar NO no interior celular e um derivado de aminoacido, o
qual pode ocasionar interacbes compativeis com proteinas e canais de membrana, e
porconseguinte, ocasionar a morte celular. Todos estes dados indicam que a insercdo de um
derivado de aminoacido a estrutura fornece uma melhor internalizacdo do complexo pelas
células. E apesar destes estudos relatados neste trabalho ndo elucidarem mecanismos diretos de
acdo farmacolégica, sugere-se que a modulacao do ligante pode ser direcionada em beneficio
da acdo de determinado composto, 0 que € consistente com a proposicdo da relacéo estrutura-
atividade. Além disso, abre novos horizontes para a busca por compostos que possuam uma
acao mais efetiva contra esta doenga (o cancer) que vem alarmantemente crescendo.

Os resultados obtidos pela aplicagdo dos complexos AR1, AR2 e
cis-[Ru(NO)(bpy)2(py)]** contra T. cruzi permitiram inferir a potencialidade dos complexos
nitrosilos de ruténio frente a sua possivel aplicacdo associada ao benzonidazol, o que é de fato
um achado bastante interessante e que pode ser estudado mais intensamente para busca de uma

nova terapia contra a Doenca de Chagas.
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Anexo A. Espectros de RMN de *H dos precursores do ligante pyLys

Espectro de 'H RMN para o composto Boc-Fmoc-Lys.
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CONTINUACAO DO ANEXO A

Espectro de 'H RMN para o composto “azidolisina”.
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Fonte: autora.
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Anexo B. Espectro H-C 2D HMQC para o ligante pyLys

Espectro correlacional *H-*C 2D HMQC para o ligante pyLys obtido em CD3OD. Ampliacdes

das regides A) Alifatica e B) Aromarica.
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Anexo C. Espectro de *H RMN para o ligante 3-etinilpiridina em D,0.

Fonte: autora
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Anexo D. Espectros de RMN para o ligante pyTrp em CD3;0D.
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CONTINUACAO DO ANEXO D

2D HSQC “*C-1H
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CONTINUACAO DO ANEXO D

2D COSY 'H-H
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Anexo E. Borbulhamento de NO

O aparato para geracdo de NO é apresentado na Figura E e consiste em 3 baldes de
duas bocas contendo: no baldo (A) uma solu¢éo de HNOs 50% e pastilhas de cobre, no (B) uma
solucdo saturada de NaOH, no (C) a solucdo da amostra a ser borbulhada com NO e, em (D)
encontra-se 0 escape para o gas remanescente. O NO € gerado pela reagéo entre o cobre metélico
e 0 &cido nitrico. O gas formado passa por uma solucdo de NaOH saturada, visando remover o

NO- formado na presenca de resquicios de Oa.

Figura E. Esquema do aparato utilizado para geracéo de gas NO.

Fonte: autora.
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Anexo F. Purificacdo do complexo AR1

Primeiramente, foi testada a solubilidade do complexo AR1 em diversos solventes. Os
solventes em que o complexo se apresentou soltvel foram: acetona, acetonitrila, etanol, metanol
e agua (parcialmente). Estes solventes foram utilizados frente a quatro mini-colunas contendo
as fases estacionarias: silica, alumina neutra, alumina bésica e alumina acida para verificacao
de possivel separacdo da mistura reacional.

A alumina neutra se apresentou como melhor fase estacionaria em comparacéo com a
silica, a alumina bésica e a alumina acida. A alumina &cida foi descartada por gerar reacbes
indesejadas, formando inimeros subprodutos, de forma que o nitrito coordenado ao complexo
se converteu parcialmente a nitrosilo devido ao meio levemente &cido. Ndo ocorreu eluigédo
quando a fase estacionéaria utilizada foi a silica, pois 0 complexo se aderiu completamente a
fase estacionaria. Apds a eluicdo, as fragcdes coletadas foram submetidas a rotaevaporacdo e

analisadas por espectroscopia Uv-vis.

Figura F. Coluna cromatogréfica utilizada para purificagdo do complexo AR1

Fonte: Autora.
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Anexo G. Dados da obtencdo dos coeficientes angulares dos complexos AR1 e

AR2.

Figura G1. Espectros de absor¢éo eletrdnica do complexo AR1 em solucéo aquosa.
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Fonte: autora.

Tabela G1. Dados obtidos através dos espectros eletrdnicos para o complexo AR1.

Estoque (L) Concentragéo (10° mol L) Azs3 Auos
250 1,345 0,2150 0,03905
500 2,690 0,3791 0,06879
750 4,035 0,5955 0,1085
1000 5,380 0,8014 0,1482
1250 6,725 0,9813 0,1826
1500 8,070 1,171 0,2180
1750 9,415 1,371 0,2594
2000 0,1076 1,572 0,2994

Fonte: autora.
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CONTINUACAO ANEXO G

Figura G2. Espectros de absorcdo eletrdnica do complexo AR2 em HCI 0,1 mol L.
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Fonte: autora.

Tabela C4. Dados obtidos através dos espectros eletrénicos para o complexo AR2.

Estoque (uL) Concentracéo (10° mol L) Asoo Aszo
250 1,345 0,1079 0,05056
500 2,690 0,2119 0,09741
750 4,035 0,3155 0,1428
1000 5,380 0,4167 0,1880
1250 6,725 0,5277 0,2378
1500 8,070 0,6318 0,2848
1750 9,415 0,7255 0,3258
2000 0,1076 0,8295 0,3720

Fonte: autora.
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Anexo H. Espectro FTIR do complexo cis-[Ru(NO,)(bpy).(py-CHO)](PFs)

FTIR em pastilhas de KBr
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Fonte: autora.

Tabela H. Atribuiges das bandas do espectro FTIR para o complexo cis-[Ru(NO.)(bpy)2(py-CHO)](PFe)

AR5 Bandas (cm™)
v(P-F) 557 (F); 846 (F)
v(C-H) 648 (f); 731 (m); 1065 (w); 1192 (m); 1560 (f)

v(C-H) fora do plano 764 (F); 1424 (F); 1466 (F)
v(C-C) 1123 (m); 1159 (m);
vs(NO») 1294 (F)

Vass(NO2) 1338 (F)
1446 (F)

1602 (F)

v(C=0) 1711 (F)
v(C-H) 3080 (m)

v(O-H) 3414 (m)

Denotagdes: F — forte, m — média, f — fraca

Fonte: autora.
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Anexo I|. Espectros Uv-vis para o0s complexos AR1l, AR2 e
cis-[Ru(bpy)2(3-etpy) (NO*)]**
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Anexo J. Estudos de Internalizacdo celular por FTIR em células

Colaboracdo com o Dr. Fernando Postalli (pos-doutorando) e Prof. Dr. Fabio Zobi

(Suica) — Espectroscopia de infravermelho a nivel celular.

Os estudos bioquimicos/biolégicos de complexos metélicos incluem eventos
especificos, tais como (i) a absorcdo de farmacos pelas células, (ii) a interacdo com
biomoléculas (iii) a localizacdo, (iv) estabilidade dos complexos, (v) A estabilidade dos lipidos.
Alguns desses eventos podem ser monitorados usando o Espectrocopia de infravermelho a nivel
celular (FTIR - Fourier Transform Infrared spectromicroscopy). Esta alta sensibilidade e
especificidade técnica especial, € uma alternativa moderna para o trabalho livre de marcadores
quimicos, além de ndo ser destrutivo para as células e tecidos.

Um resultado preliminar indica que o complexo [Ru(bpy)2(3-Etpy)(NO)](PFs)3 aplicado
a linhagem celular A549 (cancer de pulmdo humano) (Figura J1), encontra-se no interior das
células. Estudos do tempo ao qual este complexo se mantém internalizado serdo conduzidos no
proximo periodo.
Figura J1. Incubacéo do complexo [Ru(bpy).(3-etpy)(NO)](PFs)s em A549, células de cancer de pulméo. A)
Imagem de A549 (células #1) no campo cinza; os quadrados coloridos (ao lado do campo cinza) estdo
demonstrando as imagens FTIR em 2872, 2009 e 1940 cm?, detectando lipidios, ligacdes triplas e a frequéncia

da coordenac&o de ruténio ao ligante nitrosil (Ru-NO), respectivamente. B) espectro de absor¢do no
infravermelho do complexo [Ru(bpy)2(3-Etpy)(NO)](PFs)s dentro da célula escolhida via imagem.
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Fonte: figuras concedidas pelo Dr. Fernando Postalli Rodrigues.
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Apesar do complexo cis-[Ru(bpy)2(3-etpy)(NO)](PFs)s apresentar-se na forma de cis-
[Ru(bpy)2(3-etpy)(NO-)](PFs) em pHs acima de 5,0, observou-se que em meio de cultura
celular RPMI branco (pH ~7,0) existe uma mistura dos dois complexos (Figura J2), o que
ocasiona a observacdo da banda respectiva ao estiramento de Ru-NO™ no espectro de absorcao
de infravermelho . A banda observada em 2009 cm™, respectiva a tripla ligacéo entre carbonos
do ligante 3-etinilpiridina, é observada em maior intensidade do que o normal, em virtude de

dois complexos estarem contribuindo para sua intensidade: [Ru(bpy)2(3-etpy)(NO)J** e
[Ru(bpy)2(3-etpy)(NO2)]".

Figura J2. Espectro de absorgéo eletronica na regifo do Uv-visivel para o complexo [Ru(bpy)2(3-etpy)(NO)]**
em meio de cultura celular RPMI branco (pH ~7). Observa-se a banda caracteristica do complexo [Ru(bpy)2(3-
etpy)(NO)]3* em forma de ombro em 330 nm e, a banda caracteristica para o complexo [Ru(bpy)2(3-
etpy)(NO2)]* em 405 nm.
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Fonte: autora.
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Anexo K. Viabilidade celular em células B16-F10 para os complexos AR2 e AR4.

Figura K. Viabilidade celular em células B16-F10 (melanoma murino) incubadas com A)
cis-[Ru(bpy)2(EtpyLys-O7)(NO)](PFs)2 e B) AR2. (Resultados obtidos via teste MTT, n = 3). T student test: *p

<0.0001.
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Anexo L. Espectro de MALDI do ion complexo {[Ru(NO_)(bpy).(py-CHO)]}*
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