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RESUMO

“DESENVOLVIMENTO DE POTENCIAIS METALOFARMACOS DE RUTENIO
CONTENDO 1,1’-BIS(DIFENILFOSFINO)FERROCENO E LIGANTES MERCAPTQO”. A
atividade antimetastatica, alta seletividade e citotoxicidade em varias linhagens de células
tumorais humanas, tornam os complexos de ruténio (Il) atraentes para o desenvolvimento
de novos agentes quimioterapicos no tratamento do cancer. Neste estudo, foram
sintetizados seis novos complexos de ruténio com ligantes de interesse biolégico, cujo a
formula geral é [Ru(N-S)(bipy)(dppf)]PFs, onde N-S= 2-mercaptotiazolina, 2-mercapto-1-
metilimidazol, 6-mercaptopiridina-3-acido carboxilico, 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina,
6-metil-2-tiouracil e 2-tiouracil. Todos os complexos sintetizados foram caracterizados por
condutividade molar, andlise elementar, espectroscopia de absor¢cdo na regido do
infravermelho e na regido do UV/visivel, ressonancia magnética nuclear de 3'P{H}, 1H e
BBC{'H}, voltametria ciclica e de pulso diferencial, e alguns complexos, por difracdo de
raios X de monocristal. A atividade citotdéxica dos complexos foi avaliada frente a
diferentes linhagens de células tumorais e n&o-tumoral, assim como o possivel
mecanismo de acao desses complexos frente as células MDA-MB-231. Além disso, foram
avaliadas a interacdo dessses complexos com as biomoléculas de HSA e DNA, e a
inibicdo da enzima topoisomerase IB. Os resultados mostraram altos indices de
citotoxicidade e seletividade para linhagem celular de tumor de mama triplo-negativo
(MDA-MB-231), com valores de ICsp na faixa de 0,33-3,78 pM. O aumento da
porcentagem de células na fase sub-G1 na analise do ciclo celular, alteracGes
morfolégicas caracteristicas de apoptose e aumento de células apoptéticas marcadas
com Anexina-V mostram que a apoptose é o mecanismo de morte celular induzido na
linhagem de células MDA-MB-231 apds o tratamento com os complexos. Mdltiplos alvos
de acéo foram identificados para os complexos, como a indugdo de danos ao DNA,
despolarizacdo mitocondrial com reducdo do potencial de membrana mitocondrial,
aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio e inibicdo da enzima topoisomerase
IB. Adicionalmente, foram evidenciadas atividades antimetastaticas, com a inbicdo da
migracdo celular e inibicdo da angiogénese em modelos de membrana CAM. Os
complexos mostraram forte interagcdo com a HSA com valores de Ky na faixa de 10°>-10
e afinidade pelo sitio IA da proteina. Os complexos mostraram interagéo eletrostatica com
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o DNA. Esses resultados promissores observados para os complexos sintetizados,

caracterizam potenciais farmacos anticancer.
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ABSTRACT

"DEVELOPMENT OF POTENTIAL RUTHENIUM METALLODRUGS CONTAINING 1,1'-
BIS (DIPHENYLPHOSPHINO) FERROCENE AND MERCAPTO BINDING". The
antimetastatic activity, high selectivity and cytotoxicity in various human tumor cell line
makes ruthenium (II) complexes attractive for the development of new chemotherapeutic
agents for cancer treatment. In this study, six new ruthenium complexes with biological
interest ligands of general formula [Ru(NS)(bipy)(dppf)]PFs, where NS = 2-
mercaptothiazoline, 2-mercapto-1-methylimidazole, 6-mercaptopyridine-3-carboxylic
acid, 4,6-diamino-2-mercaptopyrimidine, 6-methyl-2-thiouracil and 2-thiouracil, were
synthesized. The complexes were characterized by molar conductivity, elemental
analysis, infrared and UV / visible region absorption spectroscopy, 3P{*H}, 'H and 3C{*H}
nuclear magnetic resonance, cyclic and differential pulse voltammetry, and some
complexes, by monocrystal X-ray diffraction. The cytotoxic activity of the complexes was
evaluated against different tumor cell lines and non-tumor cells, as well as the possible
mechanism of action of these complexes against MDA-MB-231 cells. In addition, the
interaction of the complexes with the biomolecules of HSA and DNA, and the inhibition of
the enzyme topoisomerase IB, were evaluated. The results showed high cytotoxicity and
selectivity for triple-negative breast tumor cell line (MDA-MB-231), with ICso values in the
range of 0.33-3.78 uM. The cells percentage increase in sub-G1 phase of the cell cycle
analysis, distinct morphological alterations and the increase in apoptotic cells labeled with
Annexin-V show that apoptosis is the mechanism of cell death induced in MDA-MB-231
cell line after treatment with the complexes. Multiple targets of action were identified for
the complexes, such as induction of DNA damage, mitochondrial depolarization with
reduction of mitochondrial membrane potential, increase of reactive oxygen species levels
and inhibition of Topoisomerase IB enzyme. In addition, antimetastatic activities were
evidenced due by both cell migration and angiogenesis in CAM membrane model
inhibition. The complexes exhibited strong interaction with HSA with Kp values in the range
of 10°-107 and affinity for the IA site of the protein. The complexes showed electrostatic
interaction with DNA. These results observed for the synthesized complexes present

promising characteristics of potential anticancer drugs.
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Capitulo 1 — Introducgéao

1.1 - Cancer e tipos de tratamento

O cancer € uma das doencas mais grave e comun vista na medicina clinica
que afeta aproximadamente 200 tipos diferentes de células, que se caracteriza pela perda
de controle da proliferacdo celular e um ganho da capacidade de invadir tecidos
adjacentes ou sofrer metastase para 6rgaos distantes via vasos sanguineos!. Essa perda
de controle é consequéncia direta de muta¢cdes em um ou mais genes que regulam o
crescimento e a morte celular programada?. Com isso, as células cancerigenas possuem
suas proprias funcdes, fornecendo seus sinais de crescimento, replicando sem nenhum
controle, com capacidade de promover a formacdo de novos vasos sanguineos,
conseguindo migrar e invadir tecidos adjacentes ou mais distantes via membrana basal
e vasos sanguineos ou linfaticos®4. Essas células s&o, geralmente, menos
especializadas nas suas fungdes que as suas correspondentes normais. Conforme as
células cancerosas vao substituindo as normais, os tecidos invadidos vao perdendo suas
funcoes?.

Existem vérios tipos de tratamento contra o cancer, a escolha do tratamento
vai depender do tipo de cancer e o estdgio em que se encontra. As principais formas de
tratamento sdo: cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Na cirurgia tem-se a remocao fisica
do tumor local'. A radioterapia utiliza raios ionizantes que incidem sobre as células para
reducdo do tumor®. A quimioterapia, a mais utilizada dentre os tratamentos, em que se
utiliza farmacos para o tratamento!. Algumas pessoas com cancer utilizam apenas um
tratamento, mas a maioria delas tem uma combinacéao de tratamentos, como cirurgia com
guimioterapia e / ou radioterapia.

Outras formas de tratamento que também vem sendo utilizadas séo a
imunoterapia e hormonioterapia. A imunoterapia € um tratamento destinado a aumentar
as defesas naturais do corpo para combater o cancer. Essas terapias incluem citocinas,
vacinas contra o cancer e, mais notavelmente, certos anticorpos monoclonais
identificados como inibidores de “checkpoint”®8. A hormonioterapia, se trata de um
tratamento mais especifico para células com receptores hormonais, como o cancer de

mama e préstata, no qual os medicamentos administrados irdo agir bloqueando a acéo



Macédo, A. P. M. G. Introducgao

dos hormonios de testosterona (homem)® e estrogeno (mulher), evitando que estes

hormonios estimulem o crescimento das células tumorais?.

1.2 - Estatistica do Cancer

O cancer € a segunda principal causa de morte no mundo, sendo um grande
problema de saude publica, onde o crescente nimero de novos casos a cada ano é
alarmante. O numero 14,1 milhdes de novos casos de cancer em 2012 subiu para um
nimero estimado de 18,1 milhdes em 2018112, A estimativa prevista no ano de 2012 foi
mais de 20 milhdes de novos casos de cancer em 2025,

O numero estimado de mortes mundial em 2018 é de 9,6 milhdes'?. Trata-
se de um aumento frente a média anual registrada em 2012, quando houve 8,2 milhdes
de mortes!!. Os trés tipos de canceres com maior incidéncia no mundo séo: pulmao,
mama e colorretal*13,

No Brasil é estimado para o biénio de 2018/2019 a ocorréncia de
aproximadamente 600 mil novos casos de cancer, para cada ano'4. Depois do cancer de
pele, os principais tipos de cancer mais incidentes no Brasil no biénio de 2018-2019 séao
o cancer de prostata, mama feminino, colorretal e pulméo. Entre as mulheres, a maior
incidéncia é o cancer de mama (59.700 por ano) e nos homens o cancer de prostata
(68.220 por ano). Dentre os diferentes tipos de cancer, aqueles com maior nimero de
mortalidade séo classificados em primeiro lugar o cancer de préstata, e em segundo o
cancer de pulméo?!?.

Grande parte dos casos de cancer estdo ligados aos fatores de risco
relacionados ao modo de vida e ambiente, como o tabagismo, alcoolismo, obesidade,
sedentarismo, poluicdo do ar, exposicédo excessiva ao sol, dentre outros?®. Dessa forma,
uma proporc¢ao substancial desse grande niumero de casos de cancer poderia ser evitada
através da aplicacdo do conhecimento existente sobre controle do céancer e da
implementagcdo de programas de controle do tabagismo, alcoolismo, vacinacao (para
cancer de célon e utero), deteccéo precoce e tratamento, além de campanhas de saude

publica para promover a atividade fisica e alimentagdo mais saudavel'315,
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1.3 - Metastase: angiogénese, migracao e invasao

A metastase € definida como sendo a disseminacdo de células
cancerigenas do tumor primario a 6rgaos distantes. A disseminacdo metastatica do tumor
primério tem como consequéncia o pior prognéstico, sendo responsavel por mais de 90%
da mortalidade de pacientes com céancer®. Devido a complexidade do processo
metastatico os mecanismos moleculares envolvidos sédo pouco compreendidos. Para a
ocorréncia de metastase, as células cancerigenas precisam se dissociar do tumor
primario, migrar e invadir tecidos adjacentes, intravasar nos vasos sanguineos ou
linfaticos, disseminar e extravasar para outros tecidos'’'8, Essas etapas da metastase

estéo ilustradas na Figura 1.1.
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FIGURA 1.1 - Caracteristica do processo de metastase em varias etapas (adaptado da ref. 17).

O crescimento tumoral e a metastase sdo processos dependentes da
angiogénese, a qual é caracterizada pela formacdo de novos vasos sanguineos a partir
de vasos pré-existentes'®. Uma vez que um tumor se formou, novos vasos sanguineos
s&0 necessarios para o crescimento e fornecimento de nutrientes que se encontram na

corrente sanguinea, para ajuda-lo a se desenvolver, invadir os tecidos adjacentes e se
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disseminar?®. No adulto, como parte de processos fisiolégicos, como cicatrizacdo de
feridas e ciclos reprodutivos femininos, a angiogénese é ativada, mas apenas de forma
transitéria. Em contraste, durante a progressdo do tumor, uma "troca angiogénica" é
quase sempre ativada e permanece ligada, fazendo com que a rede vascular
normalmente quiescente forme novos vasos continuamente, para ajudar a sustentar
crescimentos neoplasicos em expanséo?l.

A migracao celular esta envolvida na concepc¢édo de vida, o desenvolvimento
embrionério, cicatrizacdo de feridas, a resposta imunitaria e processos patoldgicos, tais
como a metastase e inflamacédo??23. No caso de tumores de mama, a migracdo das
células ocorre individualmente na morfologia ameboide (Figura 1.2). Estas células se
movimentam linearmente em associagcdo com as fibras da matriz extracelular (MEC).
Algumas dessas fibras MEC convergem para os vasos sanguineos, funcionando como
um caminho para as células do carcinoma migrarem para 0s vasos sanguineos, sendo
mediada por quimioatrativos. Macrofagos associados ao tumor promovem a invaséo e o
intravasamento de células de carcinoma secretando fator de crescimento epidérmico
(EGF) e remodelando a arquitetura da MEC. As células de carcinoma também secretam
o fator estimulador de colénias (CSF-1) para recrutar os macrofagos para o local do
intravasamento. A expressao do EGF e o comportamento quimiotatico in vitro estao

correlacionados com a capacidade de invasédo e metastase das células de carcinoma®.
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FIGURA 1.2 - Modelo para o intravasamento das células de cancer de mama. Células de
carcinoma, que adquirem um fendtipo migratorio através de alteragbes na expressdo génica
resultante de sinais do microambiente, como degradar a membrana basal subjacente e separar
do tumor primario (adaptado da ref. 9).

A invasao de células tumorais ocorre por meio da penetracdo de barreiras
teciduais, como a passagem da membrana basal e infiltracdo nos tecidos intersticiais
subjacentes?*. Para isso, as células adquirem um fenétipo associado ao aumento da
expressdo de varios genes envolvidos na motilidade celular®?®, Isso permite as células
tumores responder aos sinais do microambiente que desencadeiam a invasdo do tumor®.
Para atravessar uma matriz, a célula deve modificar sua forma e interagir com a matriz
extracelular. A capacidade migratdria € um pré-requisito para ocorrer uma invasao, pois
uma célula ndo consegue invadir sem antes migrar. No entanto a célula pode se mover

sem invadir?4.

1.4 - Cancer de mama

O cancer de mama € o segundo tipo mais comum no mundo e 0 mais

frequente entre as mulheres. Aproximadamente 1,7 milhdo de novos casos foram
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diagnosticados em todo o mundo em 2012. O namero estimado de mortes por cancer de
mama no ano de 2015 foi de 561.334 e a previsao € um aumento de 43% na taxa de
mortalidade até 2030. Grande parte desse numero estd relacionado com o cancer de
mama metastatico®.

Os carcinomas invasivos da mama sao conhecidos por um grupo
heterogéneo de tumores com diferentes comportamentos biolégicos, progndstico e
resposta a terapia. A sobrevida mediana é altamente influenciada pelo subtipo
caracteristico e 0 acesso ao tratamento ideal. Os subtipos moleculares do cancer de
mama estdo relacionados com a expressdao ou ndo de receptor de estrogeno (RE),
receptor de progesterona (RP) e o receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HER-2). O subtipo molecular luminal A apresenta RE e/ou RP positivos, e HER-
2 negativo, esse perfil molecular apresenta baixo grau histoldégico e bom progndéstico. O
subtipo luminal B apresenta RE positivo e/ou RP positivo, e HER-2 positivo, este possui
um maior indice de proliferacdo celular e um pior progndstico, quando comparado ao
luminal A. De modo geral, os canceres de mama de subtipo luminal séo tratados por
hormonioterapia. E provavel, no entanto, que a resposta possa diferir entre os subtipos
luminal.

O subtipo HER-2 superexpresso (ndo luminal) apresenta RE e RP negativos
e HER-2 positivo, esse subtipo possui o segundo pior prognostico em relagdo aos demais.
Essa classificacao teve grande importancia na indicagao do tratamento contra o cancer
de mama. Pacientes com diagndstico primario de carcinoma de mama e com
superexpressao de HER-2 possuem um pior progndstico em relacdo aos pacientes que
nao apresentam essa amplificacédo génica. Entretando pode se beneficiar de terapia alvo-
especifica, com o farmaco trastuzumabe (nome comercial herceptina), que € um
anticorpo monoclonal que pode ser usado isolado ou associado a quimioterapia,
melhorando consideravelmente o prognéstico dessas pacientes?6-28,

O subtipo basal, considerado um cancer de mama triplo-negativo (TNBC)
por ndo expressar os receptores RE, RP e HER-2, representam aproximadamente 15%
de todos os canceres, mais frequente em mulheres jovens. O TNBC € mais agressivo,
invasivo, com alto indice mitotico, de pior prognostico e sem definicdo de alvo terapéutico,
apresentando um desfecho clinico menos favoravel que os outros subtipos de cancer de

mama. A agressividade do TNBC esta relacionada ao alto risco de recorréncia nos
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primeiros 3 anos apoés o tratamento inicial. A maioria dos 6bitos ocorrem nos primeiros 5
anos e apos diagnostico da doenca metastatica, € observado uma sobrevida
significativamente menor em TNBC?%30, O TNBC né&o responde a tratamentos com
farmacos antiestrogénicos e monoclonais, normalmente é tratado com uma combinacao
de terapias como cirurgia, radiacdo e quimioterapia. No entanto, a eficacia do tratamento
é limitada, pois TNBC n&o possui receptores especificos para uma terapia direcionada e
apresenta resisténcia a varios farmacos3!. Portanto, o tratamento de TNBC é ainda um
desafio para a oncologia, mostrando a necessidade do desenvolvimento de novos
guimioterapicos com melhor eficacia e maior especificidade para esse subtipo de cancer

de mama.

1.5 - Quimioterapicos inorganicos contra o cancer

Os complexos metélicos despertaram grande interesse na quimica
medicinal voltada ao cancer, apos a descoberta da atividade antitumoral da cisplatina na
década de 60%2. Até entdo as pesquisas estavam voltadas somente aos compostos
organicos e produtos naturais, uma vez que 0s metais eram vistos apenas como agentes
carcinogénicos e toxicos.

A descoberta da atividade anticancer da cisplatina ocorreu de forma
acidental, quando Rosenberg estudava o crescimento de uma colonia de bactérias
Escherichia coli na presenca de campo elétrico. Em seus experimentos, foi observada a
formacdo de filamentos de bactérias, em consequéncia da completa interrupcdo da
divisdo celular®?. Quando investigada a causa desse fendmeno observado, descobriram
gue a platina do eletrodo se dissolvia no meio de cultura, que continha sais de aménio,
formando complexos com o metal. Uma das hipoteses de compostos formados foram os
complexos cis-[PtCl2(NHs3)z] e trans-[PtCl2(NHs)2], que foram sintetizados e testados nas
mesmas condi¢cées, sendo que o complexo na forma cis apresentou 0S mesmos
resultados biolégicos iniciais, enquanto o complexo na forma trans se mostrou inativo®3,
Quando inoculado o complexo cis-[Pt(NH3)2Cl2] em ratos com Sarcoma-180, a regressao
do tumor foi total®*. Os testes prosseguiram para a fase clinica e foi aprovado, a sua
utilizacdo como farmaco no tratamento de cancer de préstata, em 1978%. Atualmente a

cisplatina é utilizada para varios outros tipos de cancer, como o cancer de ovario, pulmao,
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cabeca, estbmago, esdfago, linfomas, melanoma, colorretal, entre outros. No Brasil, um
dos nomes comerciais da cisplatina é C-Platin3637,

Apesar do sucesso da cisplatina, os efeitos colaterais associados ao seu
uso nao foram diferentes de outros quimioterapicos organicos, causando nausea, vomito,
nefrotoxicidade e neurotoxicidade. Além disso, apresentam baixa solubilidade em
solucdo aquosa, limitando a dose administrada®. Essas desvantagens associadas a
cisplatina, levaram ao desenvolvimento de outros farmacos antitumorais de platina, como
a cis-diamino(2-ciclobutanodicarboxilato) platina (Il) (carboplatina) e trans-1R,2R-
diaminociclohexano-oxalatoplatina  (lI)  (oxaliplatina), com  aprovacdo para

comercializacdo mundial (Figura 1.3).

O H,
VL L I e i e
HaN- Nl H.NT O T 070

O H,
Cisplatina Carboplatina Oxaliplatina

FIGURA 1.3 - Medicamentos contendo platina comercializados mundialmente (adaptado da
ref.37).

A carboplatina foi o segundo farmaco a ser aprovado, e sua estrutura difere
da cisplatina pela presenca do ligante carboxilato no lugar dos ligantes cloridos,
contribuindo para uma maior solubilidade em solu¢cdo aquosa e menor toxicidade, o que
permite maiores doses para serem administradas. No entanto, este farmaco apresenta
menor atividade que a cisplatina para os canceres de cabeca, pescoco e bexiga, mas
com eficacia semelhante a cisplatina em cancer de pulm&o3®>3, J4 a oxaliplatina se difere
da cisplatina pela presenca do grupo abandonador oxalato e o ligante inerte
diaminociclohexano, sendo menos toxico que a cisplatina e com atividade para cancer
colorretal metastatico®3,

Outros compostos de platina conseguiram aprovacao para alguns paises,
como a nedaplatina, lobaplatina e a heptaplatina, cujo a comercializagédo é restrita ao
Japéo, China e coreia do sul, respectivamente.

O mecanismo proposto para a acédo do farmaco cisplatina envolve a entrada

do complexo na célula e consequente hidrélise, com a saida ligantes cloridos e entrada



Macédo, A. P. M. G. Introducgao

de agua. Apos sofrer hidrélise, o complexo se liga ao seu alvo biolégico que se encontra
no nucleo, que é o DNA. A ligacéo da cisplatina ao DNA causa uma lesao irreparavel no
DNA, o que ira impedir a replicacdo da célula e desencadear a morte celular via
apoptose3>4°,

1.6 - Complexos de Ruténio

Em busca de um equilibrio entre os beneficios e a toxicidade, novas
pesquisas foram desenvolvidas com diferentes metais. Dentre os metais em estudo, tem-
se em destaque o ruténio, pois seus complexos mostraram novas perspectiva para a
aplicacé@o contra varios tipos de cancer. As propriedades desse metal sdo interessantes
para o desenvolvimento de um farmaco, pois seus complexos, em geral, apresentam uma
geometria octaédrica, com facilidade de modulacédo de diferentes ligantes na esfera de
coordenacdo e possuem diferentes estados de oxidacdo em condi¢bes fisioldgicas,
sendo mais comuns Il e I11*142, Todas essas propriedades, o torna promissor na utilizacdo
como farmaco na terapia do cancer.

Existem inimeros complexos de ruténio sendo estudados no mundo todo,
mostrando resultados interessantes em teste in vitro frente a diferentes linhagens de
células tumorais*34°. Dentre os complexos estudados tém-se alguns que se encontram
em fase de testes clinicos*, como os complexos de ruténio (ll1): KP1019 (Ind trans-
[RuClsbis(1H-Ind)) e KP1339 (Na trans-[RuClsbis(1H-Ind)]), Ind=indazol, os quais séo
analogos de KP418 (Im trans-[RuClsbis(1H-Im)]). Outro complexo de ruténio (lIl),
denominado NAMI-A (Im trans-[RuCla(1H-Im)(DMSO)]), Im= imidazol, também chegou
até os testes clinicos, no entanto foi reprovado para progressdo dos testes por nao
apresentar a eficacia esperada no tratamento. As estruturas quimicas dos complexos de

Ru (llI) mencionados sdo apresentados na Figura 1.4.
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FIGURA 1.4 - Complexos de ruténio (Ill) com atividade anticAncer (adaptado da ref.46).

O complexo NAMI-A foi uma grande promessa, mediante seus estudos
chegaram ao fim dos testes clinicos na Fase Il. O complexo NAMI-A mostrou-se
promissor, com propriedades antimetastaticas interessantes em testes pré-clinicos*’-4°.
Quando avaliado em testes clinicos de fase I/ll, em pacientes com cancer de pulmao
metastatico, o tratamento combinado com gemcitabina, um farmaco de primeira linha
para esse tipo de tumor, mostrou uma resposta negativa, apresentando um perfil de
toxicidade alto, com resultados néo tdo convincentes, em que a eficacia do tratamento foi
menor do que a esperada apenas para gemcitabina, sendo considerado um complexo
insuficientemente eficaz para uso posterior®®. Foram 30 anos em estudos, desde sua
sintese, com propriedades desde entédo promissoras, no entanto néo foi obtida a resposta
esperada no teste clinico, com isso deixando para a ciéncia suas contribuicdes quimicas
e biol6gicas para o avanco nas pesquisas®..

O KP418 apresentou atividades terapéuticas contra linhagens de células de
leucemia P388 e melanoma B16°%2. Em ratos com cancer de colorretal, o tratamento com
o composto KP418, causou uma reducao significativa do tumor. Seu analogo KP1019

apresentou melhor atividade, com resultados superiores ao farmaco de referéncia 5-
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fluorouracil, contra o cancer colorretal. Os resultados mostraram baixa toxicidade do
composto em doses eficazes®3. Com base nessa atividade promissora, o KP1019 foi
selecionado para outros testes clinicos. Em testes in vitro em linhagens de céncer
colorretal e in vivo em carcinoma de colon quimio-resistente MAC15A, o complexo se
mostrou ativo®*. Em ensaio clinico de Fase | com KP1019 ndo causou sérios efeitos
colaterais, estabilizando a doenca por até dez semanas em cinco de seis pacientes®.

O mecanismo de acéo proposto para KP1019 envolve, a administragdo do
composto via intravenosa, que ira ser transportado na corrente sanguinea pela
transferrina (Tf) e direcionado para células tumorais, esse mecanismo oferece uma alta
seletividade de tratamento e baixa toxicidade, envolvendo o acimulo deste composto em
células tumorais que expressam em grande quantidade o receptor Tf, e subsequente
reducdo em espécies de Ru(ll) e a inducdo de apoptose através da via mitocondrial
intrinseca®>%t,

A principal limitacdo apresentada para KP1019 é sua baixa solubilidade em
solugdo aquosa o que pode ser um dos fatores que impediram o avango dos testes
clinicos. Para solucionar o problema de solubilidade, um complexo analogo conhecido
como KP1339 foi sintetizado, trocando o contra ion indazol por sédio®’. Com base na sua
maior solubilidade em agua, o KP1339 foi selecionado como candidato principal para o
desenvolvimento dos testes clinicos, facilitando a aplicacao clinica de doses maiores do
composto para os pacientes. Nos estudos clinicos de Fase |, o KP1339 apresentou
menores efeitos colaterais que seu analogo KP1019, exibindo maior tolerancia dos
pacientes ao tratamento?®.

Como representantes de complexos ruténio (Il), tém-se os arenos [Ru (n°®-
bifenil) CI (en)] PFs (RM175) e [Ru (n%-p-cimeno) Cl. (PTA)] (RAPTA-C, PTA = 1,3,5-
triazo-7-fosfoadamantano). O RAPTA-C apresentou baixa atividade em testes in vitro, no
entanto foi muito ativo em testes in vivo, onde foi capaz de impedir o crescimento do
tumor e a metastase do carcinoma mamario em camundongos, blogueando a
angiogénese, como o NAMI-A%, Quando avaliado em testes in vivo contra carcinomas
ovariano e colorretal, o RAPTA-C foi capaz de reduzir cerca de 75% do tumor, com a
inibicAo da angiogénese, mostrando ser um composto antimetastatico e
antiangiogénico®®%°, Em estudos pré-clinicos com RM175, mostrou atividade contra

tumores resistentes a cisplatina, como o carcinoma ovariano®t. Em testes in vivo foi ativo
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contra carcinoma mamario e causou a reducédo de metastase®. A cinética de troca dos
ligantes cloridos desses arenos € mais rapida que a cisplatina, da mesma forma, sao as
interacOes das espécies hidrolisadas com o DNA. Apesar de nenhum desses complexos
ter completado a fase clinica, tais propriedades os tornam interessantes na aplicacdo
anticancerigena®3-°,

Na terapia fotodinamica (PDT) contra o cancer, tem-se 0 primeiro composto
fotodindmico a base de Ru (ll) em fase clinica, conhecido como TLD1433 (rac-
[Ru(dmb)2(IP-3T)]Clz), sendo dmb= 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina, IP-TT = 2,2° : 5,2"-
tertiofeno)-imidazol[4,5-f][1,10]-fenantrolina. A eficacia do tratamento PDT com TLD1433,
no retardo do crescimento in vivo do adenocarcinoma do colon subcutaneo C26.WT em
camundongos, foi significativa, mostrando uma reducdo do tumor apdés 24 h de
tratamento. A PDT com 5 mg kg™ de TLD1433 resultou em um atraso médio no
crescimento do tumor de 9 dias®®. O estudo clinico da fase Ib com TLD1433, realizado
com nove pacientes com cancer de bexiga hdo muscular invasivo, na primeira etapa que
avalia a seguranca e tolerabilidade, foi considerado um sucesso. O tratamento desses
pacientes com a TLD1433, mostrou-se eficaz nos pontos finais priméarios e secundarios
(e ponto final exploratério em 90 dias) em seis pacientes, 0 que permitiu sua aprovacao
para a proxima fase dos testes clinicos (fase 11)¢.

InUmeros compostos estao sendo sintetizados e avaliados contra diferentes
tipos de cancer em todo o mundo. No laboratério de estrutura e reatividade de compostos
inorganicos (LERCI), os complexos de ruténio sintetizados apresentam em sua esfera de
coordenacao ligantes relativamente inertes, como bifosfinas e polipiridinicos, que
contribuem para a atividade anticancer e estabilizam o centro metélico, dos quais as
propriedades quimicas e biolégicas desses ligantes serdo mais bem discutidos no
proximo item. Além desses, tem-se mais outros ligantes coordenados ao centro metalico,
com atividades biolégicas conhecidas ou que mimetizam estruturas quimicas com
funcdes essenciais dentro do organismo. Dentre os ligantes avaliados tem-se os
derivados de mercaptos®® e naftoquinonas®® (lausona e lapachol). Todos eles mostraram
atividades promissoras frente a diferentes linhagens de células tumorais. Algumas
estruturas quimicas e seus respectivos valores de ICso obtidos frente a linhagem de
cancer de mama humano (MDA-MB-231) sédo apresentados nas Figuras 1.5 (mercaptos)

e 1.6 (naftoquinonas).
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FIGURA 1.5 - Estruturas quimicas e valores de ICs frente a célula MDA-MB-231, dos complexos
de Ru (II) com diferentes ligantes derivados da fosfina, bipiridina e mercaptos
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FIGURA 1.6 — Estruturas quimicas e valores de ICs frente a célula MDA-MB-231, dos complexos
de Ru (Il) com diferentes ligantes derivados da fosfina, bipiridina e naftoquinonas. 2D e 4D
referem-se aos isébmeros, isolado e com os dois juntos, respectivamente.

Como pode ser visto nas Figuras 1.5 e 1.6, a atividade citotoxica dos
complexos varia com as diferentes fosfinas e quando se tem duas delas na esfera de
coordenacdo. Nos complexos derivados dos ligantes mercapto a melhor atividade foi

obtida com a presenca de duas bifosfinas, este fato pode ser atribuido ao aumento da
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lipofilicidade dos complexos, que pode contribuir para permeacao destes, na membrana
lipoproteica das células. A variacdo dos substituintes ligados aos atomos de fosforo
também pode influenciar na atividade desses complexos, pois podem variar seus efeitos
de labilidade, retroatividade, valor de pKa, impedimento estérico e lipofilicidade. Dentre
as bifosfinas avaliadas nos complexos apresentados na Figura 1.6, aqueles com a dppf
tém uma tendéncia de serem mais ativos, embora os valores de ICso, entre 0s complexos
contendo os ligantes naftoquinonas, se encontrem muito préximos. As variaveis entre as
fosfinas, que podem contribuir para a atividade sdo muitas, no caso da dppf, além da
presenca do ferro, esta possui um pKa menor que a dppe.

Estudos realizados para investigar a relevancia da reatividade de auto-
oxidag&o e os pKas das bifosfinas substituidas a atividade anticAncer mostraram que 0s
complexos com as bifosfinas de oxidagcéo mais lenta e com menor pKa s&o mais ativas,
guando na forma complexada a oxidacdo dessas bifosfinas € protegida, permitindo a
entrega no alvo biol6égico’®. Esses resultados evidenciam a importancia dos ligantes
bifosfinicos na atividade anticAncer dos complexos.

Comparando-se a atividade citotoxica entre os complexos derivados dos
ligantes tiouracilas (Figura 1.5), tem-se melhor atividade aqueles contendo a bifosfina.
Importante destacar também, a importancia do ligante bipiridinico na atividade biologica
dos complexos, em que os complexos sem a bipiridina, foram menos ativos, com
aumento significativo nos valores de ICso dos complexos.

Dentre todos os complexos apresentados nas Figuras 1.5 e 1.6, é
importante também enfatizar a contribuicdo dos ligantes mercaptos e das naftoquinonas
na atividade biol6gica dos complexos, em que é observado melhor atividade para os
complexos com as naftoquinonas. A potencialidade da atividade biolégica dos complexos
€ evidente, quando os valores de ICso sdo comparados com seus ligantes livres (ICso= >
100 uM), os quais ndo apresentam atividade citotéxica frente as células tumorais.

A atividade citotoxica dos complexos € inerente ao sinergismo das
atividades dos ligantes que se encontram na esfera de coordenacao, que contribuem
para a estabilidade do centro metalico, potencializam a atividade bioldgica, possivelmente
aumentam a permeacdo celular, alcancando diferentes alvos biologicos e
desencadeando diferentes modos de acdo nas células, essas séo caracteristicas que

conferem uma peculiaridade para cada complexo.
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1.7 - Ligantes bifosfinicos e bipiridinicos

As fosfinas sé@o caracterizadas como ligantes neutros, que apresentam um
par de elétrons disponivel para fazer ligagado o, ocupando o orbital vazio do metal, bem
como fazer retrodoacdo do metal para o orbital hibrido o*1r vazio da fosfina’. As fosfinas
conseguem modular as propriedades eletrbnicas e reatividade do metal ao qual se
encontram ligado de maneira dependente do seu grupo substituinte, além de que estes
também podem influenciar no carater lipofilico da fosfina, sendo uma carcateristica
atraente para o desenho de metalofarmacos. Quando se tem substituintes retiradores de
elétrons na bifosfina, a sua capacidade de doar elétrons o diminui, levando a reducéo da
energia do orbital receptor da bifosfina e consequente aumento da capacidade de
retrodoacao. Portanto, a capacidade o doador / 11 receptor de cada fosfina é dependente
do seu grupo substituinte’>73,

Outra caracteristica importante das fosfinas € o efeito trans labilizante que
elas possuem, o que pode levar a dissociacdo do ligante que se encontra trans
posicionado a ela, gerando sitios livres para coordenacdo que podem contribuir para
processos de catdlise e na atividade citotéxica’#>. Muitos trabalhos da literatura mostram
a contribuicdo das fosfinas nas atividades antitumorais dos metais, como o composto
Auronofina, usado para artrite reumatoide, que se mostrou ativo em testes in vitro e in
vivo contra leucemia. A importancia da fosfina para a atividade deste composto foi
comprovada quando testado na sua auséncia, em que o composto nado foi ativo’®7”.

Um interessante substituinte da fosfina € o ferroceno, um organometalico
neutro, estavel, ndo téxico e permeavel a membrana celular’®. Possui propriedades
redox interessantes, sendo facilmente oxidado para formar o seu cation Fc*. Esse
organometalico (ferrocenil) pode se ligar a outro centro metalico, de modo a aumentar
suas propriedades antiproliferativas frente as células cancerigenas’. O ferroceno pode
funcionar como uma regido hidrofébica inerte, aumentando a lipofilicidade do complexo
bimetalico, e consequentemente a sua permeabilidade dentro das células®®.

As propriedades anticancerigenas do ferroceno estdo associadas com a
geracdo de radicais hidroxila, os quais promovem a clivagem do DNAZ®°, Quando
incorporados em complexos 0 seu mecanismo de acdo pode ser diferente, sendo uma

peculiaridade de cada composto. As agles terapéuticas das espécies bimetalicas se
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tornam multimodais que resultam em um efeito aditivo ou sinérgico dos distintos sitios
metalicos.

Estudos in vitro realizados com o complexo fac-[RuCI3(NO)(dppf)] frente a
linhagem de célula tumoral de mama (MDA-MB-231) mostraram que a citotoxicidade
desse complexo foi superior a seu precursor RuCls(NO)2H20 e o ligante livre dppf, sendo
seis vezes mais ativo que a cisplatina. Com base na auséncia de atividade de seu
precursor, € possivel evidenciar o papel crucial da dppf na atividade anticAncer deste
composto®,

Os ligantes bipiridinicos séo interessantes para aplicacéo biolégica pois sua
estrutura quimica mimetiza moléculas biol6gicas, como acidos nucleicos, proteinas,
enzimas, entre outros, 0s quais sao importantes para manter as funcées metabdlicas no
organismo. Esses ligantes sdo adequados a retrodoagéo, pois apresentam orbitais 1*
vazios disponiveis, e um par de elétrons livres para fazer ligagdo o com o metal,
contribuindo assim, para a estabilizacdo do centro metélico com baixos estados de

oxidacao®83,

1.8 - Ligantes mercapto, N,S doadores

A combinacdo de um grupo exociclico de tiona e uma molécula
heterociclica, que pode conter nitrogénio, oxigénio e enxofre ou a combinacéo destes,
gera um grupo de moléculas com consideravel potencial de coordenacdo. Um fator
importante associado a esse pontencial € o tautomerismo do grupo funcional tioamida (-
N-C=S) que pode ser encontrado na forma de tiona ou tiol, quando na forma i6nica sao
chamados de tiolatos®8 (Figura 1.7). Esse equilibrio tautomérico pode ser alterado em
solucdo com a mudanca de pH do meio. Em meio altamente acido, as espécies estédo
totalmente protonadas, com todos os sitios de coordenacao bloqueados. Com valores de
pKa variando entre 5 e 11, é possivel obter a forma desprotonada?®.
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FIGURA 1.7 - Equilibrio tautomérico entre tiona e tiol, e a forma tiolato.

A presenca de dois atomos doadores nesses ligantes, como o atomo de S,
que é um centro mole, e o atomo de N, considerado como um centro duro, permite a
coordenacao desses ligantes a uma variedade de metais moles e duros. A coordenacao
desses atomos ao centro metélico pode ocorrer de diferentes formas: modentado neutro
N ou S, bidentada N,S, em ponte, modentado ani6nico ou ainda se ligando em dois
atomos metalicos®-87,

As tioamidas sdo extensivamente estudadas devido as suas aplicacfes
clinicas, como agentes antituberculose, antibacteriano e antitumorais®. Entre as
tioamidas tem-se o0 grupo de ligantes tiaz6is com um amplo espectro de atividade
biologica, dentre elas a atividades anticancer, antibacteriana, anti-inflamatoria,
herbicidas, dentre outras®. Além dos tiazbis tem-se as tiopiridinas e tiopirimidinas que
apresentam grande importancia bioguimica, por se assemelharem com as bases puricas
e pirimidinicas®.

Os ligantes tiouracilas e andlogos estruturais pertencentes ao grupo das
tiopiridinas, tem sido alvo de estudos, por exibirem interessantes atividades bioldgicas,
bioquimicas e farmacolégicas. Os tiouracilas representam uma classe de bases nucléicas
modificadas derivadas da uracila. Tem-se o 2-tiouracil, como um anélogo quimicamente
modificado de uma base de RNA, que desempenha atividade quimioterapica por meio de
sua incorporacdo ao Acido nucléico®. O composto 2-tiouracil e seus derivados sédo
capazes de induzir modificagBes na glandula tiredide, sendo utilizados como farmacos
para tratar hipertireoidismo. Além disso, podem atuar como inibidores seletivos de 6xido
nitrico®1-92, Metilados e tio-derivados da uracila como o 6-metil-2-tiouracil (6M2TU) séo
clinicamente utilizados para acelerar os processos de regeneragéo celular. Estimulam
fatores celulares e de imunidade, proporcionando um efeito anti-inflamatério, inibindo a

atividade de enzimas proteoliticas®2.
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Com base na versatilidade quimica e atividades biologicas dos ligantes
fosfinicos, bipiridinas e os diferentes ligantes mercapto, pretende-se avaliar o efeito
sinérgico desses ligantes, quando coordenados ao metal, uma vez que, ja se tem relatado
na literatura e em trabalhos desenvolvidos no laboratério, atividades anticancer
interessantes de complexos metalicos contendo ligantes mercapto com diferentes
bifosfinas e bipiridinas®-°’. Estudos subsequentes serdo desenvolvidos no presente
trabalho com a bifosfina dppf, uma fosfina que apresenta o ferroceno ligado aos fosforo,
que apresenta interessantes propriedades biol6gicas que podem contribuir para a
atividade anticancer, também a bipiridina para somar nessa atividade, ambos capazes
de fazer a retrodoacdo, favorecendo a estabilidade quimica do centro metalico. Além
desses ligantes, serdo adicionados a esfera de coordenacéo, os derivados de ligantes
mercapto, que se tem relatado as grandes contribuicdes quimicas e biologicas destes
para diversas doencas. Dentre os diversos ligantes mercapto serdo avaliadas as
influéncias dos grupos substituintes (CHs-, NH2- e COO") na atividade anticancer dos
compostos sintetizados, em que se espera contribui¢cdes favoraveis dos ligantes metilas
para a entrada dos complexos nas células, assim como o par de elétron livre no atomo
de N do grupo amina que favorece a basicidade do ligante, ja o grupo carboxila na sua
forma desprotonada permite fazer interagcdes com regides hidrofilicas de biomoléculas,
ligacdes de hidrogénio com algumas moléculas presentes no sistema biolégico, o que
podem favorecer ou ndo para a atividade dos complexos. O par de elétrons livres
presente nos atomos de N, S e O permite maiores interacbes com a moléculas e
biomoléculas, pois esses elétrons estdo disponiveis para fazer possiveis ligacées com
moléculas presentes no meio biolégico, sendo mais favoraveis para o &omo menos

eletronegativo, como o enxofre.
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Capitulo 2- Objetivos

2.1- Objetivo Geral

Sintetizar, caracterizar e investigar o possivel mecanismo de acdo dos
complexos de ruténio (lI) de formula geral [Ru(N-S)(bipy)(dppf)]PFs, como possiveis

candidatos a farmacos anticancer.

2.2- Objetivos especificos

1- Sintetizar complexos de formula geral [Ru(N-S)(bipy)(dppf)]PFe, em
que N-S= 2-mercaptotiazolina (tzdt), 2-mercapto-1-metilimidazol (mmi), 3-acido
carboxilico-6-mercaptopiridina (pyAC), 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina (dpm), 6-metil-
2-tiouracil (6m2TU), 2-tiouracil (2TU), dppf= 1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno e bipy=2,2’-
bipiridina;

2- Caracterizar os complexos sintetizados utilizando as técnicas de
condutividade molar, andlise elementar, espectroscopia de absor¢cdo na regido do
ultravioleta/visivel, espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho, ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 1H, 3'P{1H},3C{*H}, COSY (*H-'H) e HSQC (*H-3C),
voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial, e difracao de raios X quando obtido

0 monocristal;

3- Avaliar a estabilidade quimica dos complexos em solucao;
4- Determinar a lipofilicidade dos compostos;
5- Avaliar a atividade citotéxica dos complexos frente as linhagens de

células tumorais humana de mama (MDA-MB-231 e MCF-7), pulméo (A549), préstata
(DU-145) e carcinoma de mama murino (Ehrlich). Também avaliar a atividade citotoxica
na linhagem nao tumoral de mama humano (MCF-10A);

6- Analisar o ciclo celular por citometria de fluxo, das células MDA-MB-
231 tratadas com os complexos;

7- Analisar o dano no DNA pelo ensaio cometa,;

8- Avaliar o tipo de morte celular induzida pelos complexos, pelo método

de coloragdo com HO/PI e por citometria de fluxo;
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9- Analisar a morfologia das células MDA-MB-231 tratadas com o0s
complexos;

10- Avaliar a alteracdo do potencial de membrana mitocondrial por
citometria de fluxo;

11- Analisar dos niveis de EROs nas células tratadas com os complexos
por espectroscopia de fluorescéncia;

12-  Avaliar a inibicdo da migragéo pelo ensaio de fechamento da risca e
camara de “Boyden”;

13- Avaliar a sobrevivéncia clonogénica das células MDA-MB-231, apos
tratamento com os complexos;

14- Avaliar a atividade antiangiogénica pelo ensaio de membrana
corioalantoide em embrido de galinha (CAM)

15- Avaliar a Interacdo dos complexos com a HSA e o sitio de ligac&o na
HSA,

16- Avaliar o efeito da ligagdo complexo-HSA na atividade citotoxica dos
complexos;

17- Avaliar a interagdo dos complexos com o DNA por titulacédo
espctroscopica UV-visivel e viscosidade;

18-  Avaliar a inibicdo da enzima topoisomerase IB, pelos complexos TIA
e M-IMLI.
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Capitulo 3- Parte Experimental

3.1 - Materiais e Métodos

3.1.1 - Obtencao da atmosfera inerte

Todos os procedimentos experimentais foram realizados em atmosfera
inerte sob argdnio, livre de umidade e oxigénio. A linha de argbnio foi mantida com a
passagem do fluxo de gas por colunas de purificacdo com silica gel, cloreto de calcio e
peneira molecular e outra com catalisador do tipo BTS-R-3-11 (Fluka Chemika), mantida
a 60°C. O sistema utilizado na linha de gas é realizado para desoxigenar e secar, 0 gas

utilizado é comercial de procedéncia White Martins.

3.1.2 - Solventes e Reagentes

Os solventes organicos utilizados neste trabalho obtidos da Aldrich ou Sinth
foram submetidos a tratamento prévio de purificacdo por métodos usuais®.
Dimetilsulfoxido (Aldrich), etanol, acetona e éter etilico foram utilizados como fornecidos.
Os solventes deuterados (Aldrich) utilizados na espectroscopia de RMN foram utilizados
como fornecidos.

O sal RuCls3.3H20, de procedéncia Aldrich foi utilizado como fornecido na
sintese dos complexos precursores [RuClz(PPhs)s] e [RuClz(bipy)(dppf)]. Todos os
seguintes reagentes quimicos também foram utilizados como fornecidos: Perclorato de
tetrabutilaménio (PTBA, Fluka), hexafluorofosfato de potassio (KPFe, Fluka), 2,2’-
bipiridina (Aldrich), trifenilfosfina (PPhs) (Aldrich), 1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno (dppf,
Aldrich), 2-mercaptotiazolina (Aldrich), 2-mercapto-1-metilimidazol (Aldrich), imidazol
(fluka), 3-acido carboxilico-6-mercaptopiridina (Aldrich), 4,6-diamino-2-
mercaptopirimidina (Aldrich), 6-metil-2-tiouracil (Aldrich), 2-tiouracil (Aldrich), trietilamina
(Aldrich), trizma base (Sigma) e trizma-HCI (Sigma).

Os reagentes utilizados nos experimentos biolégicos foram utilizados como
fornecidos e armazenados em geladeira ou freezer, de acordo com as recomendacdes
do fabricante. Os reagentes quimicos e bioldgicos utilizados: DNA do timo de bezerro
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(CT-DNA, Aldrich), Albumina do soro humano (HSA, Aldrich), solucdo Hoechst 33342
(Aldrich), iodeto de propidio (BD Biosciences), kit Anexina-V (BD Bioscience), J cell-1 (BD
Biosciences), dansil-L-arginina (Aldrich), varfarina (Aldrich), azul de tripano (Sigma),
Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT, Aldrich), tripsina (Vitrocell),
solucéo tampao fosfato-salino (PBS 1x, pH 7,4, 10 mM), soro fetal bovino (SFB, Vitrocell).
Na manutencdo das células tumorais foram utilizados os meios de cultura Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM e DMEM/F12, Vitrocell) e RPMI (Vitrocell).

3.2 - Instrumentacgéo e Técnicas experimentais

3.2.1 - Balanca analitica

Todos os solidos foram pesados em uma balancga analitica METTLER AE
240.

3.2.2 - Condutividade Molar

As medidas de condutividade molar a 25°C foram realizadas em um
condutivimetro Meter Lab CDM 2300 MICRONAL, modelo B-330, equipado com célula
de Pt com constante igual 0,089 cm, utilizando-se solugées com concentragées de 1,0

x 103 mol/L de cada composto, em CH2Clz.

3.2.3 - Analise Elementar (CHNS)

As determinagfes dos teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre
dos compostos foram realizadas utilizando um analisador CHNS modelo EA 1108 da
FISONS, localizado no Laboratério de Microanalise do Departamento de Quimica da
UFSCar.
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3.2.4 - Espectroscopia Vibracional na Regi&o do Infravermelho (V)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos de
amostras solidas diluidas em pastilha de KBr (1:100 mg), na regido compreendida entre
4000-200 cm?, utilizando um espectrofotdometro BOMEM MICHELSON FT MB-102.

3.2.5 - Espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel
(UV-vis)

Os espectros na regido do ultravioleta e visivel (250nm-800nm) foram
obtidos em um espectrofotometro de arranjo de diodo da Hewlett Packard, modelo 8452A
ou Cary 500 de duplo feixe da Varian. Os compostos foram dissolvidos em CH2Cl2, e os
espectros foram obtidos em varias diluicées, partindo de 1x10-2 mol L1, utilizando cubetas

de quartzo com caminho 6ético de 1 cm.

3.2.6 - Eletroquimica

Os voltamogramas ciclicos e pulso diferencial foram obtidos utilizando um
potenciostato da Bioanalytical System, modelo BAS100W a temperatura de 25 °C. As
medidas foram realizadas em uma célula eletroquimica de vidro com um sistema de trés
eletrodos, sendo um de referéncia Ag/AgCl em solugéo 0,1 mol L* de PTBA em CH2Cl2
e 0s outros dois, eletrodos de trabalho e auxiliar, constituidos de platina. As solucfes
eletroliticas foram preparadas em CH2Cl2 (PTBA, 0,1 mol L?) na concentracéo de 1,0 x

10 mol L't dos complexos a serem analisados.

3.2.7 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN dos complexos sintetizados foram obtidos no
espectrometro BRUKER DRX 400 MHz localizado no Departamento de Quimica da
UFSCar. As solugdes foram preparadas em acetona-ds (CD3)2CO para aquisicao dos
espectros de RMN unidimensional de 'H, *3C{*H} e DEPT-135, e bidimensional de COSY
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(*H-'H) e HMQC (*H-13C). Os espectros de RMN 3!P{1H} foram obtidos em sua maioria

em solventes ndo deuterados contendo capilares com D20 como referéncia externa.

3.2.8 - Difracéo de raios X

Os cristais foram obtidos por evaporagéao lenta de solvente. Para obtencéo
de cristais dos compostos, foram solubilizadas uma pequena quantidade da amostra em
diclorometano e em seguida adicionado metanol, resultando em uma solucéo final de
razao 4:1 (v/v). Apos a evaporacao lenta do liquido comecaram a se formar as primeiras
sementes (germes) que crescerem e deram origem aos cristais.

Apbs a obtencao dos monocristais, as medidas de difracédo de raios X foram
realizadas no Instituto de Fisica de S&o Carlos-USP pelos professores Drs. Eduardo
Ernesto Castellano e Javier Ellena ou no Instituto Quimica de Séao Carlos-USP pelo
professor Dr. Victor Marcelo Deflon. As coletas de dados foram realizadas com radiacao
MoKa (A=0,71073 A) monocromada por grafite, nos difratdmetros Enraf-Nonius Kappa-
CCD ou Bruker Kappa Apex Il, a 25 °C. As estruturas foram resolvidas por métodos
diretos com SHELXS-97 e refinadas com SHELXL-97%,

3.3 - Sintese dos complexos de ruténio

3.3.1 - Sintese de Precursores

3.3.1.1 - Sintese do complexo [RuClz(PPh3)s]

O complexo [RuClz(PPha)z] foi sintetizado como descrito na literatura'®. Em
um baldo de duas bocas contendo 100 mL de metanol previamente desaerado foi
dissolvido 1,00g (3,50 mmol) de RuCl3.3H20 e deixado sob refluxo e atmosfera de
argonio durante 15 min. Apos resfriamento da solugéo adicionou-se 5,75 g (21,70 mmol)
de trifenilfosfina (PPhs). A mistura reacional foi novamente refluxada por 3 h. Apos o
resfriamento um solido marron cristalino foi obtido, sendo separado por filtragédo e lavado
com metanol e hexano a quente, para a retirada do excesso de trifenilfosfina livre, e

secado a vacuo. Rendimento 92%.
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3.3.1.2 - Sintese do complexo cis-[RuClz(bipy)(dppf)]

O complexo cis-[RuClz(bipy)(dppf)] foi sintetizado como descrito na
literatural®l, Adicionou-se 500 mg (0,56 mmol) de 314 mg (0,56 mmol) do complexo
[RuCl2(PPhs3)3] dissolvido em 50 mL de diclorometano previamente desaerado. A solucao
permaneceu sob agitacao por 30 minutos, adicionou-se 88,48 mg (0,56 mmol) do ligante
2,2’-bipiridina e deixou-se a mistura reacional sob agitacdo por mais 2 h, reduziu-se o
volume da solucéo para aproximadamente 2 mL e entdo precipitou-se e lavou-se com
éter etilico. O precipitado formado foi separado por filtracdo e secado a vacuo.
Rendimento 85%.

3.3.2 - Sintese do complexo [Ru(pyAC)(bipy)(dppf)]PFe, pyAC: 3-acido

carboxilico-6-mercaptopiridina: (AC)

Adicionou-se 100 mg (0,113 mmol) do complexo cis-[RuClz(bipy)(dppf)] a
uma solugdo contendo dissolvido 21,04 mg (0,13 mmol) do ligante 3-4cido carboxilico-6-
mercaptopiridina em 50 mL de diclorometano/metanol previamente desaerado. A mistura
reacional foi deixada sob refluxo no periodo de 24 h mantendo-se agitacdo magnética e
atmosfera inerte, adicionou-se a essa solucao 25,00 mg (0,13 mmol) de KPFs e deixou-
se reagindo por mais 1 h. Reduziu-se o volume da soluc¢do para aproximadamente 5 mL
e formou-se um precipitado de coloracao alaranjada. O precipitado formado foi filtrado
em um funil de placa sinterizada, lavado com agua, éter etilico e secado a vacuo. A
sintese do complexo [Ru(pyAC)(bipy)(dppf)]PFs é apresentada no ESQUEMA 3.1.

g
\N | “ SH
P, \ Nz N

+ CH,CI,/CH;0H
/ 212 3 -

PF¢

A

Fe Ru
@\P/ ‘ \Cl KPF
ol

ESQUEMA 3.1 - Rota sintética para obteng&do do complexo [Ru(pyAC)(bipy)(dppf)]PFs (AC).
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Rendimento 80%. RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, 298K) &: 9,09 (1H, d, J 5,5,
bipy); 8,66 (1H, d, J 7,9, bipy); 8,51 (1H, m, bipy); 8,37 (1H, d, J 7,9, bipy); 8,29 (1H, t, J
7,6, bipy); 7,81 (1H, t, J 7,4, bipy); 7,71 (2H, t, J 8,3, Ph); 7,60 (2H, m, bipy e Ph); 7,36
(7H, m, 5H-Ph e 2H-pyAC); 7,16 (7H, m, Ph); 6,98 (1H, m, bipy); 6,90 (2H, t, J 7,9, Ph):
6,57 (4H, m, 3H-Ph e H-pyAC); 5,62 (1H, s, Cp-dppf); 4,72 (2H, s, Cp); 4,48 (1H, s, Cp);
4,37 (1H, s, Cp); 4,33 (2H, s, Cp); 4,18 (1H, s, Cp); 3,43 (OH-pyAC). RMN 13C {iH}
(DMSO-ds, 125,74 MHz, 298 K) &: 184,70 (CS); 164,77 (C-pyAC); 158,58 (C-bipy); 156,55
(C-bipy); 154,46 (C-bipy); 150,77 (C-bipy); 146,65 (C-pyAC); 134,98 (C-pyAC); 130,52
(C-pyAC); 140,00-120,22 (C-bipy e C-Ph da dppf); 85,00-71,03 (C-Cp da dppf).

3.3.3 - Sintese dos complexos [Ru(2TU)(bipy)(dppf)]PFs, 2TU= 2-
tiouracil: (TIU)

Adicionou-se 100 mg (0,113 mmol) de cis-[RuClz(bipy)(dppf)] a uma solucéo
contendo 21,66 mg (0,17 mmol) do ligante 2-tiouracil em 50 mL de CH2Cl2/CH3OH
previamente desaerado. A mistura reacional foi aquecida sob refluxo no periodo de 2 h
mantendo-se agitacdo magnética e atmosfera inerte, adicionou-se a essa solucéo 31,19
mg (0,17 mmol) de KPFe e deixou-se reagindo por mais 1 h. Reduziu-se o volume da
solugéo para aproximadamente 5 mL e formou-se um precipitado de coloracdo amarela.
O precipitado formado foi filtrado em um funil de placa sinterizada, lavado com agua e
secado a vacuo. A sintese do complexo [Ru(2TU)(bipy)(dppf)]PFs é apresentada no
ESQUEMA 3.2.

— PF

SH @/F’//,,, N

CH5OHICH,CI
+ HNT SN 3 22 o

ESQUEMA 3.2 — Rota sintética para obtencdo do complexo [Ru(2TU)(bipy)(dppf)]PFs
(TIV).
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Rendimento 78 %. RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, 298K) &: 12,01 (N-H); 8,95
(1H, d, J 5,5, bipy); 8,50 (1H, d, J 8,1, bipy); 8,40 (1H, d, J 8,1, bipy); 8,31 (1H, d, J 5,2,
Ph); 8,08 (1H, t, J 7,7, bipy); 7,87 (1H, t, J 7,7, bipy); 7,71 (2H, t, J 8,7, Ph); 7,56 (1H, t, J
7,3, Ph); 7,41 (2H, t, J 8,7, Ph); 7,26 (8H, m, bipy e 7H-Ph); 7,07 (5H, m, bipy e 4H-Ph);
6,74 (4H, m, bipy e 3H-Ph); 6,99 (1H, d, J 7,4, CH-TU); 5,47 (1H, s, Cp); 5,10 (1H, d, J
7,4, CH-TU); 4,80 (1H, s, Cp); 4,70 (2H, m, Cp); 4,44 (1H, s, Cp); 4,40 (1H, s, Cp); 4,10
(1H, s, Cp); 3,81 (1H, s, Cp). RMN 13C {H} (DMSO-ds, 125,74 MHz, 298 K) &: 178,00
(CS); 165,56 (C=0); 159,30 (C-bipy); 158,80 (C-bipy); 156,45 (C-bipy); 138,70 (C-bipy);
138,40 (CH-TU); 137,80-124,20 (C-bipy e C-Ph); 107,00 (CH-TU); 84,00-70,00 (C-Cp da
dppf).

3.3.4 - Sintese dos complexos [Ru(N-S)(bipy)(dppf)]PFs, N-S: 2-
mercaptotiazolina (tzdt), 2-mercapto-l-metilimidazol (mmi), 4,6-

diamino-2-mercaptopirimidina (dmp), 6-metil-2-tiouracil (6m2TU)

Adicionou-se 0,15 mmol de trietilamina a uma solugdo contendo 19,28 mg
(0,13 mmol) do ligante N-S em 50 mL de diclorometano/metanol previamente desaerado,
apos dissolugéo, 100 mg (0,11 mmol) de cis-[RuClz(bipy)(dppf)] foi adicionado. A mistura
reacional foi deixada em refluxo no periodo de 24 h mantendo-se agitacdo magnética e
atmosfera inerte, adicionou-se a essa solucao 25,12 mg (0,13 mmol) de KPFs e deixou-
se reagindo por mais 1 h. Reduziu-se o volume da soluc¢do para aproximadamente 5 mL
e formou-se um precipitado. O precipitado formado foi filtrado em um funil de placa
sinterizada, lavado com agua, éter etilico e secado a vacuo. A sintese dos complexos é

apresentada no Esquema 3.3.

[Ru(tzdt)(bipy)(dppf)]PFs (TIA):

Precipitado alaranjado, rendimento de 87%. RMN 'H (acetona-ds, 400 MHz,
298K) &: 9.22 (1H, d, J 5,7, bipy); 8,64 (1H, d, J 8,0, bipy); 8,54 (1H, d, J 5,7, bipy); 8,43
(1H, d, J 8,1, bipy); 8,25 (1H, t, J 7,5, bipy); 7,96 (1H, t, J 7,4, bipy); 7,85 (2H, t, J 8,7, Ph
da dppf); 7,67 (3H, m, Ph); 7,43 (7H, m, bipy e 6H-Ph); 7,30 (1H, t, J 7,0, Ph); 7,16 (5H,
m, bipy e 4H-Ph); 6,91 (2H, t, J 8,7, Ph); 6,81 (2H, t, J 8,8, Ph); 5,71 (1H, s, Cp da dppf);
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4,86 (1H, s, Cp); 4,71 (1H, s, Cp); 4,55 (1H, s, Cp); 4,33 (2H, m, Cp); 4,29 (1H, s, Cp);
3,69 (1H, s, Cp); 3,13 (1H, m, CH2 de tzdt); 2,73 (1H, m, CHz-tzdt); 2,46 (1H, m, CH2-
tzdt); 2,11 (1H, m, CHa-tzdt). RMN 13C{!H} (acetona-ds, 125,74 MHz, 298 K) &: 184,35
(CS); 159.89 (C-bipy); 158,41 (C-bipy); 156,11 (C-bipy); 151,30-121,79 (C-bipy e C-Ph
da dppf); 86,65-71,34 (C-Cp da dppf); 56,20 (CH2-N de tzdt), 31,46 (CH2-S de tzdt).

[Ru(mmi)(bipy)(dppf)]PFs (M-IMI):

Precipitado amarelo, rendimento de 70%. RMN H (acetona-ds, 400 MHz,
298K) 6: 9,10 (1H, d, J 5,6, bipy); 8,48 (1H, d, J 8,1, bipy); 8,43 (1H, d, J 8,0, bipy); 8,04
(1H, t, J 7,6, bipy); 7,98 (1H, t, J 7,6, bipy); 7,56 (2H, t, J 8,1, Ph); 7,49 (1H, t, J 7,1, Ph);
7,42 (10H, m, bipy e 9H-Ph); 7,13 (9H, m, 8H-Ph e CH-mmi); 7,06 (1H, d, J 5,5, bipy);
6,58 (1H, s, CH-mmi); 4,97 (2H, s, Cp-dppf); 4,90 (1H, s, Cp); 4,65 (1H, s, Cp); 4,55 (2H,
d, J 6,0, Cp); 4,49 (1H, s, Cp); 3,95 (1H, s, Cp); 2,86 (3H, s, CHz-mmi). RMN 13C {*H}
(acetona-ds, 125,74 MHz, 298 K) 6: 161,46 (C-bipy); 159,57 (CS); 158,62 (C-bipy); 156,28
(C-bipy); 150,86 (C-bipy); 137,00-127,00 (C-bipy e C-Ph); 125,67 (CH-mmi); 123,60-
122,07 (C-bipy); 118,90 (CH-mmi); 81,00-70,88 (C-Cp da dppf); 29,30 (CHz-mmi).

[Ru(dmp)(bipy)(dppf)]PFs (DIA):

Precipitado marron, rendimento de 85%. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz,
298K) 6: 9,01 (1H, d, J 5,4, bipy); 8,63 (2H, d, J 8,0, bipy e Ph); 8,36 (1H, d, J 7,8, bipy);
8,21 (1H, t, J 7,6, bipy); 7,79 (3H, m, bipy e 2H-Ph); 7,65 (1H, t, J 7,1, Ph); 7,50 (2H, t, J
8,6, Ph); 7,37 (4H, m, bipy e 3H-Ph); 7,20 (4H, m, Ph); 7,03 (5H, m, bipy e 4H-Ph); 6,79
(2H, m, bipy e Ph); 6,50 (2H, t, J 8,7, Ph); 5,95 (3H, d, J 6,5, Cp e NH2); 4,89 (1H, s, Cp);
4,68 (1H, s, Cp); 4,56 (1H, s, Cp); 4,49 (1H, s, H-dmp); 4,35 (1H, s, Cp); 4,24 (1H, s, Cp);
4,10 (1H, s, Cp), 3,99 (2H, s, NH2), 3,31 (1H, s, Cp) . RMN 3C {1H} (DMSO-ds, 125,74
MHz, 298 K) 4: 182,25 (CS); 161,30 e 161,00 (C-dmp); 159.35 (C-bipy); 156,30 (C-bipy);
154,30 (C-bipy); 148,80-122,00 (C-bipy e C-Ph); 79,40 (CH-dmp); 78,20-70,00 (C-Cp da
dppf).
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[Ru(6m2TU)(bipy)(dppf)]PFs (M-TIU):

Precipitado alaranjado, rendimento de 75%. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz,
298K) 6: 11,88 (N-H); 8,95 (1H, d, J 5,6, bipy); 8,48 (1H, d, J 8,1, bipy); 8,37 (1H, d, J 8,1,
bipy); 8,33 (1H, d, J 5,1, Ph); 8,05 (1H, t, J 7,8, bipy); 7,85 (1H, t, J 7,8, bipy); 7,73 (2H, t,
J 8,6, Ph); 7,55 (1H, t, J 7,4, Ph); 7,40 (2H, t, J 8,7, Ph); 7,25 (9H, m, bipy e 8H-Ph); 7,06
(3H, m, bipy e 2H-Ph); 7,13 (2H, t, J 7,1, Ph); 6,79 (2H, t, J 8,6, Ph); 6,72 (2H, t, J 8,7,
bipy); 5,45 (1H, s, Cp); 4,97 (1H, s, CH-6m2TU); 4,77 (1H, s, Cp); 4,70 (2H, s, Cp); 4,44
(1H, s, Cp); 4,42 (1H, s, Cp); 4,07 (1H, s, Cp); 3,88 (1H, s, Cp); 1,70 (3H, s, CH3-6m2TU).
RMN 13C {*H} (DMSO-ds, 125,74 MHz, 298 K) &: 177,94 (CS); 166,11 (C=0); 158,90 (C-
bipy); 158,40 (C-bipy); 156,43 (C-bipy); 149,31 (C-bipy); 148,97 (C-6m2TU); 137,80-
121,68 (C-bipy e C-Ph da dppf); 105,60 (CH-6m2TU); 83,50-71,15 (C-Cp da dppf); 17,30
(CHs-6m2TU).

0 0 G0
/% (H;()H/(Hz(lz Q% / 'J b

ou P/Ru\

d T C§©U %jb

SH SH SH SH

ps : S)\N N/KN/ NAN HN)\N
LGS
HNT 7 NH

tzdt mmi dmp 6m2TU

[ S T

S)J\NH HN/LN/ M HN™  "NH
— HoN ZNH, )\/J\o

ESQUEMA 3.3 - Sintese dos complexos [Ru(tzdt)(bipy)(dppf)]PFes, [Ru(mmi)(bipy)(dppf)]PFs,
[Ru(dmp)(bipy)(dppf)]PFs e [Ru(6m2TU)(bipy)(dppf)]PFe.

As estruturas quimicas dos complexos sintetizados e suas respectivas siglas séo

apresentadas na Figura 3.1.
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PFG PFG PF6

PFs PFg PFg

DIA M-TIU TIU

Figura 3.1 — Estruturas quimicas e siglas dos complexos de Ru(ll) sintetizados.

3.4 - Teste de estabilidade dos complexos em solucao

A estabilidade dos complexos foi avaliada em solventes utilizados para os
testes bioldgicos. Duas soluc¢des foram avaliadas, uma com o composto em DMSO e a
outra, 0 composto em uma mistura de solvente contendo DMSO/meio de cultura
(80/20%). Espectros de RMN 3!P{lH} foram registrados nos tempos 0 (logo apés

solubilizacdo do complexo), 24 e 48h.

3.5 - Lipofilicidade

O valor de log P foi determinado pelo método shake flask utilizando-se uma
fase organica, com n-octanol, e uma fase aquosa'®?. As aliquotas da solucédo de cada
complexo em DMSO foram adicionadas (1% DMSO no volume final das solu¢des de n-
octanol/agua), individualmente, em trés microtudos contendo uma mistura de 750 pL de
n-octanol e 750 pL de agua destilada, que permaneceram sob agitacdo durante 24 h. Em

seguida, as duas fases foram separadas e a concentracdo dos complexos foram
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determinadas nas fases organica e aquosa por espectroscopia de absorcdo UV-visivel.

O valor de log P foi calculado pela Equacéo 1:

log P = log (Co/Ca) (Equacéo 1)

onde, Co e Ca séo as concentragcdes molares do complexo na fase organica e na fase
aquosa, respectivamente.

A média dos valores de log P, da triplicata de cada complexo, e os valores
dos coeficientes de absortividade molar (¢) dos complexos em n-octanol foram obtidos
através do grafico de absorbéancia verso as concentracfes conhecidas dos complexos,

usando a Lei de Lambert-Beer.

3.6 - Testes Bioldgicos, in vitro

Os experimentos in vitro envolvendo a avaliacdo das propriedades
biolégicas dos complexos de ruténio foram desenvolvidos no Laboratorio de Genética
Molecular e Citogenética (LGMC), sob supervisdo da Profa. Dra. Elisangela de Paula
Silveira-Lacerda, no Departamento de Ciéncias Bioldgicas da UFG. O experimento in vivo
em modelo CAM, foi desenvolvido no laboratério de pesquisa Experimental e

Biotecnoldgica, sob supervisdo do Prof. Dr. Paulo Roberto de Melo Reis, PUC-Goias.

3.6.1 Linhagens e Cultura Celular

As linhagens de células tumorais humanas, de mama triplo-negativo (MDA-
MB-231) e de pulméao (A549), foram cultivadas em meio de cultura DMEM contendo
penicilina (100 pg mL%), estreptomicina (100 mg mL%?), L-glutamina (2 mM) e
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). As linhagens de células tumorais
humanas, de mama (MCF-7) e prostata (DU-145), e carcinoma de mama murino (Ehrlich)
foram cultivadas em meio de cultura RPMI, suplementado com 10% de SFB e
antibioticos. A célula ndo tumoral de mama humano da linhagem MCF-10A, foi cultivada
em meio DMEM/F12, suplementado com 5% de soro de cavalo, fator de crescimento
epidermal humano (EGF) (20 ng mL™?), hidrocortisona (0,5 pg mL™?), insulina (10 ug mL-
1) e 1% de penicilina/estreptomicina.
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As células de Ehrlich foram mantidas em cultura apdés obtencédo e
quantificacdo das células presentes no liquido da cavidade peritoneal de camundongos
Swiss portadores de tumor ascitico de Ehrlich (TAE), apds 24 h em cultivo foram
realizados os testes in vitro.

As linhagens celulares foram mantidas em cultura a 37°C, 5% CO2 em
estufa umidificada, para serem utilizadas em ensaios ou cultivadas em garrafas de

cultura.

3.6.2 - Ensaio colorimétrico de citotoxicidade celular (MTT)

Para avaliar o efeito citotoxico dos complexos frente as linhagens celulares
tumorais e ndo tumoral utilizou-se o método colorimétrico do MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-
i)2,5-Difenil Brometo de Tetrazolium). O principio deste método foi descrito por
Mosmani®3, que consiste em medir a viabilidade celular pela atividade enzimatica
mitocondrial das células vivas.

Para o teste, 1,0 x 10° células do TAE (célula em suspenséao) e 1,0-1,5 x
10* das demais células (células aderentes) foram semeadas em microplacas de 96
pocos. Apds 24 h, para as linhagens aderentes, as células foram tratadas em oito
concentragdes diferentes dos complexos de ruténio dissolvidos em DMSO (1% (v/v) na
solucéo de tratamento), e como farmaco de referéncia utilizou-se a cisplatina dissolvida
em dimetilformamida (DMF, 1% (v/v) na solucéo de tratamento). No controle negativo, as
células foram tratadas somente com DMSO 1% (v/v). ApOs o tratamento, as células foram
deixadas em estufa, a 37 °C com 5% de COz por 24 h (linhagem MDA-MB-231) e 48 h
(todas as linhagens celulares). Ao final do periodo de incubacéo, foi adicionado aos pocos
da placa, 50 yL de MTT na concentragdo de 1 mg L, e apds 3 h de incubagcdo com MTT,
foram acrescentados 100 yL de SDS (dodecil sulfato de sodio) a 10% diluido em
HCI/0,01N ou somente com alcool isopropilico para dissolver os cristais azul de formazan.
A absorbancia da densidade oOptica (DO) da solucédo foi medida em 545 nm usando
espectrofotdbmetro de microplaca Stat Fax 2100 (Awareness Technology). O valor de ICso
(concentracao (UM) que inibe 50% da viabilidade celular) foi determinada por meio da
curva dose resposta utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 5.01 para
Windows.
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3.6.3 - Analise do ciclo celular

As fases do ciclo celular podem ser caracterizadas por variacées no seu
conteudo de DNA, que quando analisado por citometria de fluxo apés marcacdo com
iodeto de propideo permite quantificar a percentagem de células em cada fase do ciclo.

Para andlise do ciclo celular, 3 x 10° de células MDA-MB-231 foram
semeadas em placas de 12 pocos, apds 24 h de incubacdo as células foram tratadas
com os complexos nas concentragdes de % ICso e ICso, N0 controle negativo ndo foi
colocado complexo. ApGs exposicdo das células aos complexos, por 48 h, estas foram
removidas da placa, centrifugadas e na sequéncia lavadas com PBS. Ao final da lavagem
o sobrenadante foi desprezado, e o “pellet’ celular foi incubado com 2 mL de alcool etilico
gelado (70%) por 24 h, a -20 °C. Ao final da incubacdo as células foram lavadas
novamente com PBS e em seguida incubadas por 15 min em uma solucédo contendo
ribonuclease A (RNase A) 0,05% e iodeto de propidio (50 ug mLt). A andlise da
porcentagem de células em fase sub-G1, GO/G1, S e G2/M foi realizada no citbmetro de

fluxo (FACSCalibur, BD Biosciences), através do software ModFit.

3.6.4 - Analise de dano no DNA - Ensaio cometa

O ensaio cometa € um método versatil e sensivel para a deteccao de danos
na fita simples e/ou dupla, do DNA, sendo uma ferramenta importante para avaliar as
respostas celulares aos danos no DNA quando expostas ao tratamento1%4,

O experimento foi realizado utilizando a versédo alcalina do ensaio
cometal®, em que 1 x 10° de células MDA-MB-231 foram plagueadas na auséncia ou
presenca dos complexos TIA, M-IMI, M-TIU e TIU na concentracdo da ICso durante 48 h.
Apos o tratamento, as células foram tripsinizadas, lavadas com PBS e homogeneizadas
com 100 pL de agarose com baixo teor de fusédo (0,5%), e entdo colocadas em laminas
pré-cobertas com agarose padrdo (1,5%). Em seguida, as laminas foram refrigeradas a
4 °C por 10 min e, posteriormente, imersas em solucéo de lise (2,4 M NaCl; 100 mM
EDTA; 10 mM Tris, 10% DMSO e 1% Triton-X, pH 10) por 24 h. Apos a etapa de lise, as
laminas foram transferidas para a cuba de eletroforese contendo tampé&o (NaOH 300mM,

EDTA 1mM, pH ~13), em corrente de 25V, 300 mA. Na etapa seguinte, as laminas foram
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colocadas em uma solucdo de neutralizacao (0,4 M Tris—HCI, pH 7,5) por 15 min. ApGs
a secagem elas foram entéo fixadas em etanol 100% por 3 min. As laminas foram coradas
com brometo de etidio (20 ug mL?') e analisadas imediatamente ap6s coloragdo. As
laminas foram preparadas em duplicata e 100 nuclebides foram analisados (50
nucleoides de cada lamina) usando um microscopio de fluorescéncia (Leica, Wetzlar,
Alemanha) acoplado a um computador. As imagens capturadas foram analisadas usando
o software CometScore 15 de acordo com a migracdo dos fragmentos, considerando os
seguintes parametros: comprimento do cometa, diametro da cabeca e comprimento da
cauda. A partir desses parametros, a classe de dano foi determinada conforme
proposto!®, em classe 0, 1, 2, 3 ou 4. Um valor de indice de dano (ID) foi atribuido a cada
nucledide de acordo com a sua classe, a partir da Equacéo 2: ID = (0 x n0) + (1 x n1) +
(2xn2) + (3 xn3) + (4 xn4), onde n = nimero de nuclebdides em cada classe analisada.
Dessa forma, o ID para 100 nucledides, variou de 0 (completamente intacto: 100

nucledides x 0) a 400 (com dano maximo: 100 nucledides x 4).

3.6.5 - Morfologia Celular

Afim de avaliar a morfologia das células MDA-MB-231 quando expostas aos
complexos, foram semeadas 1x10° células/poco em placas de 12 pogos e mantidas na
estufa a 37°C e 5% COz2, por 24 h. Apos esse periodo, as células foram tratadas com as
concentragcbes de % ICso e ICso dos complexos. Com o auxilio de um microscopio
invertido (Nikon Eclipse TS 100) acoplado a uma camera fotografica (Moticam 1SP — 1.3
Megapixels) as imagens das células foram capturadas nos periodos de 0, 24 e 48 h. As
alteracdes morfologicas e proliferativas das células foram analisadas a partir das imagens
obtidas.
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3.6.6 - Deteccao de morte celular

3.6.6.1 - Analise morfolégica das células por microscopia de

fluorescéncia (HO/PI)

Para detectar o tipo de morte celular através das altera¢cdes morfologicas
das células, foram semeadas 2,0 x 10° de células MDA-MB-231 em uma placa de 12
pocos. Apds 24 h, as células foram tratadas com as concentracdes de Y2 ICso e ICso dos
compostos e novamente incubadas por 48 h. Apds o tempo de tratamento, as células
foram tripsinizadas e centrifugadas, em seguida suspensas em solu¢cdo de Hoechst
33342 (HO, 10 yg mL?) e iodeto de propidio (PI, 2,5 yg mL?) e incubadas a 37 °C por 10
minutos na auséncia de luz. Essas células coradas com HO/PI foram colocadas em
laminas para serem analisadas no microscopio de fluorescéncia (Leica, Wetzlar,
Alemanha). Um total de 300 células em diferentes campos da lamina foram contadas e
analisadas com o auxilio de um microscopio de fluorescéncia acoplado a um computador.
Cada experimento foi realizado em duplicata. As porcentagens de células apoptoéticas
(apoptose inicial e tardia) e necroéticas foram determinadas a partir do nimero total de
células. As caracteristicas morfologicas celulares que foram detectadas em microscépio

de fluorescéncia com a dupla marcagéao HO/PI sdo representadas na Figura 3.2.

Células vivas Apoptose inicial Apoptose tardia Necrose

FIGURA 3.2 - Imagens representativas obtidas no microscépio de fluorescéncia mostram as
alteracdes morfolégicas de células MDA-MB-231 detectadas com dupla marcacdo de Hoechst
33342 (azul) e PI (vermelho).

3.6.6.2 - Ensaio Apoptose (Anexina V-FITC / lodeto de Propidio)

A deteccéo de apoptose pela dupla marcagdo com Anexina V-FITC/lodeto

de Propidio (An/Pl) consiste na ligacdo da anexina V-FITC a fosfatidilserina presente na
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superficie externa da membrana celular quando esté iniciando o processo apoptético, e
na ligacao do iodeto de propidio ao DNA das células no processo final da apoptose ou
necrose!?’. Para deteccdo de apoptose foi utilizado o Kit de deteccdo de apoptose
Anexina V/ Pl de acordo com as instru¢des do préprio fabricante.

2 x 10° de células MDA-MB-231 foram semeadas em microplacas de 12
pocos e incubadas em estufa umidificada a 37°C e 5% COz, por 24 h. Apds esse periodo,
as células foram tratadas com os complexos nas concentra¢des de %2 ICso € ICso, € N0S
controles negativos somente células e meio de cultura, por 48 h. Apés tratamento, as
células foram tripsinizadas, lavadas com PBS. O tampédo especifico para o teste foi
adicionado, e posteriormente foram acrescentados 5uL de Anexina V-FITC e 1 yL de PI.
As células foram entdo incubadas a temperatura ambiente por 15 min, e posteriormente
analisadas no citometro de fluxo (FACSCalibur, BD Biosciences). Os dados obtidos foram
analisados utilizando o software CellQuest.

Na Figura 3.3 tem-se um gréfico representativo mostrando o perfil de
distribuicdo das células em quatro quadrantes de acordo com a marcacao de corantes.
No primeiro quadrante (Q1) estdo as células vivas, as quais ndo apresentam nenhuma
marcacdo; no segundo quadrante (Q2) as células em apoptose inicial, aquelas com
marcacao somente para anexina-V (AN+)/(PI-); no terceiro quadrante (Q3) as células em
apoptose tardia, aquelas com dupla marcacdo de Anexina-V e Pl (AN+)/(PI+); quarto
quadrante (Q4) as células em necrose com marcacao somente de Pl (AN-)/(P1+).

<
o

1Q4:7,62% Q3: 6,85%

Q2: 13,05%

100 10! 102 108 10
Anexinn V

FIGURA 3.3 - Gréfico representativo bidimensional de densidade de FL1/Anexina V/FITC versus
FL2/PI utilizado para quantificar o percentual de células viaveis, apoptoticas e necroticas.
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3.6.7 - Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial JC-1

A perda do potencial de membrana mitocondrial esta relacionada com a
morte celular por apoptose, sendo que esse evento ocorre antes da externalizacdo de
fosfatidilserina e coincide com a ativacéo de caspases. O corante catidnico JC-1 (iodeto
de 5,5,6,6 -tetracloro-1,1",3,3 -tetraetilbenzimidazolocarbocianina), € um marcador
fluorescente lipofilico que penetra na organela e emite fluorescéncia nos comprimentos
de onda de 590 nm (luz vermelha) ou 520 nm (luz verde), de acordo com o potencial de
membrana mitocondrial interno. Em mitocéndrias funcionais, o JC-1 penetra, acumula no
interior desta organela e emite coloragdo vermelha, ao passo que, mitocondrias com
baixo a médio potencial de atividade da membrana, fluorescem verde'©8,

Para avaliar o potencial de membrana mitocondrial (AWm), 1 x 10°de células
MDA-MB-231 foram semeadas em placas de 24 pocos, posteriormente tratadas com a
concentracéo de ICso dos complexos TIA, M-IMI, M-TIU e AC por 24 h. Ap6s o periodo
de tratamento, as células foram removidas das placas por tripsinizacéo, lavadas com PBS
e centrifugadas. Apos centrifugacéao, as células foram incubadas com o corante JC-1 (BD
Biosciences) a 37°C no escuro, durante 15 min. As células coradas foram lavadas,
ressuspensas em tampao de ensaio e imediatamente analisadas por citometria de fluxo.

Os dados obtidos no citdmetro de fluxo foram analisados no software Cell Quest.

3.6.8 - Deteccao de espécies reativas de oxigénio (ERO)

Para investigacdo da formacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) no
meio intracelular foi utilizado o 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (H2DCF-DA, Sigma
Aldrich), que é um composto néo fluorescente capaz de permear a membrana celular,
mas quando em presenca de ERO o grupo acetato € clivado formando um composto
fluorescente 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF).

Células MDA-MB-231 (5 x 10°) foram tratadas com as concentracées de
2XICso e ICso obtidas no tratamento de 24 h com os complexos TIA (6,0 uM e 3,0 uM) e
M-IMI (3,8 uM e 1,9 uM), em seguida incubadas por 3 h a 37 °C. No controle positivo foi
adionado H20:2 (10 uM), o qual foi incubado por 30 minutos. ApGs o tempo de exposi¢ao

ao tratamento, as células foram incubadas com 10 uM de H2DCF-DA em DMEM livre de
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soro, por 30 min a 37°C, no escuro. Na sequéncia, o meio foi removido e as células foram
lavadas com PBS gelado por 2 vezes, tripsinizadas, centrifugadas a 1500 rpm por 5
minutos, e ressuspensas em PBS. A solucao de cada amostra foi adicionada em duplicata
em uma placa opaca de fundo transparente, e imediatamente analisadas no fluorimetro
(fluorimeter Synergy/H1-Biotek) em um comprimento de onda de excitagdo em 400 nm e
emissdo em 525 nm. Foram realizados 3 experimentos independentes para cada
complexo, sendo determinado os niveis de EROs para cada complexo, a partir da média
das intensidades de fluorescéncia obtidas.

3.6.9 - Ensaio de migracao celular

3.6.9.1 - Método de fechamento da risca: Wound Healing

O ensaio de wound healing € muito utilizado para estudar as caracteristicas
do processo migratorio das células, bem como avaliar os compostos que podem inibir a
migracéo celulart®®.

As células MDA-MB-231 (2,0 x 10°) foram semeadas em placas de 12 pocos
e incubadas em estufa umidificada com 5% de CO2 a 37°C até a cultura atingir uma
confluéncia de 90-100%. Em seguida, com o auxilio de uma ponteira, de volume maximo
200 pL, e uma régua, foi feita uma risca no centro de cada poco. Cuidadosamente, 0s
pocos foram lavados com PBS para remocdo de fragmentos celulares e células
desaderidas da area riscada. As células foram tratadas com o0s complexos na
concentracéo de Y2 ICso, exceto 0s controles que receberam apenas meio cultura. Apés
tratamento, imagens da risca de cada poco, foram capturadas em dois campos
diferentes, nos tempos 0 (apds tratamento), 24 e 48 h, utilizando um microscopio invertido
(Nikon Eclipse TS 100) acoplado a uma camera fotografica (Moticam 1000-1.3
Megapixels Live Resolution). A area de fechamento da risca pela migracdo celular foi
medida através do software ImageJ, e a porcentagem de fechamento da risca foi
calculada utilizando a Equagéao 3:

% Fechamento da risca= [(At=on - At=ah) / (At=on)] X 100
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onde, At=on: medida da area riscada no tempo de 0 h e Ai=an: medida da area riscada no
tempo de 24 e 48 h.

3.6.9.2 - Método de Camara de Boyden

Neste ensaio foram utilizados insertos com membranas microporosas (8um)
de polietileno tereftalato em placas de 24 pocos. Inicialmente os insertos foram hidratados
com meio de cultura (350 yL de meio de cultura no pogo da placa e 350 uL no inserto)
por 2 h. Apés hidratacéo, as células MDA-MB-231 foram semeadas (0,5 x 10°) dentro dos
insertos contendo 350 uL de meio sem SFB, e em seguida adicionado os compostos M-
IMI (1,0 € 0,5 uM) e M-TIU (1,70 e 0,85 uM). Nos pocgos da placa onde foram imersos os
insertos, foi adicionado 750 yL de meio de cultura com 10% de SFB, o qual atuara como
um quimioatraente para induzir a migracao celular. No controle positivo o inserto foi
preparado sem adicdo de complexos, e imerso no pogo contendo meio de cultura com
10% de SFB. No controle negativo o inserto foi preparado sem adicdo de complexos e
imerso no poco contendo somente meio de cultura. As placas contendo os insertos foram
mantidas em estufa umidificada, com 5% de CO2za 37 °C por 24 h. Apés o periodo de
incubacdo as células que ndo migraram foram removidas do interior dos insertos com
auxilio de hastes flexiveis de algoddo. As células que conseguiram penetrar e migrar
pelos poros foram fixadas em metanol e em seguida coradas com uma solucdo de azul
de toluidina (1%(v/v)) diluido em solucdo de borato de sodio (1%(v/v)). A membrana do
inserto foi recortada e montada em uma lamina histolégica com auxilio de éleo de
imersao. Com o auxilio de um microscépio 6ptico acoplado a uma camera fotogréfica,
imagens foram capturadas em cinco campos diferentes da membrana, compreendendo
cerca de 80% da superficie analisada. As células em cada um dos campos foram

contadas atraves do software Image J.

3.6.10 - Ensaio de sobrevivéncia clonogénica

Para avaliar a capacidade dos complexos de inibir a formacéo de colbnias
e/ou diminuir o tamanho delas, 4 x 102 das células MDA-MB-231 foram semeadas em

placas de 6 pocos. ApGs 24 h, as células foram tratadas (exceto os controles) com
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diferentes concentracdes dos complexos, em seguida foram incubadas a 37°C e 5% COg,
por 48 h. Apos o periodo de tratamento, o meio foi removido, as células lavadas
cuidadosamente com PBS e posteriormente adicionado o meio de cultura com 10% de
FBS. As células foram novamente incubadas na mesma condi¢do por 10 dias. Apos esse
periodo de incubacéo, o sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas com uma
solucdo de metanol e acido acético (3:1 (v/v)) durante cinco minutos e em seguida,
coradas com o corante panoético (Newprov). O numero de coldnias e seu tamanho foram

medidos utilizando o plugin Colony Area para o programa Image J.

3.7 - Avaliacdo do potencial anti-angiogénico em modelo CAM, in vivo

O modelo de membrana corioalantoide de embrido de galinha (CAM) foi
usado para avaliar a atividade anti-angiogénica dos complexos TIA, M-IMI e M-TIU, de
acordo com a metodologia descrita por Melo-Reis e colaboradores!'®. Quarenta ovos de
galinha férteis (ovos com o embrido) foram incubados a 37 °C em uma atmosfera
umidificada (60-70% de umidade relativa). No quinto dia de incubacao, um orificio circular
foi aberto na grande extremidade do ovo, a membrana que cobria a CAM foi removida e
os ovos foram devolvidos a incubadora. No décimo terceiro dia de incubagéo, os ovos
foram divididos em quatro grupos de tratamento com 10 ovos cada: (1) meio DMEM com
DMSO 1% (controle); (2) células MDA-MB-231 (3 x 10° células / CAM); (3) complexo TIA
(0,5 uM), (4) complexo M-IMI (0,3 uM) e (5) complexo M-TIU (3,2 uM) previamente
preparados em solucdo com as células MDA-MB-231. 50 uL das solu¢des de cada grupo
foram adicionados em cima da CAM sob condicdes estéreis e apds 72h, a resposta
angiogénica foi avaliada. As CAMs foram fixadas em solucdo de formaldeido durante 5
minutos, cortadas com tesouras curvadas e mantidas em placas de Petri com solucao de
formaldeido a 10%. A analise e quantificacdo da rede vascular recém-formada foi
realizada através de imagens capturadas das membradas. A porcentagem de ares de
vasos em cada membrana foi determinada usando o software GIMP 2.8 e ImageJ 1.49.
As imagens foram preparadas para que a saturagédo da luz e o contraste permitissem
uma melhor resolucdo dos vasos sanguineos que foram quantificados em pixels
correspondentes. O cronograma de cada fase do experimento € apresentado na Figura
3.4.
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FIGURA 3.4 - Cronograma de cada fase do experimento com o ovo galado, para avaliar o
potencial anti-agiogénico dos complexos TIA, M-IMI e M-TIU.

3.7.1 — Analise histopatolégica

As membranas foram fixadas por 24h e depois imersas em parafina para
andlise histopatolégica. Cinco CAMs foram entéo cortadas de blocos de parafina, corados
com hematoxilina-eosina (HE) e examinadas em um microscopio optico (Carl Zeiss
Axiovert w, Géttingen, Alemanha) contendo o software AxioVision 4.8 (Carl Zeiss). Foram
avaliados diferentes parametros, dentre eles: integridade da camada epitelial coriénica e
alantoide, presenca de elementos inflamatdrios, neovascularizacdo e hiperemia. Os
resultados foram classificados visualmente de acordo com a intensidade e os dados
foram transformados em varidveis quantitativas através da atribuicdo das seguintes
pontuacgdes: ausente (0), discreto (1-25%), moderado (26-50%) e acentuado (mais de
50%).

3.8 - Interacdo com Biomoléculas

3.8.1 - Interacdo com HSA

3.8.1.1 — Espectroscopia de Fluorescéncia

O estudo de interagdo dos complexos com a HSA (albumina do soro
humano) foi realizado utilizando espectroscopia de fluorescéncia. Os complexos foram

solubilizados em DMSO, e posteriormente incubados, nas concentracbes de 5-50 uM
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com 5% de DMSO no volume final, com a HSA (5 yM) em tampéao Tris-HCI (pH 7,4). ApGs
5 min de incubacéo as solucdes de complexo e HSA foram adicionadas (em triplicata) na
placa preta opaca de 96 pocos. Os espectros de fluorescéncia foram registados nas
temperaturas de 298 e 310 K com um comprimento de onda de excitacado de 270 nm e
de emissdo em 305 nm. Os espectros foram registrados utilizando o fluorimetro Synergy
/ H1-Biotek, acoplado a um computador.

As constantes de extingdo de Stern-Volmer (Ksv), nas temperaturas de 298
e 310 K, foram calculados usando a Equacéo 4:

L0 214K, [Q]=1+kqTo[Q] (Equacso 4)

Onde, Fo é a intensidade de fluorescéncia na auséncia do supressor, F é a intensidade
de fluorescéncia na presenca do supressor e [Q] é a concentracao do agente supressor,
gue neste caso sdo os complexos, kg é a constante de velocidade de supressao
biomolecular e Ty € 0 tempo de meia vida médio da HSA na auséncia do supressor. A
constante Ksy foi obtida a partir do grafico plotado de Fo/F versus [complexo] onde 0 Ksv
€ o coeficiente angular da equacéo da reta obtida no grafico.

A constante de ligagao (Kb) entre os complexos e a HSA foi determinada

utilizando a Equacéao 5:

log = =log K, +n log [Q] (Equagio 5)

Onde Kb é a constante de ligacdo entre o complexo e a HSA, n € o nimero de sitios de
ligacdo por molécula de HSA e [Q] é a concentracdo do complexo. A constante Kpe n
foram obtidos a partir da reta plotada no grafico de log (Fo-F)/F versus log [Q], onde o Kb

€ o inverso de log do coeficiente linear da reta e o n o coeficiente angular.

3.8.1.2 - Competicao pelo Sitio | da HSA

Para avaliar a interacdo dos complexos com o sitio | da HSA, conhecido

também como FA7, utilizou-se como sonda fluorescente, o dansil-L-arginina. Os
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experimentos foram realizados com a adicdo em diferentes concentracdes dos
complexos e o farmaco varfarina (0-50 yM) em uma mistura de HSA (5 uM) e dansil-L-
arginina (DA, 5 yM) em tampé&o Tris-HCI (pH = 7,4). A solucdo de complexo-DA-HSA foi
adicionada em triplicata nos pogos de uma placa opaca de 96 poc¢os e analisados no
fluorimetro (Synergy / H1-Biotek) acoplado a um computador. Apés 5 min de incubacéo,
0os espectros de fluorescéncia foram registrados na temperatura de 298 K no

comprimento de onda de excitagdo de 340 nm e emissao na faixa de 370-650 nm.

3.8.1.3 - Efeito da HSA sobre a citotoxicidade

O efeito da HSA na viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231,
isoladamente ou em combinagdo com os complexos, foi avaliado usando a concentracao
de 1Cso dos complexos com diferentes concentragdes da HSA, nas razées molares de
1:1, 1:3, 1:5 e 1:10. A solugcédo de complexo-HSA foi pré-incubada por 20 min a 37°C
antes de realizar o tratamento nas células. As células MDA-MB-231 (1,5 x 10%) foram
semeadas em placa de 96 pocos e incubadas por 24 h em estufa umidificada a 37°C e
5% COz2. Apos o periodo de incubacéo a solugéo de tratamento foi adicionada as células
e novamente incubado como descrito anteriormente, por 48 h. ApGs esse periodo de
tratamento foi adicionado o MTT, e os cristais formados ap6s 3h, foram solubilizados com

SDS. A viabilidade celular foi medida e calculada como descrito no item 3.6.2.

3.8.2 - Interacdo com DNA

3.8.2.1 - Titulagc&o espectroscopica por UV-visivel

Para os estudos de interacdo com o DNA, foi preparado uma solucéo
estoque de CT-DNA (calf thymus). Aproximadamente 2 mg de CT-DNA foi solubilizada
em 1 mL de tampé&o Tris-HCI (4,5 mM de Tris HCI, 0,5 mM de Tris base e 50 mM de NaCl)
num pH 7,4. A concentracdo de DNA foi determinada por espectroscopia na regido do
UV-visivel. A partir da absortividade molar do DNA em 260 nm, 6600 mol-*cmiL, do
caminho éptico (b = 1 cm) e da absorbéancia, determinou se a concentracdo do CT-DNA

por meio da lei de Lambert-Beer: Aze0= €260 X b x C.
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As titulacbes espectroscopicas foram realizadas empregando-se duas
cubetas: na cubeta 1 (branco), adicionou-se o tampao tris-HCl e DMSO, e na cubeta 2 foi
adicionado o tampé&o Tris-HCI e a solugdo do complexo em DMSO. Apds sucessivas
adicoes de 20 yL de CT-DNA, solubilizado em tampéo Tris-HCI, pH 7,4, em ambas
cubetas, registrou-se 0s espectros a cada adicdo. A constante de interacdo (Kp) com o

DNA foi determinada pela Equacéo 6:

[DNA] _ [DNA] 1
(e5-€r)  (€a-€p) [Kp(€a-€p)]

(Equacéo 6)

Onde:

€a = € 0 coeficiente de extingdo aparente, que corresponde a razdo entre a absorbancia
medida e a concentracdo do complexo (observada/ complexo);

& = absortividade molar do complexo livre (sem adicdo de DNA);

&b = absortividade molar do complexo ligado ao DNA,

Kb = constante de interagdo entre o complexo e o DNA.

3.8.2.2 - Viscosidade

As medidas de viscosidade foram realizadas em um banho termostatizado
a 25 °C, empregando um viscosimetro de Ostwald. A viscosidade da solucdo de ct-DNA
foi medida na presenca de quantidades crescentes dos complexos e cloroquina
(composto intercalante). As solucdes dos complexos foram preparadas em diferentes
relacbes (complexo/DNA) no intervalo de 0-0,2. Os tempos de fluxo da solucdo de
complexo/DNA foram medidos com um crondmetro digital, cada amostra foi medida por
cinco vezes, usando as médias destas para os calculos. Com os dados obtidos foi
possivel construir um grafico (m/Mmo)*® vs. [complexo]/[biomolécula], onde né a
viscosidade da biomolécula em presenca do complexo e no € a viscosidade da
biomolécula. Estes valores foram calculados mediante os tempos de fluxo medidos e

corrigidos com o tempo de fluxo dos solventes.
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3.9 - Inibicdo da Topoisomerase IB

Os experimentos realizados para avaliar a capacidade dos complexos TIA
e M-IMI de inibir a enzima de topoisomerase IB humana (hTopo IB), foram realizados no
laboratério de Biologia Molecular da Universita Degli Studi di Roma Tor Vergata, Itélia,
pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Alessandro Desideri.

3.9.1 - Purificacédo da Topoisomerase IB humana (hTopo IB)

Saccharomyces cerevisiae EKY-3 (ura3-52, his3A200, leu2A1, trp1A63,
top1: TRP1, MATa) foi transformada com o plasmideo YCpGAL1l-e-hTopIBwt, como
descrito na literatura''!. O plasmideo expressa a topoisomerase IB humana sob promotor
indutivel por galactose e contém, no N-terminal, uma sequéncia FLAG (DYKDDDY)
indicado por “e”. Esta sequéncia é reconhecida pelo anticorpo monoclonal M2 e a sua
purificacdo foi realizada utilizando uma coluna de gel de afinidade anti-FLAG (Sigma-
Aldrich). As células transformadas cresceram durante a noite em complemento sintético
(SC)-Uracil mais 2% de dextrose. Apos diluicdo 1:100 em (SC)-Uracil mais rafinose a 2%,
e incubacdo por 24 h, as células foram induzidas a produzir Enzima IB com 2% de
galactose por 6 h. Apds extracdo da enzima, os extratos foram colocados em uma coluna
de gel de afinidade M2 anti-FLA, ja equilibrada de acordo com as instru¢des do fabricante.
A hTopo IB foi eluida com a coluna FLAG por competicdo com cinco volumes de uma
solucédo contendo 200 ug mL* de péptido FLAG em TBS (50 mM Tris-HCI, 150 mM KClI,
pH 7,4). Foram adicionados 40 % de glicerol em todas as fracfes recolhidas. Todas as

fracGes foram armazenados a -20 ° C.

3.9.2 - Ensaio de relaxamento do DNA

A atividade enzimatica foi monitorada em uma reag¢éo com volume total de
30 uL contendo 1 pL de hTopo IB, mais 1 pL de DNA (0,25ug/pL) superenovelado
pBlueScript KSII (+) e 28 uL do tampao de reagao (20 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, 10
mM MgClz, 50 ug mL* BSA acetilado e 150 mM KCI, pH 7,5). A reacéo foi incubada a
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37°C e parada com uma concentracao final de 0,5 % SDS, apés 30 min ou em cada
tempo respectivo. Em seguida, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose (1%) por 18 h a 30 V em tampdo TBE (50 mM Tris, 45 mM acido borico e 1 mM
EDTA). Os géis foram corados com brometo de etidio (0,5 g/mL), lavados com agua
destilada e fotografados sob iluminacdo UV.

O efeito dos complexos TIA e M-IMI na atividade enzimatica foi analisado
adicionando diferentes concentracées dos compostos de 0,75-300 pM. A analise dose
dependente foi realizada adicionando simultaneamente a topoisomerase IB e o
plasmideo superenrolado, ou com 5 min de pré-incubacéo do composto e hTopo IB antes
da adicdo do DNA (substrato), na presenca de composto ou DMSO (controle negativo).
A capacidade do ligante livre de interferir na atividade do hTopo IB também foi verificada
nas mesmas concentragdes dos complexos.

Os experimentos em funcdo do tempo foram realizados com incubacao
simultanea de compostos ou pré-incubacdo de composto e enzima ou composto e DNA,
durante os tempos indicados. Interacdo entre o composto-DNA também foi analisada por

incubacéo tanto na presenca, quanto na auséncia da enzima.

3.9.3 - Cinética de clivagem

O substrato oligonucleotideo CL14 (5-GAAAAAAGACTTAG-3) foi
radiomarcado com [y-32P] ATP na sua extremidade 5'. A cadeia complementar de CP25
(5-TAAAAATTTTTCTAAGTCTTTTTTC-3') foi fosforilada no seu extremo 5' com ATP nao
marcado. Ambas as cadeias foram aneladas a um excesso molar de 2 vezes de CP25
em relacdo a CL14, criando uma cadeia dupla parcial CL14 / CP25, que contém o local
de clivagem preferencial da hTopo IB.

A reacéo de clivagem foi realizada incubando 20 nM de substrato com um
excesso de enzima em tampao de reagéo a 37°C, com DMSO (controle) ou na presenca
do composto, na concentragdo escolhida, da andlise dose-dependente. 5 min de preé-
incubacéo do composto e enzima, antes da adi¢cao de substrato, foram realizadas quando
indicado. Em diferentes tempos, 5 pL da mistura de reacéo foi retirado e parado com
0,5% de SDS. ApOs a precipitacdo com etanol, as amostras foram ressuspensas em 6L

de tripsina (1 mg mlt) e incubadas a 37 °C por 1 h. As amostras foram analisadas
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utilizando desnaturacéo (uréia 7 M / gel de poliacrilamida a 20%) por electroforese em
gel, utilizando tampéo TBE. Os experimentos foram realizados em triplicata, e um gel
representativo € mostrado. A porcentagem de bandas de clivagem foi quantificada pelo
software Phospholmager e ImageQuant.

3.9.4 - Cinética de religacéao

Para avaliar a cinética da religacéo, utilizou-se o duplex assimétrico CL14 /
CP25 (20 nM), preparado como descrito no item 3.9.3. O substrato foi incubado com um
excesso de enzima hTopo IB por 30 min, a 37 °C, em tampéao de reac¢do (20 mM Tris-HCI
apH 7,5, 0,1 mM Na:EDTA, 10 mM MgClz, 50 ug mL* de BSA acetilado e 150 mM KClI).
Apods a formacdo do complexo de clivagem, 5 yL de amostra da mistura reacional foi
removida e usada como tempo zero. Em seguida, a mistura foi pré-incubada durante 5
min com DMSO ou complexo, seguido pela adicdo de um excesso molar de 200 vezes
do oligonucleotideo complementar R11 (5-AGAAAAATTTT-3') ao longo do duplex
CL14/CP25. Esta adicao permite que a enzima realize a etapa de religacdo, restaurando
um oligonucleotideo duplex completo, como o produto. Nos pontos indicados no decorrer
do tempo, aliquotas de 5 pl foram retiradas, e a reacao interrompida com 0,5 % de SDS.
Apds a precipitacdo com etanol, as amostras foram ressuspensas em 6 pl de tripsina (1
mg mL1) e incubado a 37 °C durante 1 h. As amostras foram analisadas por electroforese
em gel de poliacrilamida utilizando desnaturacdo (7 M uréia / 20% poliacrilamida). Os
experimentos foram realizados em triplicata. A porcentagem de banda religada foi
determinada pelo software Phospholmager e ImageQuant.
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Capitulo 4- Resultados e Discusséo

4.1 - Sintese e Caracterizacéao

4.1.1 - Sintese dos complexos

A sintese dos novos complexos ocorreu por meio de reacdes de
substituicdo dos ligantes cloridos do precursor cis-[RuClz(bipy)(dppf)] pelos ligantes
mercapto N,S doadores (2-mercaptotiazolina, 2-mercapto-1-metilimidazol, 3-acido
carboxilico-6-mercaptopiridina, 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina e 2-tiouracil e 6-metil-
2-tiouracil). Os ligantes foram solubilizados em uma mistura de solvente de
CH2CI2/CH30H (3:1) em um sistema de refluxo, na presenca de KPFes e para a maioria
deles utilizou-se EtsN (um agente desprotonante®).

As sinteses do precursor e dos complexos foram realizadas sob atmosfera
de argbnio para impedir a oxidacéo da bifosfina (dppf) e do centro metéalico. As mudancas
de coloracdo da solucdo e insolubilidade do produto em metanol, evidenciaram a
formacao dos complexos de interesse. Os complexos AC e TIU foram sintetizados sem
a utilizacdo de EtsN, apenas o solvente metanol presente no meio reacional foi suficiente

para desprotonar o ligante.

4.1.2 - Caracterizacao dos complexos

Os compostos sintetizados neste trabalho foram caracterizados por
diferentes técnicas convencionais, dentre elas, a analise elementar, condutividade molar,
UV-vis, IV, voltametria, RMN 3!P{*H}, 'H e C{1H}, COSY (*H-'H) e HSQC (*H-3C) e

raios X para os complexos que foram obtidos o monocristal.

4.1.2.1 - Analise Elementar e Condutividade Molar

Apbés a sintese dos complexos, a composicdo quimica destes foi

determinada por analise elementar das porcentagens de C, H, N e S. Por meio desta
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técnica analitica foi possivel determinar a formula molecular dos compostos e
conseguentemente avaliar a pureza das amostras analisadas. A partir dos dados obtidos
na microanalise (Tabela 4.1) foi possivel sugerir as estruturas quimicas dos compostos,
0s quais seus valores foram condizentes com as férmulas quimicas propostas. No caso
do complexo DIA tem-se a presenca de solvente retido na rede cristalina, com duas
moléculas de H20. O complexo M-TIU com %2 H20 retida na rede cristalina, a qual foi
possivel ser observada na estrutura de raios X.

A relacé@o de eletrdlitos entre o complexo e o contra-ion foi determinada
medindo-se a condutividade molar da solucdo dos compostos (1 x 10° mol L) em
diclorometano (Tabela 4.1), onde os valores obtidos estdo dentro da faixa de eletrolitos
1:1 (12-77 S cm? mol' em diclorometano)''?. Baseando-se nas estruturas propostas para
0s complexos, os resultados se mostraram de acordo com o esperado, sugerindo a saida
de dois cloridos do precursor e a entrada de um ligante aniénico coordenado de forma
bidentada N,S.

TABELA 4.1- Dados de andlise elementar (CHNS) e condutividade molar dos complexos em
CH,Cl>.

Condutividade
Analise elementar Molar
(S cm? mol)

Complexos %C %H %N %S

51,67 | 4,08 | 4,01 | 6,23
(52,52) | (3,75) | (3,91) | (5,97)
53,41 | 3,92 | 5,09 | 2,91
(53,89) | (3,86) | (5,24) | (3,00)
[Ru(pyAC)(bipy)(dppf)]PFs (gﬁzg;) é:gg) é:?g) é:gg) 37,80 (1:1)

50,54 | 3,64 | 817 | 2,74

[Ru(tzdt)(bipy)(dppf)]PFs 49,10 (1:1)

[Ru(mmi)(bipy)(dppf)IPFe 60,20 (1:1)

[Ru(dmp)(bipy)(eppfIPFe. 20 | S50 | 200 | 510 | 202 | 29,00 1)
[Ru(6m2TU)(bipy)(dppf)]PFs. ¥ H20 (ggz%) (gzgg) (g:gé) (3283) 39,70 (1:1)
[Ru(2TU)(bipy)(dppf)]PF 5346 | 365 | 542 | 2,64 | 4490 (1)

(53,15) | (3,72) | (5,17) | (2,96)

Experimental (calculado)
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4.1.2.2 - Espectroscopia vibracional naregiao do infravermelho (1V)

Os espectros de absorcéo na regido do infravermelho apresentados neste
trabalho foram obtidos em pastilhas de KBr na regido entre 4000-300 cm™ e suas
atribuicbes propostas para os complexos foram baseadas comparando-se com 0s
espectros dos ligantes, complexo precursor e dados da literatura®.

Sabe-se que os ligantes tionas heterociclicos, sao caracterizados pelo
tautomerismo na forma tiona-tiol, no entanto todos seus derivados monossubstituidos de
piridinas, pirimidina, tiazol, imidazol e purina se encontram preferencialmente na forma
de tiona no seu estado s6lido®®. Os modos vibracionais correspondentes ao grupo
tiocarbonila (C=S) sdo encontrados em numeros de onda mais baixo e com intensidades
menores que o grupo carbonila (C=0), pois se trata de um grupo menos polar com ligacao
mais fraca entre o carbono e o enxofre!!3. Nos espectros dos ligantes mercapto, o grupo
C=S esta ligado diretamente a um atomo de carbono que esté adjacente a um atomo de
nitrogénio, ocorrendo um acoplamento entre os modos vibracionais que resultam em
varias bandas na regido de 1570-700 cm 114,

Em funcado do tautomerismo dos ligantes mercapto, encontra-se reportado
na literatura uma versatilidade muito grande de coordenacao destes ligantes com o metal,
e elas aumentam com o aumento de substituintes, como € o caso dos ligantes 2-tiouracil
e 6-metil-2-tiourail. Para determinar a forma em que os ligantes estdo coordenados ao
metal, as técnicas de espectroscopia de absorcdo na regido de infravermelho, RMN e
raios X foram de grande importancia. Na Figura 4.1 tem-se a as possiveis formas de
coordenacao bidentada do ligante 2-tiouracil com o centro metalico.

|O)L IOJ\/M [gi [i)é

N S N S

S
.

(@) (b) (©) (@)

FIGURA 4.1- Diferentes formas de coordenacéo bidentada do ligante 2-tiouracil com o metal.
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Comparando-se o espectro do precursor (linha preta) com os espectros do
complexo TIA (Figura 4.2) e os demais complexos no apéndice (Figura A1-A5), € possivel
observar que os principais modos vibracionais referentes a bifosfina e bipy permanecem
praticamente inalterados apés substituicdo dos ions cloridos do precursor. As bandas que
surgiram nos espectros dos novos complexos sdo atribuidas aos ligantes derivados de
tionas heterociclicos e ao contra-ion PFe'.

Nos espectros dos complexos sintetizados (linha vermelha) tém-se bandas
de média e baixa intensidade na regido de 3100-2800 cm™ referentes aos estiramentos
C-H do grupo fenila da dppf e da bipy; na regido de 1400-990 cm-?, que séo atribuidas as
deformacdes angulares da ligacdo C-H no plano, e entre 990 e 600 cm™ tem-se as
bandas de deformacgbes angulares fora do plano dos estiramentos C-H dos anéis
aromaticos da fosfina e da bipy. Bandas de forte intensidade na regiao de 1631-1300 cm"
1 sdo caracteristicas dos estiramentos vibracionais de C=N e C=C dos ligantes mercapto,
dppf e bipy?6:87.115116 ' As handas de alta intensidade em torno de 840 cmt e 557 cm séo
atribuidas aos estiramentos vibracionais do contra-ion PFe, confirmando sua presenca
nos complexos. Uma banda forte observada em 1517 cm-t no espectro do ligante livre,
referente a C-N. Apds coordenacédo essa banda é deslocada para 1530 cm™, o que indica
a predominancia da forma tautomérica N=C-SH, em que o complexo é formado.

Importante destacar a auséncia de banda na regido de 3400-3000 cm*
correspondentes ao estiramento N-H nos espectros dos complexos TIA, M-IMI, DIA e AC,
e também a auséncia da banda referente ao modo vibracional vS-H na regido de 2600-
2500 cm™* 113, Essas observacdes indicam que os ligantes N,S doadores, estédo
coordenados ao centro metélico Ru(ll) na forma aniénica. Uma banda de vibracao forte
em torno de 697 cm* correspondente ao estiramento C-S'7:118 e outra em 1435 cm™ do
estiramento C=N!17118 indicam a coordenacéo do ligante na forma tiolato, onde o enxofre

exociclico se encontra anidnico e o anel heterociclico na forma —C=N-.
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FIGURA 4.2 - Espectros de absorc¢éo na regido do infravermelho do precursor (—), ligante livre 2-
mercaptotiazolina (—) e do complexo TIA (—), em pastilha de KBr.

As principais tentativas de atribuicdo das frequéncias vibracionais, obtidas
nos espectros de absorgdo na regido do infravermelho dos complexos, sdo mostradas na
Tabela 4.2.
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TABELA 4.2 — Tentativas de atribuicdo dos principais modos vibracionais dos complexos de
formula geral [Ru(NS)(bipy)(dppf)]PFe.

Nimero de onda (cm™?)

Atribuicdes

TIA M-IMI AC DIA M-TIU TIU
vN-H -- -- -- 3505f; 3402f | 3341m | 3351m
vC-H 3058f | 3054f 3058f 3054f 3056f 3057f
VasC-H() 2926f | 2928f 2923f 29271 2923f 2924f
vsC-H(d) 2856f | 2854f 2853f 2854f 2855f 2855f
vC=0 -- -- 1716m -- 1663F | 1662F
vC=N (bipy) 1601m | 1603m | 1603f 1604f 1603f | 1603f
vC-C(¢) 1587f | 1585f | 1586F 1578m 1587f | 1587f
o0C-H + vC-N 1530m | 1526f 1540f 1542m 1528m | 1517m
vC=C(¢) (dppf) 1481f | 1480m | 1481f 1480f 1481f | 1482f
vC=C(¢) (dppf) 1467f | 1469f | 1468f 1465f 1469f | 1471f
vC=N 1435m | 1435m | 1434m 1435m 1434m | 1434m
vN-CHs - 1396f - - - -
BC-H(¢) 1307f | 1309f 1309f 1309f 1309f 1309f
vC-OH -- -- 1386f -- -- --
vC-S 1197f | 1283f 1257f 1241m 1263F | 1266F
3C-H (Cp) 1038f | 1039f | 1039f 1039f 1041f | 1038f
v anel 1000f | 1000f | 1000f 1000f 1000f | 1000f
v PFs 840F 841F 843F 843F 843F 844F
dC-H(¢) (bipy) 761m 764f 765m 764f 762m 763m
dC-H(¢) 748f 748f 747m 747f 751m 747m
vC-S 697F 699F 699F 696F 697F 697F
PFe 557F 557F 557F 557F 557F 557F
vFe-Cp 547m 547m 545m 545m 547m 547m
vP-C(¢) 519m 520m 519F 519m 519F 519F

F= forte; m= média; f= fraca.
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Nos espectros dos complexos M-TIU e TIU (apéndice A4 e A5) é
evidenciado a coordenacdo bidentada pelos sitios N,S, pois o0 estiramento
correspondente ao vC=0 dos complexos M-TIU e TIU se encontra em 1663 cm™, o que
esta muito préximo do estiramento vC=0 dos ligantes livres, em torno de 1670 cm™. Caso
0 oxigénio estivesse envolvido na coordenacdo, o grupo C=0O teria sua ligacao
enfraquecida, com um carater de ligacado simples, o que alteraria significativamente a
posicdo da banda do estiramento vC=0 no espectro, o que nao foi observado. Também
foi possivel evidenciar a coordenagéo dos ligantes na forma anidnica, devido a auséncia
da banda referente ao modo vibracional vS-H*3.

As bandas referentes aos estiramentos de Ru-N e Ru-S na regido de 300-
400 cm™ 8, ndo foram possiveis de serem identificadas devido a sobreposicdo das

bandas do precursor com as do ligante nessa regiao.

4.1.2.3 - Espectroscopia eletronica de absorcdo na regidao UV-visivel
(UV-vis)

Os espectros eletrdnicos dos complexos sintetizados apresentam um perfil
espectral semelhante entre si, uma vez que se trata do mesmo precursor. Levando-se
em conta as caracteristicas eletrénicas dos ligantes e do centro metalico, envolvidas
nestes complexos, pode-se prever algumas transicOes eletronicas. As fosfinas
apresentam orbitais d vazios de baixa energia, sendo previsivel a transicdo de
tranferéncia de carga do metal-ligante quando coordenada ao centro metalico de baixo
estado de oxidacdo. Na estrutura quimica dos ligantes bifosfinicos e bipidinicos tém-se
duplas conjugadas alternadas que aumentam a energia de transicédo mT— T* gerando
bandas de transic¢ao intraligantes, com absorcdo na regido ultravioleta.

Na Figura 4.3 tem-se 0 espectro de absorcdo eletrdnica no UV-vis do
complexo TIA (1,00-4,82 x 10> M) em CH2Cl2, com bandas de absorgéo eletronica em
302 e 438 nm. Analisando os espectros de todos os complexos (Figura 4.4 e Figura A6-
A10), é possivel observar na regido ultravioleta, uma banda entre 290 e 302 nm referente
as transigdes intraligantes IL (171 — 1) da bipy, dppf e ligantes mercapto (N,S doadores).
Uma banda na regido visivel (400-440 nm), caracterizada pela transferéncia de carga
do metal Ru (d1r) para o ligante (1) (MLCT), que se encontra sobreposta com a
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transicdo d-d do atomo de Fe da bifosfina (dppf)!1®121, As principais atribuicdes das

transicOes eletronicas referentes as bandas de absorcédo observadas nos espectros de

UV-vis dos complexos e seus valores de ¢ (absortividade molar) sdo mostradas na

Tabela 4.3.

Absorbancia (u.a.)

—— 1,00 x10° mol L™
——1,98x10°mol L"
—— 2,94 x10° mol L
——3,88x10° mol L™
——481x10°mol L™

T T T
300 400

: T T
500 600 700

Comprimento de onda (nm)

800

Absorbancia (u.a.)

1.2+

1,04

0,8+

0.6

0.4+

0,2+

0,0

—9,52x10°mol L
—1,16x 10* mol L
——1,36 x 10™ mol L
——1,55x 10" mol L
——1,74x 10" mol L

T
400

T T T N T
500 600 700
Comprimento de onda (nm)

800

FIGURA 4.3 - Espectros de absor¢éo na regido UV-visivel do complexo TIA em CHxCly. (A) €3020m
-3,12 x 10*L mol* cm™ e (B) €438nm= 5,94 x 10%L mol* cm™.

TABELA 4.3 - Principais atribuiges das transi¢des eletronicas referentes as bandas encontradas

nos espectros de absorcao na regiao UV-visivel dos complexos.

IL (Tr—TT*)
bipy, dppf, C=S IL +d-d + TCML
Complexo | A (nm) € (L mol* cm?) A (nm) € (L mol* cm?)
TIA 302 3,12 x 104 438 5,94 x 103
M-IMI 298 2,58 x 10* 452 3,96 x 103
AC 292 2,97 x 10% 400 8,82 x 103
DIA 300 2,69 x 10* 442 5,26 x 103
M-TIU 302 2,36 x 10* 430 4,41 x 103
TIU 298 2,26 x 10* 420 4,72 x 108
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4.1.2.4 - Estudo Eletroquimico

As técnicas eletroquimicas permitem avaliar a energia necessaria, na forma
de potencial, para promover a oxidacao ou reducao de determinada espécie quimica em
solugdo. Em compostos de coordenacdo essa energia fornece informacdes adicionais
sobre as propriedades receptoras e doadoras dos ligantes, as quais estdo intimamente
ligados a densidade eletrénica nas camadas de valéncia do metal'??2. O comportamento
eletroquimico dos compostos sintetizados foi estudado usando as técnicas de voltametria
ciclica (VC) e a voltametria de pulso diferencial (VPD).

Todos os complexos sintetizados sao bimetalicos Ru/Fe (ll), logo tem-se em
seus voltamogramas de VC e VPD dois processos de oxidacdo referentes aos pares
Rull/Rulll e Fell/Felll. Para atribuicdo dos processos a cada metal foi necessario realizar
uma eletrélise dos complexos em uma solugéo de PTBA 0,1 mol L* em dimetilformamida,
aplicando um potencial de 1100 mV durante 3 h. O produto da eletrélise foi caracterizado
por técnicas analiticas para identificacdo do metal Fe (Ill). Em solucdo de NH4SCN a cor
da solucao fica vermelha com a presenca de Fe (lll), devido a formag¢do do composto
[Fe(SCN)s]*. Em outro teste, com Ka[Fe(CN)e], a solucdo torna-se azul com a formacéo
do composto KFe[Fe(CN)s]. Como a solucdo do complexo é alaranjada, o segundo teste
foi mais adequado, pois permitiu observar a mudanca de coloracao da solu¢gdo com maior
clareza, sendo possivel identificar o processo correspondente ao par redox Fell/Felll.

Na caracterizacdo dos processos observados nos voltamogramas ciclicos
dos complexos (Tabela 4.4), foi evidenciada, a presenca de Fe(lll) no primeiro potencial
para todos os complexos da série, sendo assim o0 processo em menor potencial atribuido
ao par redox Fell/lll, o Epa se encontra na faixa de 834-1024 mV, e o outro, em maior
potencial, referente ao processo do par redox Rull/lll, em Epa na faixa de 1300-1500 mV.
Na Figura 4.4, podem ser observados os voltamogramas de VC e VPD do complexo TIA,
com potencial de oxidacdo em 966 mV (Fell/Felll) e 1508 mV (Rull/lll). Os
voltamogramas de VC e VPD dos demais complexos podem ser encontrados no
apéndice (Figuras A11-A15).
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FIGURA 4.4 - Voltamogramas ciclicos e de pulso diferencial de oxidacdo do complexo
[Ru(tzdt)(bipy)(dppf)] PFs (TIA) em 0,1 mol L de PTBA em CH.Cl,a 100 mV / s.

Tabela 4.4 - Potenciais dos voltamogramas ciclicos dos complexos em 0,1 mol L** de PTBA em
CH,Cl,a 100 mV / s.

Complexos Fell/lll Rull/l
Epa Epc E1e [ Ipa/lpc| | Epa Epc E1e | 1pa/lpc |

Precursor 1032 908 970 0,99 685 557 621 1,35
TIA 966 844 905 1,10 1508 1350 1429 1,15
M-IMI 973 871 922 1,13 1247 --- --- ---

AC 960 834 897 1,05 1380 1249 1314 1,05
DIA 998 851 924 1,07 1425 1255 1340 1,10
M-TIU 958 824 891 1,10 1455 1313 1384 1,11
TIU 979 816 897 1,30 1505 1294 1399 1,40
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Observa-se (Tabela 4.4) que os processos referentes ao Rull/lll e Fell/lll
trocam de posicdo em relacdo ao complexo precursor. No precursor cis-
[RuClz(bipy)(dppf)] os processos reversiveis em Epa= 685 e 1032 mV sao referentes aos
pares redox Rull/lll e Fell/llI*?3, respectivamente, jA os complexos contendo os ligantes
mercapto, os processos de menor potencial séo atribuidos ao par Fell/lll. Esse fato pode
estar relacionado com a substituicdo dos dois cloridos (o e 1T doador) pelos ligantes N,S,
que sao o doadores e 1T reptores, como 0s ligantes coordenam diretamente ao centro
metalico Ru, seu potencial de oxidacdo fica mais sensivel com a variagdo do ligante.
Dessa forma, a entrada do ligante 1T receptor, diminui a densidade eletrénica do centro
metalico, tornando o potencial de oxidacdo do Ru mais alto. Além disso, o0 aumento dos
potenciais para os dois processos com a coordenacédo do ligante pode ser atribuido a
maior estabilidade que a coordenacgéo do ligante N,S confere ao composto.

Comparando-se os valores de Epa dos complexos, observa-se um menor
valor para o complexo M-IMI, o que pode ser justificado pela presenca do grupo metila no
ligante mercapto, o qual ira doar elétrons tornando o ligante mais basico, com o centro
metélico mais rico em densidade eletrbnica, a sua oxidacao é facilitada com menor valor

de potencial.
4.1.2.5 — Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A técnica de RMN oferece informacBes sobre o numero de atomos

magneticamente distintos do ndcleo estudado, assim como o0 ambiente quimico de cada

tipo. Neste trabalho foram estudados os nucleos de ?},P 1H e 12C.

4.1.2.5.1 — Caracterizacdo dos complexos por RMN 3!P{1H}

O RMN 3P {1H} foi utilizado para caracterizacéo dos complexos, bem como
para acompanhar as sinteses e a estabilidade quimica dos compostos em solugcédo. O
espectro de RMN 3P{*H} do complexo precursor cis-[RuClz(bipy)(dppf)] em CH2Cl2, como
ja descrito na literatura'?3, apresenta um sistema de spin AX com dois dubletes, em &

42,15 e & 36,50, e uma constante de acoplamento 2Jr-p = 30,70 Hz, evidenciando sua

61



Macédo, A. P. M. G. Resultados e Discussao

isomeria cis.

Os espectros de RMN 3'P{1H} obtidos para os complexos sintetizados
apresentam dois dubletes, indicando a inequivaléncia magnética dos atomos de fésforo
da bifosfina. A coordenac¢éo dos ligantes foi evidenciada com o deslocamento quimico
dos sinais da bifosfina para regides de maiores frequéncias, quando comparado ao
precursor (Tabela 4.5). Isso ocorre devido a substituicdo dos ligantes cloridos presentes
no precursor pelos ligantes doadores N,S, que promovem uma desblindagem dos atomos
de fosforo mais eficientemente, ou seja, os fosforos se encontram mais desprotegidos.
Dessa forma todos 0s compostos apresentaram ligantes coordenados de forma
bidentada pelos &tomos doadores N,S dos ligantes mercapto, o que também foi possivel
ser evidenciado nos espectros de absorcdo na regido de infravermelho. Além disso
também foi possivel identificar em todos os espectros, um hepteto em & -144
correspondente ao atomo de fésforo do contra-ion PFes'.

Na Figura 4.5 é mostrado o espectro de RMN 3!P{*H} do complexo TIA em
CH2Cl2/D20, de sistema spin AX, com dois dubletes em & 52,58 e d 45,76, e um hepteto
de & -144, com uma constante de acoplamento 2Jp-p = 34,50 Hz. Os espectros de RMN

31P{1H} dos demais complexos sdo mostrados no apéndice (Figuras A16—A20).

i)
29 N
N s o
~ D o -
LN < w0
¢ Y
N -
3
D
~Np Lo
(T q—m
~ T 2
Jo. o= 34,50 Hz
o
T T B A e S N R BT R o
57 55 53 51 49 47 45 43 41 I
(ppm) -
1
W ey Ll ll

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
60 50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50 60 /0 80 90 110 130 150
(ppm)

FIGURA 4.5 - Espectro de RMN 3'P{*H} do complexo TIA, em CH.Cl,/D,0.
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TABELA 4.5 - Deslocamentos quimicos (8) e constante de acoplamento dos atomos de fésforos
da bifosfina (23Jp-p) obtidos no RMN 3P{*H} em CH,Cl,/D0.

Complexos o) 2Jpp (H2)
cis-[RuClz(bipy)(dppf)] 42,15 e 36,50 30,70

52,79 e 46,02 34,50
TIA

47,31 e 40,02* 24,40

45,20 e 41,44 24,20
M-IMI

46,34 e 44,74* 30,40
AC 50,19 e 43,90 34,50
DIA 49,85 e 45,89 34,30

50,38 e 44,09 33,00
M-TIU

48,84 e 46,02* 34,60

49,88 e 44,51 33,00
TIU

50,11 e 46,78* 34,60

*Isdmero em menor propor¢cao no meio reacional.

A espectroscopia de RMN 3'P{*H} foi uma técnica muito importante para
determinar as condic¢des ideais das sinteses de cada complexo, como o tempo de reacéo,
a utilizacdo de agente desprotonante, o solvente ideal e identificacdo de misturas de
compostos ou isbmeros em solucdo. Para a maioria dos complexos utilizou-se a
trietilamina para a desprotonacéo dos ligantes, exceto para os complexos AC e TIU, pois
a adicao de trietilamina gerava varias espécies em meio reacional, com o aparecimento
de vérios sinais no espectro de RMN. Possivelmente essa adicdo promove a
desprotonacdo de mais de um atomo, o que aumenta os pontos de coordenacdo dos
ligantes mercapto desses complexos. Dessa forma, a desprotonacao do ligante pyAC foi
possivel no meio reacional, onde a mistura de solvente diclorometano/metanol ou
diclorometano/etanol foram suficientes para desprotonar o ligante e obter apenas um
produto.

As reacOes de sintese dos complexos M-IMI, M-TIU e TIU apresentaram
isbmeros em solucdo, que foi identificado pela presenga de quatro dubletes no RMN

31p{1H} (Tabela 4.5), seus espectros estdo no apéndice (Figura A21-A23). Essas

63



Macédo, A. P. M. G. Resultados e Discussao

misturas sdo decorrentes de isbmeros de ligacdo em solucéo, variando o atomo do ligante
mercapto que se encontra trans a fosfina, sendo um isémero com o nitrogénio trans a
fosfina e 0 outro com o enxofre trans a fosfina. No entanto, foi possivel separar um dos
isdmeros dos complexos M-IMI e M-TIU, por diferenca de solubilidade, com a precipitacéo
de apenas um produto em metanol, que foi possivel ser evidenciado no espectro
RMN3P{*H} com somente dois dubletes. J4 o complexo TIU, a presenca de isdmeros foi
evitada com a reducdo do tempo de reacdo, sendo duas horas de reagdo o tempo
suficiente para obtencao de apenas um produto.

4.1.2.5.2 — Caracterizacdo dos ligantes e complexos por RMN !H e
13C{1H}

Os ligantes mercapto foram caracterizados por RMN H e '3C{*H} em
acetona-ds ou DMSO-ds, e seus espectros obtidos sdo mostrados no apéndice (Figura
A24-A31). Os deslocamentos quimicos referentes aos atomos de hidrogénio e carbono
dos ligantes 3 e 4, em DMSO-ds, foram obtidos de caracteriza¢des feitas anteriormente
em outro trabalho do grupo de pesquisa®®. As estruturas quimicas dos ligantes, com
identificacdo dos atomos de hidrogénios e carbonos, sdo mostradas na Figura 4.6, e 0s
valores do deslocamento quimico correspondente a cada atomo de hidrogénio e carbono

estdo listados nas Tabelas 4.6 e 4.7, respectivamente.

@ ).k @ d)HSC

PN
el

° 1 °]
LI

FIGURA 4.6 — Estruturas quimicas dos ligantes mercapto. (1) 2-mercaptotiazolina, (2) 2-
mercapto-1-metilimidazol, (3) 3-acido carboxilico-6-mercaptopiridina, (4) 4,6-diamino-2-
mercaptopirimidina, (5) 6-metil-2-tiouracil, (6) 2-tiouracil.
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1
L

0% 2 "OHe

64



Macédo, A. P. M. G.

Resultados e Discussao

TABELA 4.6 - Deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos atomos de hidrogénio dos

ligantes mercapto.

5

Ligantes Ha Hb Hc Hd He
1 8,87 4,02 3,61 - -

2 11,13 6,88 6,99 3,52 -

3 13,76 8,04 7,70 7,31 3,57
4 12,70 6,73 5,30 - -

5 12,28 5,69 2,07 - -

6 12,38 7,40 5,81 - -

TABELA 4.7 - Deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos &tomos de carbono dos ligantes

mercapto.
5
Ligantes C1 C2 C3 C4 C5 C6
1 201,63 52,25 34,10 - -
2 164,07 120,00 114,34 34,23 -
3 181,30 164,80 140,50 135,30 132,90 116,00
4 177,80 177,70 74,50 - - -
5 175,78 160,99 153,11 103,64 -
6 175,98 161,03 142,07 105,24 -

Em solucéo pode ser encontrado duas formas tautoméricas (tiona e tiol) do

ligante mercapto. Assim, para fazer uma atribuicdo consistente do &tomo de hidrogénio

ligado aos atomos de enxofre ou nitrogénio, a coexisténcia dos dois tautdmeros precisa

ser considerada. No espectro de RMN !H, o préton ligado ao atomo de nitrogénio é

observado como um singleto em 10,1 ppm, quando o préton esta ligado ao atomo de

enxofre, o sinal observado no RMN *H é em 3,30 ppm*8. Nos espectros de RMN 'H dos

ligantes mercapto é observado o sinal de N-H, predominando a forma tiona em solugéo.

A andlise dos espectros de RMN obtidos para os complexos permitiram confirmar a

presenca dos ligantes mercapto na esfera de coordenagédo do metal, bem como a

desprotonacao do atomo de nitrogénio (NHa) dos ligantes ao se coordenarem, pois nao

é observado o sinal de ressonancia referente a este hidrogénio nos espectros de RMN
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'H dos complexos. Portanto, a coordenacéo desses ligantes ao centro metalico Ru (l1) foi
na forma desprotonada.

A caracterizacdo dos complexos necessitou de diferentes técnicas de RMN
para melhores atribuicGes dos sinais, tais como, RMN 'H, COSY (*H-!H), 13C {*H}, DEPT-
135 e HSQC (*H-13C). As andlises dos espectros de RMN 'H e 3C foram desafiadoras,
pois se tratavam de espectros com um grande numero de sinais sobrepostos em uma
mesma regido, os quais sado atribuidos aos &tomos de hidrogénio dos anéis da bifosfina
e bipiridina, sendo assim, as técnicas bidimensionais foram importantes para melhorar a
compreensao e atribuicbes dos sinais.

Nos espectros de RMN 'H dos complexos sintetizados é possivel distinguir
dois conjuntos de sinais, em regides diferentes. Em regido de alta frequéncia & 6,50-9,22
tem-se o conjunto de sinais dos hidrogénios aroméaticos das fenilas da bifosfina, bipiridina
e de alguns ligantes mercapto; em & 3,69-5,95 tem-se o conjunto de sinais referentes
aos hidrogénios ligados aos anéis de ciclopentadienil da dppf.

O complexo TIA exibiu sinais no espectro de RMN *H (Figura 4.7) referentes
aos hidrogénios aromaticos da bifosfina e bipiridina, e também os quatro hidrogénios do
ligante 2-mercaptotiazolina (tzdt). Para este complexo tem-se quatro multipletes em &
2,11, 2,46, 2,73 e 3,13, referentes aos hidrogénios de dois grupos metilenos do ligante
tzdt. Os oito hidrogénios dos anéis de ciclopentadienil séo atribuidos a sete sinais, onde
se tem um multiplete em & 4,33 que integra para 2H, e seis singletes integrando para 1H
cada, em © 3,69, 4,29, 4,55, 4,71, 4,86 e 5,71. Os hidrogénios aromaticos da bipiridina
se encontram na regido de 6 6,81-9,22, distribuidos em dubletes e tripletes com valores
de constante acoplamento e integrais condizentes aos hidrogénios esperados. Os
hidrogénios dos grupos fenilas da dppf sdo encontrados na regiédo de 6 6,81-7,85 e
apresentaram integrais condizentes ao nimero de hidrogénios esperados. Para este
complexo os sinais de hidrogénio do ligante tzdt ndo estavam em regido de maior
concentracéo de sinais, o que facilitou na identificagdo deles. No entanto as atribui¢cdes
de todos os sinais foram mais bem esclarecidas quando analisado o mapa de contorno
da correlagdo H-H, COSY (*H-'H). No mapa de contorno de COSY (*H-'H) (Figura 4.8)
foi possivel identificar o acoplamento entre os atomos de hidrogénios vizinhos, que foram
analisadas dentro da faixa de deslocamentos quimicos correspondentes aos conjuntos

de sinais identificados nos espectros.
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FIGURA 4.7 - Espectro de RMN *H do complexo TIA, em acetona-ds.
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FIGURA 4.8 - Mapa de contorno de COSY (*H-!H), obtido para o complexo TIA, em acetona-ds.
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Nos espectros de RMN 13C{*H} dos compostos sintetizados foram
encontradas regides muito complexas, com um grande namero de sinais sobrepostos, de
dificil distingdo, o que ocorre em funcdo do grande numero de carbonos aromaticos
presentes nas estruturas dos complexos, que apresentam deslocamentos quimicos muito
préximos. Portanto, as atribuicbes dos conjuntos de sinais dos atomos de carbono e
hidrogénio referente a cada complexo e ligante mercapto foram realizadas a partir da
analise do mapa de contorno da correlacéo entre os nlcleos de *H e 13C, HSQC (*H-13C),
onde foi possivel identificar as correlages de ligagdes simples hidrogénio-carbono.

Na Figura 4.9 é mostrado o espectro de RMN 3C{*H} do complexo TIA, no
qual foram identificados os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono do ligante.
Em uma andlise combinada com o mapa de contorno de HSQC (*H-'3C), foi possivel
fazer as atribuicées dos atomos de carbono dos ligantes. No mapa de contorno de HSQC
(*H-3C) (Figura 4.10), estédo identificadas as regides correspondentes de cada ligante do
complexo. Em regidao de menor frequéncia & 57-30, estdo localizados os atomos de
carbono do grupo metileno do ligante tzdt, sendo o sinal em & 56,20 referente ao CH>—N
e o sinal em & 31,46, referente ao CH2>—S. Os dois grupos metilenos, também foram
identificados no espectro DPT-135 (Figura 4.11), em que os sinais de CH: se diferem dos
demais com o sinal negativo. A identificacdo desses carbonos na estrutura do complexo
analisado, indicam a coordenac¢do do ligante tzdt ao centro metalico.

Na regido em que se tem um grande numero de sinais (6 121-159), foram
identificados os carbonos que acoplam com os hidrogénios aromaticos da bipiridina e
fenilas da dppf. Os carbonos (C-H) dos anéis de ciclopendadienil da dppf (Cp-dppf), foram

atribuidos aos sinais que se encontram na regido de 6 79-71.
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FIGURA 4.10 - Mapa de contorno de HSQC (*H-*C) do complexo TIA, em acetona-ds.
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FIGURA 4.11 - Espectro de DEPT-135 do complexo TIA, em acetona-ds.

A identificacdo dos sinais referentes aos carbonos quaternarios foi
realizada comparando-se o espectro de RMN*C{*H}, com mapa de contorno de COSY
(*H-'H) ou com o espectro de DEPT-135, pois os sinais desses carbonos vao estar
presentes somente no espectro de RMN 13C{*H}. O carbono quaternario do ligante tzdt
pdde ser atribuido com maior clareza, pois se encontrava em uma regido mais
desblindada e distante dos outros sinais, sendo assim o sinal em 0 184,35 é referente ao
carbono C-S do ligante tzdt. Os sinais localizados na regido de & 160-156 foram atribuidos
aos carbonos quaternarios da bipiridina. Os dois carbonos quaternarios de Cp—dppf
foram atribuidos aos sinais em & 86,65 e & 82,42. Ja os deslocamentos quimicos
referentes aos carbonos quaternarios das fenilas, ndo foram possiveis de serem
atribuidos, devido a sobreposi¢do dos sinais.

Os espectros de RMN 'H e RMNC{*H}, e os mapas de contornos de COSY
(*H-1H) e HSQC (*H-'3C) dos outros complexos da série se encontram no apéndice
(Figura A32—-A51). As identificacbes dos sinais referentes a cada ligante da esfera de
coordenacao dos complexos podem ser visualizadas nas figuras dos seus respectivos

espectros.

70



Macédo, A. P. M. G. Resultados e Discussao

4.1.2.6 -Difracao de raios X

A difracdo de raios X é uma técnica importante para a caracterizacao
estrutural de compostos quimicos, pois fornece com precisdo a sua estrutura
tridimensional. Neste trabalho foram determinadas as estruturas cristalinas dos
compostos TIA, AC, M-TIU e TIU, as quais sdo apresentadas na Figura 4.12, onde as
moléculas de solvente e do contra-ion foram omitidas para melhor visualizacdo da
estrutura. O complexo TIA cristalizou em um sistema ortorrémbico, de grupo espacial P-
1, e monoclinico, de grupo espacial P21 (M-TIU e AC) e P21 (TIU).

Os monocristais obtidos para os complexos TIA, AC, M-TIU e TIU
confirmaram as estruturas propostas por outras técnicas, sendo estruturas de geometria
octaédrica distorcida, formada pelo ligante N,S coordenado na forma bidentada ao centro
metalico, com o atomo de nitrogénio em posicao trans ao atomo de fésforo e o atomo de
enxofre trans ao atomo de nitrogénio da bipiridina. Os dados cristalograficos e de
refinamento das estruturas TIA, AC, M-TIU e TIU séo apresentados no apéndice (Tabela
Al).
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(b)

(d) .
FIGURA 4.12 - Estruturas cristalinas dos complexos (a) TIA, (b) AC, (c) M-TIU e (d) TIU, com
elipsoides de 30% de probabilidade. As moléculas de solvente de cristalizagéo e o contraion PFe

foram omitidas.

Os principais comprimentos e angulos de ligacdo estdo resumidos na
Tabela 4.8.
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Tabela 4.8 - Principais comprimentos e angulos de ligacdo obtidos nas estruturas de raios x dos
complexos TIA, AC, M-TIU e TIU.

Distancias (A) / Angulos (°)

TIA AC MTIU TIU
Ru-P1 2,3414(9) 2,3413(8) 2,3187(9) 2,3489(11)
Ru-P> 2,3248(9) 2,3328(8) 2,3380(9) 2,3167(11)
Ru-N1 2,115(3) 2,105(3) 2,158(3) 2,164(4)
Ru-N> 2,111(3) 2,128(3) 2,110(3) 2,109(4)
Ru-N3 2,140(2) 2,126(3) 2,130(3) 2,123(4)
Ru-Si 2,4616(9) 2,4142(8) 2,4158(11) 2,4118(12)
C1-S1 1,719(3) 1,724(3) 1,662(5) 1,717(6)
P1-Ru-P2 95,54(3) 96,42(3) 96,52(3) 95,57(4)
Ni-Ru-S1 66,59(7) 67,73(8) 66,81(11) 66,79(12)

Os valores de distancias e angulos de ligacédo para os complexos estdo de
acordo com os dados apresentados na literatura para outros complexos de Ru (ll)
bifosfinico'?1:124125  QOs altos valores de angulo de ligacdo da dppf P-Ru—P (95,54—
96,52°), assim como os baixos valores dos angulos S—-Ru—-N (66,58-67,73°) para os
complexos tipo [Ru(NS)(bipy)(dppf)]PFe levam a distor¢des das estruturas octaédricas.

As distancias do tiona (C=S) s&o maiores para 0s complexos que o ligante
livre (1,68 A)8 e menores que a forma tiol (C-S) de 1,81 A%, indicando uma diminuig&o

do carater de dupla ligacdo, como resultado da coordenacéo ao centro metalico.

4.1.2.7 —Estabilidade dos complexos em solucéo

A estabilidade dos complexos foi avaliada em solugdes que foram utilizadas
para a realizacéo dos testes bioldgicos. Primeiramente foi monitorada por RMN 3'P{'H} a
estabilidade dos complexos em DMSO, o qual foi utilizado para solubilizar os complexos.
Se tratando de um solvente coordenante, a possibilidade de coordenacéo foi cogitada e
entdo investigada. O tempo de estudo de estabilidade foi baseado no tempo de

tratamento nas células, sendo registrados espectros nos tempos de 0, 24 e 48 h. A
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estabilidade dos complexos também foi avaliada em DMSO/meio de cultura
(20/80%(v/v)), uma vez que o meio de cultura foi utilizado nos experimentos in vitro.

Os complexos com os ligantes mercapto de cinco membros, como o tzdt e
mmi, foram instaveis em DMSO, sendo observado o aparecimento de dois dubletes
diferentes no espectro de RMN 3!P{*H} (Figura 4.13) para o complexo TIAem 47,7 e 41,1
ppm, quando comparado as intensidades dos sinais referentes ao complexo inicial com
a espécie formada no periodo de 48 h, notou-se que havia 93% do produto inicial,
mostrando que a espécie do complexo inicial esta presente em maior propor¢do, sendo
esta, a majoritaria e responsavel pela potencial atividade observada nos ensaios in vitro.
A fim de verificar se essa isomerizacdo estava ocorrendo de fato, devido a pequena
porcentagem do isdbmero observado em 48 h, a solugdo do complexo foi monitorada por
um periodo maior, o que foi evidenciado o aumento do isdbmero em solucdo para 22%,
em 15 dias. Portanto, o complexo TIA esta mesmo isomerizando lentamente em DMSO.
Para o complexo M-IMI foi observado o aparecimento de dois dubletes diferentes do
complexo inicial, em 45,8 e 45,1 ppm, no tempo 0 h, permanecendo 75% da espécie
inicial em 48 h (Figura 4.14). Comparando-se os complexos TIA e M-IMI, é possivel
observar uma velocidade de isomeriza¢do mais rapida para o complexo M-IMI. Os sinais
referentes aos dois dubletes formados em solucdo foram atribuidos aos isdbmeros dos
complexos e ndo a coordenacéo do solvente DMSO, pois esses mesmos sinais foram
identificados no meio reacional em CH2Cl2/CHsOH.
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FIGURA 4.13 - Espectros de RMN 3'P{H} registrados nos tempos 0, 24, 48 h, 72 h, 7 dias, 15
dias e 30 dias, para o complexo TIA em DMSO.

45.31
45.17
41.56

41.41

[

\

L
O
o b
L/
/

—-144.00

L=
[=]
wu
o
ES
o
w
=)
o
o
I
15
o
I
o
o
o
w
o
ES
o
w1

-70 -80 -90  -100 -110 -120 -130 -140 -150 -160 -170

46.02
,45.87

77



Resultados e Discussdo

Macédo, A. P. M. G.

06'TH -
S0y
Ei/
06'bb L TS
'S\
G9'SH = WN”D
[8'SY 01
209
=
<t
N

41 40 39 38 37 36 35

42

44
(ppm)

45

52 51 50 49 48 47

53

68Tt oot
bO'Ty
b
68'bh |
LSt lezo
S9SE—— ‘51
(8'Sk !
209

48 h

52 51 50 49 48 47 46 45 (44) 43 42 4 4 39 38 37 36 35
ppm

53

68" Th -

14\ K44

TL¥8 \
06'%¥
/¥'Sy

99'St——

98'Str ——
T0°9%/

)

tT

72 h

0T

820
fszo
TO.H

49.0 48.0 47.0 46.0 45.0 ?4.0 ) 43.0 42.0 41.0 40.0 39.0 38.0
ppm

50.0

78



Macédo, A. P. M. G. Resultados e Discussdo

™~
~ Ln
o T g
<+ T
— 5 ¥
M~
<+ &
O N
o+ IR
o= 0
|/ —
7 dias
S 'h Th S
o o o
- o 1<) —
50.0 49.0 48.0 47.0 46.0 45.0 44,0 43.0 42.0 41.0 40.0 39.0 38.0 37.0
(ppm)
g % 0
¢ ¥ o &
< <+
~ <
(
™~
+ &
O W
T I
ol ¢ ¥
¢ —
15 dias
S TR &
o (] m o
50.0 49.0 48.0 47.0 46.0 45.0 44.0 43.0 42.0 41.0 40.0 39.0 38.0 37.0
(ppm)
@
) to)
8 LN o
. < Hle)]
O o
< <+ ZF

30 dias
S LT L S
S ®m M S
~— o o ~—

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50.0 49.5 49.0 48.5 48.0 47.5 47.0 46.5 46.0 455 450 445 44.0f ‘?3.5 )43.0 42.5 42.0 41.5 41.0 40.5 40.0 39.5 39.0 385 38.0 37.5 37.0
1 (ppm

FIGURA 4.14 - Espectros de RMN 3'P{H} registrados nos tempos 0, 24, 48 h, 72 h, 7 dias, 15
dias e 30 dias, para o complexo M-IMI em DMSO.

Quando analisado os espectros do complexo M-IMI em DMSO, observou-

se que os deslocamentos quimicos dos dois dubletes da espécie formada em solucéo se
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encontravam muito proximos, o que poderia ser uma evidéncia de fosforos trans ao
mesmo atomo de ligantes diferentes, como o nitrogénio da bipiridina e do ligante
mercapto. Para melhor compreensao da estrutura quimica da espécie inicial do complexo
M-IMI e de seu isbmero, foram analisadas as constantes de acoplamento dos pares de
dubletes obtidos nos espectros de RMN 3'P{*H} de todos os complexos em DMSO e
comparadas com as constantes de acomplamente de M-IMI. Os valores obtidos de ?Jp-p

sdo mostrados na Tabela 4.9.

Tabela 4.9 — Valores de 2J,, e 0s Oq4 obtidos nos espectros de RMN 3*'P{*H} dos complexos
sintetizados em DMSO.

Complexos Sd 2Jp-p (H2)

52,4 e 45,6 34,4
TIA

47,7 e 41,1* 24,4

46,2 e 42,2 24,3
M-IMI

45,8 e 45,1* 30,5
AC 50,5 e 43,7 34,8
DIA 49,8 e 45,4 34,3
M-TIU 49,1e434 31,4
TIU 49,4 e 43,5 32,3
cis-[RuClz(bipy)(dppf)] 45,91 e 37,07 31,8

*Isbmero formado em solucéo.

Analisando as constantes de acoplamento dos complexos que possuem
estruturas de raios X, é possivel atribuir os sinais correspondentes aos atomos que se
encontram trans as fosfinas. Nas estruturas de raios X dos complexos TIA, AC, M-TIU e
TIU, o &tomo de N dos ligantes mercapto se encontram trans a fosfina, os quais séo
atribuidos aos sinais observados no RMN 3!P{*H} com constantes de acoplamente muito
proximas, na faixa de 31,4—-34,8. Na isomerizacdo do complexo TIA, o atomo de enxofre
fica trans a fosfina, seus dubletes apresentam 2Jpp = 24,4. Comparando-se as constantes
de acoplamento obtidas para o complexo M-IMI com os demais complexos, é possivel
observar que a maior constante de acomplamento, referente aos sinais do isdmero em

menor proporcdo, esta proxima dos valores obtidos de 2Jpp referente ao N do ligante
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mercapto trans a fosfina. A espécie inicial corresponde a ?Jp-p = 24,3, apresenta um valor
muito préximo da constante de acoplamento do isbmero de TIA (2Jpp = 24,4), o qual
corresponde ao atomo de enxofre trans a fosfina. Portanto, € possivel inferir que a
espécie inicial do complexo M-IMI apresenta seu ligante mercapto coordenado via
enxofre trans a fosfina, o qual é isomerizado para a espécie com 0 nitrogénio trans a
fosfina, com 2Jp-p=30,5.

Os complexos AC, DIA, M-TIU e TIU se mostraram estaveis em DMSO

durante o periodo analisado, de 48 h, seus espectros se encontram nas Figuras 4.15—

4.18.
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FIGURA 4.15 - Espectros de RMN 3P{!H} registrados nos tempos 0, 24 e 48 h, para o complexo
AC em DMSO.
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FIGURA 4.16 - Espectros de RMN 3'P{*H} registrados nos tempos 0, 24 e 48 h, para o complexo
DIA em DMSO.
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FIGURA 4.17 - Espectros de RMN 3P{!H} registrados nos tempos 0, 24 e 48 h, para o complexo
M-TIU em DMSO.
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FIGURA 4.18 - Espectros de RMN 3P{!H} registrados nos tempos 0, 24 e 48 h, para o complexo
TIU em DMSO.

Quando avaliados em solucdo de DMSO/meio de cultura, os complexos TIA
(Figura 4.19), M-IMI (Figura 4.20) se mostraram instaveis. Nos espectros de RMN 3P{1H}
do complexo TIA, os deslocamentos quimicos que surgiram sdo similares a aqueles
observados em DMSO, portanto a espécie formada é a mesma nas duas diferentes
solucdes. Nos espectros do complexo M-MI (Figura 4.20) surgiram dois dubletes em 45,1
e 42,0 ppm, mantendo-se a espécie inicial em 74% no periodo de 48 h.

Os complexos AC, DIA, M-TIU e TIU se mostraram estaveis em solucao de
meio/DMSO no periodo de 48 h (Figura 4.21-4.24).
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FIGURA 4.19 - Espectros de RMN 3P{*H} registrados nos tempos 0, 24 e 48 h, para o complexo
TIA em solucdo de DMSO/Meio de cultura.
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FIGURA 4.20 - Espectros de RMN 3P{*H} registrados nos tempos 0, 24 e 48 h, para o complexo
M-IMI em solugdo de DMSO/Meio de cultura.
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FIGURA 4.21 - Espectros de RMN 3'P{*H} registrados nos tempos 0, 24 e 48 h, para o complexo

AC em solugéo de DMSO/Meio de cultura.
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FIGURA 4.22 - Espectros de RMN 3P{*H} registrados nos tempos 0, 24 e 48 h, para o complexo
DIA em solucdo de DMSO/Meio de cultura.

86



Macédo, A. P. M. G. Resultados e Discussao

% M .

L " poban L

T T T T T T T T T T T T
0 70 -80 90 -100 -110 -120 -130 -140 -150 -160 -170

T T T T T T T T T T T
60 50 40 30 20 10 0 -10 -20 -30 -40 50 -6
(ppm)

FIGURA 4.23 - Espectros de RMN 3'P{1H} registrados nos tempos 0, 24 e 48 h, para o complexo

M-TIU em solugéo de DMSO/Meio de cultura.
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FIGURA 4.24 - Espectros de RMN 3'P{*H} registrados nos tempos 0, 24 e 48 h, para o complexo
TIU em solucdo de DMSO/Meio de cultura.
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Para os complexos em que a isomerizacdo estava ocorrendo em DMSO,
outros solventes foram testados para verificar a influéncia do solvente na isomerizacao
dos complexos TIA e M-IMI. As integrais dos espectros de RMN 31P{*H} (Figura A52-A55)
foram atribuidas para mensurar o aumento de isdmeros em solugdo ao longo dos tempos
analisados. Nos solventes aproticos polares, como o dimetilsulféxido e diclorometano, a
velocidade de isomerizacdo do complexo TIA é mais rapida no DMSO (Tabela 4.10).
Quando avaliado no solvente protico polar metanol, a velocidade de isomerizacdo do
complexo TIA foi semelhante ao diclorometano, com apenas 2 % do isdbmero em 48 h
(Tabela 4.10). Para o complexo M-IMI foi observado uma maior variagdo na velocidade
de isomerizacdo com a mudanca de solvente. A velocidade de isomeriza¢do do complexo
M-IMI segue a seguinte ordem: MeOH>DMSO>DCM, com 35, 27 e 17% em 48h,

respectivamente.

Tabela 4.10 - Porcentagem de isomerizagdo dos complexos TIA e M-IMI nos solventes DMSO,
DCM e MeOH em diferentes tempos.

% do isébmero formado em solugao

Tempo
Complexo Solvente Oh 24h 48h 72h 7d 15d 30d
TIA 0% 4% 7% 10% 17% 22% 22%
DMSO
M-IMI 7% 23% 27% 28% 28% 32% 32%
TIA 0% 0% 2%
DCM
M-IMI 0% 9%  17%
TIA 0% 0% 2%
MeOH
M-IMI 2% 27%  35%

h= hora; d= dia. DMSO=dimetilsulféxido, DCM= diclorometano e MeOH=metanol
No caso, duas hipoteses podem ser aventadas:

1) A isomerizacdo é promovida pelo hidrogénio da molécula de agua

solvatada no solvente usado.
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2) A isomerizacdo € promovida pelo hidrogénio do solvente, que interage
com o atomo com densidade de carga negativa, quando coordenado ao
centro metélico.

A isomerizacdo dos complexos pode ser catalisada pela capacidade do
solvente protonar, com intensidade especifica, o0 &tomo com densidade de carga negativa
do ligante coordenado ao Ru(ll). Considerando que no DMSO o hidrogénio da agua
aparece no RMN 'H, em 3,33 ppm, no metanol em 4,87 ppm e no diclorometano em 1,52
ppm, neste caso pode-se assumir que o hidrogénio da agua solvatada no DMSO é mais
acido que o hidrogénio também da agua, solvatado no diclorometano. Neste caso pode-
se imaginar que a interacao entre, por exemplo, o hidrogénio da 4gua com o atomo de
densidade eletrbnica negativa do ligante coordenado ao centro metalico permitiria o
processo de isomerizacdo do complexo. No caso especifico da isomerizacdo do
complexo TIA ser mais rapida no DMSO, que no diclorometano e metanol nos leva a crer
que a interagcdo complexo-H*-O-H-DMSO € mais adequada a isomerizacdo que a
interagdo complexo-H*-O-H-CHs3-O-H e complexo-H*-O-H-Cl2-CH2, e por isto a
isomerizacao do TIA neste ultimo solvente é mais lenta. No solvente polar prético como
o0 metanol, tem-se a possibilidade de solvatacdo pelo préton do solvente, em que o
deslocamento quimico deste préton € 3,31 ppm, neste caso o ligante sera solvatado mais
fortemente devido a ligacao de hidrogénio, de modo que a densidade eletrénica do ligante
serd estabilizada, dificultando a isomerizagdo, tornando-a mais lenta para este complexo.

Comparando-se a velocidade de isomerizacdo entre os complexos TIA e
M-IMI, é possivel observar uma isomerizacdo mais rapida para o complexo M-IMI, o que
esta relacionado ao mais baixo potencial redox deste complexo (Epa = 1247 mV), que o
complexo TIA (Epa = 1508 mV) e também aos respectivos deslocamentos quimicos dos
atomos de fosforos trans ao nitrogénio 52,40 ppm para o TIA e 46,20 ppm, para 0 atomo
de fésforo trans ao enxofre do ligante mercapto do M-IMI, mostrando que os elétrons
estdo mais localizados no 4&tomo de fésforo do segundo complexo. As contribuicbes para
essas diferencas eletronicas se encontra na basicidade do ligante, no caso do complexo
M-IMI, o ligante mercapto possue um grupo metil na posi¢do 1 do anel imidazadlico o que
ird doar a densidade eletrdnica por efeito indutivo, tornando-o mais basico, além disso o
atomo do ligante que se encontra trans a fosfina € o enxofre, um atomo mole que deixa

0 centro metalico mais rico em densidade eletronica, assim diminuindo o potencial redox
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do ruténio. Em consequéncia disso, o fésforo que se encontra trans ao enxofre esta mais
protegido.

No caso da segunda hipdétese acima mencionada, via hidrogénio do
solvente, esta nos parece menos viavel para os solventes aproticos polares, pois a
densidade de carga que se encontra nesses solventes é muito baixa, como pode ser
observado na Figura 4.25, em analises da superficie de potencial eletrostatico atraves de

calculo quantico?s.

0-0,420
” +0,424
o -0,786 g +0,130 H
H/ \H . / \ . H, o/
+0,393 +0,393 +0.06 3 3;_0 06 +0,048 -0,680

Figura 4.25 - Férmulas estruturais e cargas parciais atdmicas para as moléculas dos solventes.

Como pode ser observado na Figura 4.25, no atomo de eletronegatividade
mais alta, como o oxigénio, aparece com carga negativa elevada em todas os solventes,
enquanto os atomos de hidrogénio ligado ao atomo possue carga positiva elevada, como
no metanol. Assim, a interacdo entre o ligante do complexo e o metanol devem ser
preferencialmente com o hidrogénio ligado ao atomo de oxigénio. Os atomos dos grupos
CHs em todas as moléculas apresentam cargas muito pequenas, de modo que nao
devem interagir de forma apreciavel com nenhum ion. O mesmo deve ser levado em
consideracao para os grupos CH2 do solvente diclorometano.

Em ambos os casos, o mecanismo de isomerizagdo envolvido nos
precessos € o twist sem ruptura da ligacdo, pois ndo se observa presenca de novos

compostos em solugéo®.
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4.2-Testes Bioldgicos

4.2.1 - Avaliacao da citoxicicidade

A atividade citotdéxica dos complexos sintetizados foi avaliada frente as
diferentes linhagens de células tumorais e ndo-tumoral pelo ensaio de MTT. A triagem foi
feita em diferentes tipos de cancer buscando aquele em que os compostos teriam melhor
resposta, ou seja, menor valor de ICso (concentracdo inibitéria de 50% da viabilidade
celular) e maior indice de seletividade (IS). Os valores de ICso obtidos no tratamento com
0s compostos e de seus respectivos ligantes livres em diferentes linhagens tumorais e

nao-tumoral sdo mostrados na Tabela 4.11.

TABELA 4.11 - Valores de ICso obtidos para os complexos sintetizados, seus respectivos ligantes
mercapto livre e o farmaco cisplatina, frente as linhagens de células tumorais e ndo-tumoral, no
periodo de 48 h.

ICs, (UM) - 48h

Compostos DU-145 A549 MCF-7 MDA-MB-231 Ehrlich MCF-10A
[RuCly(bipy)(dppf)] na na na na na na

TIA 6,14+054 0,64+0,08 7,17+0,48 0,48 £ 0,02 1,16+0,20 1,86+0,16
M-IMI 256+0,72 2,36+0,01 6,32 £ 0,31 0,33 +0,03 0,42 + 0,01 1,48 + 0,08
AC 31,04 +1,31 7,07+0,63 6,98 +0,013 3,78+0,18 7,59+047 594 +0,01
DIA 8,28+0,76 566+035 15491045 1,74+ 0,04 7,55+0,18 7,36 +0,09
M-TIU 436+041 648+0,16 4,66 +0,53 3,26 £ 0,01 584+072 3,28+0,17
TIU 579+0,15 562+1,05 5,56+0,39 2,02+ 0,17 7,49+0,78 3,11+ 0,16
tzdt >200 >200 >200 >200 >200 >200
mmi >200 >200 >200 >200 >200 >200
Acpy >200 >200 >200 >200 >200 >200
dmpm >200 >200 >200 >200 >200 >200
6m2TU >200 >200 >200 >200 >200 >200
2TU >200 >200 >200 >200 >200 >200
cisplatina 233+040 14,421+145 13,9810,40 243+020 27,80+1,50 23,90+0,78

na= nao avaliado

Comparando-se os valores de ICso dos compostos sintetizados frente as

linhagens tumorais avaliadas, nota-se uma melhor resposta para a linhagem de célula
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tumoral de mama triplo-negativo (MDA-MB-231), com valores de ICso menores que 0
farmaco de referéncia. Os ligantes mercapto livres ndo foram ativos, com valores de 1Cso
superiores a 200 uM, no entanto quando complexados ao metal a atividade melhorou
drasticamente, evidenciando a eficiéncia dos compostos inorganicos. Outra observacéo
interessante seria a solubilidade dos complexos com relagdo ao precursor, em que 0s
novos complexos obtidos foram soliveis em DMSO, ja o precursor ndo apresentou
solubilidade nas concentracfes utilizadas, ndo sendo possivel determinar o seu valor de
ICso.

A seletividade é um fator importante para um tratamento eficaz com menor
efeito colateral, pois uma maior seletividade para as células tumorais garante uma menor
agressdao das ceélulas ndo-tumorais. A partir dos dados de ICso obtidos para as linhagens
tumorais e ndo tumoral (MCF-10A), foi possivel calcular o indice de seletividade (IS=
ICsomcF-10a) / 1Cso(cslula tumoral)) dOS complexos, 0s quais sdo mostrados na Tabela 4.12. Os
resultados IS mostraram maior seletividade para a linhagem MDA-MB-231, sendo os
complexos TIA, M-IMI e DIA os mais seletivos, com IS de 3,87, 4,48 e 4,23,

respectivamente.

TABELA 4.12 - Valores de IS para os complexos nas diferentes linhagens de células tumorais,
no periodo de 48 h.

indice de seletividade (IS)

Complexos DU-145 A549 MCF-7  MDA-MB-231 Ehrlich
TIA 0,30 2,90 0,26 3,87 1,60
M-IMI 0,58 0,63 0,23 4,48 3,52
AC 0,19 0,41 0,85 1,57 0,78
DIA 0,89 1,30 0,47 4,23 0,97
M-TIU 0,75 0,50 0,70 1,00 0,56
TIU 0,53 0,55 0,56 1,54 0,41
cisplatina 10,26 1,66 1,71 9,83 0,86

Quando as células MDA-MB-231 foram expostas aos complexos durante 24
h, os valores de ICso (Tabela 4.13) foram mais elevados do que o tratamento de 48 h,

mostrando um comportamento dependente do tempo, em que 0 aumento de tempo de
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exposicao das células aos complexos melhora a atividade dos complexos, reduzindo a

concentracéo utilizada para inibir 50% da viabilidade celular (ICso).

TABELA 4.13 - Valores de ICso obtidos para os complexos sintetizados frente a linhagem de célula
tumoral humana de mama triplo-negativa (MDA-MB-231), no periodo de 24 h.

Complexos ICs0 (UM)
TIA 3,04 £ 0,02
M-IMI 1,91+0,16
AC 14,09 + 0,09
DIA 3,79 +£0,05
M-TIU 3,37+0,01
TIU 4,63 + 0,01
cisplatina 3,82+0,25

A linhagem MDA-MB-231 foi selecionado para dar continuidade com os
estudos, uma vez que os compostos foram mais ativos e seletivos para essa linhagem.
Além disso, esse resultado € interessante, pois se trata de uma linhagem tumoral humana
de mama, metastatica triplo-negativa (TNBC) ou seja, ndo possuem 0s receptores de
estrogeno (ER), progesterona (PR) e fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER-
2). O TNBC responde a quimioterapia convencional, mas reincide com mais frequéncia
do que os tipos positivos para receptores de horménios, levando aos piores resultados e
dificil progndstico, representando a maior porcentagem dos casos de mortalidade
relacionados ao cancer de mamat?’,

Analisando as estruturas dos compostos sintetizados, € possivel observar
que todos os complexos possuem em sua esfera de coordenacdo os ligantes 2,2-
bipiridina e 1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno, a diferenga entre eles se encontra nos
ligantes derivados de mercapto, os quais sao formados por heterociclicos com diferentes
grupos substituintes ndo coordenados ao centro metélico, que podem estar influenciando

na atividade desses complexos (Figura 4.26). A influéncia desses atomos ou moléculas
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nao coordenadas, foi entdo avaliada na tentativa de esclarecer uma possivel relacao

entre estrutura e atividade dos complexos frentes as células tumorais.

PFs PFg

PFs

FIGURA 4.26 - Estrutura dos complexos com seus atomos e moléculas ndo coordenados
destacados no circulo.

Analisando os valores de ICso obtidos para os complexos frente as
diferentes linhagens, é possivel observar que os complexos contendo os ligantes
mercapto de cinco membros (TIA e M-IMI) foram os mais ativos, sendo ligantes menos
volumosos, o seu impedimento estérico € menor, o que pode estar facilitando a entrada
desses complexos na célula. Ao comparar os atomos ndo coordenados dos ligantes
mercapto, é possivel observar que os ligantes que apresentam o grupo metila, mmi e
6m2TU, sdo os mais ativos para a maioria das linhagens tumorais, quando comparado
aos seus analogos TIA e 2TU, respectivamente, o que evidencia a contribuicdo dessa
molécula para atividade citotoxica dos complexos. Os complexos com 0s grupos
carboxila e aminas (AC e DIA) foram os menos ativos. Esses substituintes sdo grupos
mais hidrofilicos que o grupo CHs, 0 que possivelmente pode estar interferindo na

adsorcao desses complexos na membrana celular. O grupo carboxila em solucdo de pH
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7,4 se encontra desprotonado, o que pode permitir sua ligagcdo com outras moléculas
presentes no meio extra ou intracelular, podendo interferir na biodisponibilidade do
complexo. As aminas primarias ndo coordenadas presentes no ligante ddo um carater
mais basico ao ligante, o que permite fazer ligacdes de hidrogénio com outras moléculas
e biomoléculas presentes no meio extracelular, o que pode estar interferindo na atividade
do complexo DIA. Além disso, os complexos mostraram diferentes respostas nas
atividades celulares, quando avaliado o mecanismo de morte celular e seus alvos
biomoleculares, o que também podem estar interferindo na citotoxicidade desses
complexos.

A menor atividade citotoxica de complexos de ruténio (Il) bifosfina/diimina
contendo ligantes com grupo carboxila desprotonados néo coordenados, foi evidenciada
em trabalhos realizados no nosso grupo de pesquisa, em que essa atividade foi
melhorada quando esterificado esses ligantes com etanol, pois a esterificacdo aumentou
a lipofilicidade dos complexos e bloqueou o sitio aniénico do grupo carboxilato, o que
possivelmente contribuiu para a permeacéo do complexo na célulal?,

Outros trabalhos realizados no laboratério com complexos de ruténio (I1)
contendo esses ligantes mercapto com diferentes bifosfinas, também mostraram melhor
atividade citotdéxica com os ligantes -tzdt e -mmi, evidenciando que esses ligantes sao os

melhores dentro dos derivados de ligantes mercaptos estudados®®.

4.2.2 - Lipofilicidade

A lipofilicidade € um dos fatores determinantes nas propriedades
farmacocinéticas de um composto e sua interacdo com alvos biomoleculares, pois ela
esta correlacionada principalmente com a solubilidade, permeabilidade, citotoxicidade e
biodisponibilidade dos compostos. O coeficiente de particdo octanol/agua (log P) mede a
capacidade lipofilica de um composto, o que pode indicar a capacidade de uma molécula
atravessar a membrana celular?®13°,

Os valores de log P obtidos para os compostos sintetizados sdo mostrados na Tabela
4.14. Ao avaliar a lipofilicidade dos compostos, observou-se que os valores de Log P
foram todos positivos, indicando maior afinidade dos compostos pela fase organica. Os

valores de log P obtidos para os compostos sintetizados, foram moderados, dentro da
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faixa ideal para alcancar uma melhor permeabilidade (usualmente entre 0 e 3). A
hidrofobicidade dos compostos é uma das propriedades mais importantes para expressar
a atividade biol6gica dos compostos, uma vez que € necessario atravessar membranas
biolégicas para alcancar seus respectivos locais de acédo'?®. Esses compostos
hidrofébicos podem aumentar a captacao celular e melhorar a atividade anticancerigena.
A lipofilicidade dos complexos é muito proxima, o que inviabiliza fazer uma relacao entre

os valores de Log P e o valores de ICso.

TABELA 4.14 - Valores de Log P dos complexos.

Complexos Lipofilicidade (Log P)
TIA 0,92 + 0,09
M-IMI 1,22 £ 0,09
AC 1,03+0,19
DIA 0,92 +0,15
M-TIU 1,19+£0,43
TIU 1,42 £ 0,30

4.2.3 - Analises do ciclo celular

O efeito citotoxico dos compostos frente as células cancerigenas pode ser
resultado de inducéo de apoptose ou parada do ciclo celular, ou a combinacdo dos dois
processos. Para investigar o efeito dos complexos na distribuicdo do ciclo celular, as
células MDA-MB-231 foram expostas as concentracfes de %2 ICso e ICso dos complexos
no periodo de 48 h. A parada do ciclo celular foi estudada utilizando citometria de fluxo
em células coradas com iodeto de propidio.

As Figuras 4.27A-B mostram a distribui¢cdo do ciclo das células MDA-MB-
231 na presenca ou auséncia dos complexos de ruténio (II). No controle negativo, é
observado que a maioria das células MDA-MB-231 estdo em fases GO/G1 e S. A
porcentagem de células tratadas com os complexos nas concentracdes de %2 ICsoe ICso
apresentaram um aumento de células em fase G0/G1, acompanhado de uma reducgéo da
fase S, exceto o complexo TIU (2,00 uM). Os dados sugerem que os complexos TIA, M-
IMI, AC e M-TIU estéo induzindo parada do ciclo celular na fase GO/G1, ja o complexo
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TIU é observado um aumento de células em fase S, onde ocorre a replicacdo do DNA, e
com o complexo DIA nédo é observado alteragcdes significativas no ciclo celular.

Outra mudanca importante na cinética do ciclo celular (Figura 4.27B), foi o
aumento de células sub-G1 de 0,26% nas células controle para 5,43% (0,25 uM) e
13,47% (0,50 uM) com significancia de p <0,001 nas células tratadas com complexo TIA,
4,74% (0,15 uM) e 10,32% (0,30 uM) para o complexo M-IMI, 3,59% (1,80 uM) e 6,68%
(3,60 pM) para o complexo AC, 1,31% (0,85 uM) e 3,85% (1,70 uM) para o complexo
DIA, 10,75% (1,60 pM) e 52,07% (3,20 pM) com significancia de p <0,001 no tratamento
com o complexo M-TIU e 2,38% (1,00 uM) e 8,09% (2,00 uM) para o complexo TIU. Esse
aumento de células em fase sub-G1 indica morte celular por apoptose!3!. Além disso,
esses dados mostram que a exposicdo de células MDA-MB-231 a diferentes
concentracdes dos complexos resulta em um aumento de células apoptéticas de maneira
dependente da concentracdo. A inducdo de apoptose e o bloqueio do ciclo celular
causado pelo complexo M-TIU (3,20 uM) pode estar relacionado com a fragmentagao do
DNA das células MDA-MB-231, o que foi investigado no ensaio cometa. Todos esses
resultados indicam que as atividades antiproliferativas dos complexos sdo causadas

principalmente pela inducéo de apoptose e parada do ciclo celular em fase GO/GL1.
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FIGURA 4.27 - Ciclo celular. (A) Perfil de fluorescéncia Pl (eixo x) versus contagens de células
(eixo y) em vérias fases (Sub-G1, GO/ G1, S e G2/ M). (B) Distribuigédo do ciclo celular das células
MDA-MB-231 ap6s tratamento com complexo 1, 2 e 3 por 48 h. Os dados foram analisados
usando o software ModFit (Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA). Dados sdo as médias + DP
de dois experimentos. Diferencgas significativas do controle séo indicadas por * p <0,05; ** p <0,01

e ***p <0,001.

4.2.4 - Analise de dano no DNA - Ensaio cometa

O dano ao DNA é um método util para inibir a replicacdo do DNA, pois a

presenca de dano no DNA, leva a fragmentacéo deste, 0 que é uma caracteristica da

apoptose’®?. Os complexos selecionados para andlise de dano no DNA, foram aqueles
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gque mostraram mudancas significativas no ciclo celular, as quais podem estar
relacionadas com a fragmentacédo do DNA, como o aumento de sub-G1 e da fase S. No
ensaio cometa as células MDA-MB-231 foram incubadas com os complexos TIA (0,50
pMM), M-IMI (0,30 pM), M-TIU (3,20 uM) e TIU (2,00 uM) por 48 h, seguido de coloragao
com brometo de etidio e eletroforese em gel. Como mostrado na Figura 4.28A, as células
tratadas com complexos apresentaram fragmentacdo do DNA com a presenca de
cometas bem formados.

Como pode ser visto na Figuras 4.28B, o comprimento da cauda do cometa
representa a extensdo do dano ao DNA, o qual é classificado em diferentes graus de
fragmentacao do DNA (0-4). O controle ndo tratado apresenta maior parte do nimero de
nucledides em classes de cometa 1 e 2, no entanto, as células MDA-MB-231 tratadas
com compostos mostraram a maioria dos cometas em classes 3 e 4. O indice de dano
foi maior que o controle nédo tratado, de 65 (controle) para 139 (TIA), 221 (M-IMI), 195 (M-
TIU) e 172 (TIU). Esses resultados indicam claramente que o0s complexos estédo
induzindo a fragmentacdo do DNA de forma indireta, o que é mais uma evidéncia de
morte celular induzida por apoptose.
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(A)
| ® ..---
———— Classes cometa
indice de
0 1 2 3 4 dano
Controle 48 40 1 1 0 65
TIA 24 44 12 9 1 139
M-TIU M-IMI MIMI 20 24 8 11 37 221
M-TIU 10 38 16 19 17 195
TIU 7 59 7 9 18 172
. J

\_ J

FIGURA 4.28 - Ensaio de cometa corado com brometo de etidio (BE). (A) Cometas das células
tumorais MDA-MB-231: controle, 0,50 uM do complexo TIA, 0,3 uM do complexo M-IMI, 3,20 uM
do complexo M-TIU e 2,00 uM do complexo TIU, durante 48 h de incubagdo. (B) Classificagdo
das classes de cometas (0-4) e determinacdo do indice de dano no DNA de acordo com a
guantidade fragmentada de DNA na cauda do cometa apds o tratamento das células MDA-MB-
231 na presenca ou auséncia de complexos por 48 h. Classe 0: nenhum dano no DNA, classe 1:
dano no DNA muito baixo, classe 2: dano no DNA leve, classe 3: dano no DNA médio e classe
4: dano no DNA alto.

4.2.5 - Ensaio de morfologia celular

As mudancas morfolégicas das células MDA-MB-231, na auséncia e
presenca de complexos, foram investigadas a partir de imagens capturadas por uma
camera acoplada ao microscépio de luz, sendo analisadas as imagens obtidas nos
tempos de 0, 24 e 48 h.

De acordo com os resultados obtidos no tratamento com os complexos AC,
DIA e TIU, em apéndice (Figura A56, A57 e A59), a morfologia das células MDA-MB-231
nao foi alterada em nenhuma das concentragdes e tempos de incubagao analisados. No

entanto, quando tratadas com os complexos TIA (Figura 4.29), M-IMI (Figura 4.30) e M-
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TIU em apéndice (Figura A58), nas concentracdes de 0,50, 0,30 e 3,20 uM (ICso dos
complexos), respectivamente, a morfologia das células MDA-MB-231 no tempo de 48 h
foi alterada, onde é possivel observar uma diminuicdo da densidade celular, com
encolhimento celular, algumas em formato circular e parcialmente desaderidas. Esses
efeitos causados na morfologia das células MDA-MB-231 ap0s o tratamento com 0s

complexos TIA, M-IMI e M-TIU podem ser indicativos de apoptose.

TIA

24 h

48 h

FIGURA 4.29 - Efeito do complexo TIA na morfologia da linhagem de células MDA-MB-231. As
setas indicam as alterac6es morfologicas observadas nas células tratadas.
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setas indicam as alteragBes morfologicas observadas nas células tratadas.

4.2.6 - Estudo de apoptose pelo método de coloracdo HO / PI

A morte celular pode ser dividida em dois tipos principais: apoptose e
necrose. Embora formas distintas de morte celular sejam consideradas, esses dois
processos podem ocorrer de forma independente, sequencial ou simultaneamente®33, A
morte celular por apoptose apresenta alteracbes morfoldgicas e bioquimicas
caracteristicas, dentre elas, o encolhimento celular, condensacdo da cromatina,
membrana celular e organelas preservadas, citoplasma retido em corpos apoptéticos que
sao rapidamente fagocitados por macrofagos ou células normais adjacentes. Em células
necréticas as principais alteracées morfolégicas envolvem o inchago nuclear e celular,
ruptura da membrana celular e liberacdo do conteludo citoplasmatico, resultando em

processos inflamatorios.
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A apoptose induzida nas células MDA-MB-231 tratadas com os complexos
nas concentracdes de Y2 ICso e ICs0 no periodo de 48 h foi investigada utilizando dupla
marcacdo com Hoechst 33342 (HO) e iodeto de propidio (PI). A coloracdo HO/PI é
sensivel ao DNA e foi usada para acessar mudancas na morfologia nuclear. Além disso,
diferencas na integridade da membrana celular permitem diferenciacdo de células
necroticas e apoptéticas, uma vez que o HO pode passar pela membrana celular e o Pl
ndo. Imagens representativas mostrando as mudancas morfolégicas das células sdo
mostradas na Figura 4.31A, onde as células vivas apresentam coloracao azul brilhante,
as células apoptéticas em fase inicial estdo coradas de azul com encolhimento nuclear,
cromatina condensada e corpos apoptoticos, as células em apoptose tardia apresentam
a sobreposicéo de cores dos dois corantes, pois essas células apresentam uma perda
parcial da membrana celular e, por fim, as células necréticas com coloracdo apenas

vermelha, com inchaco nuclear.

Apoptose
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(B)
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FIGURA 4.31 - Analise morfologia celular com marcacao HO/PI. (A) Imagens representativas
mostram altera¢des morfologicas de células MDA-MB-231 detectadas com dupla coloragdo com
Hoechst 33342 (HO) e iodeto de propidio (PI). (B) Porcentagem de células em apoptose e
necrose apoés tratamento com %2 ICso € ICsp dos complexos, pela dupla coloracdo com HO / PI.
Diferencas significativas do controle séo indicadas por ** p <0,01 e *** p <0,001.

As células do controle e as células tratadas com os complexos foram

detectadas no microscopio de fluorescéncia e quantificadas de acordo com as suas
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diferencas morfoldgicas. As células expostas aos complexos (Figura 4.31B) mostraram
tipo de morte predominante por apoptose, e a porcentagem de células apoptoticas
aumentou de modo dependente da concentragdo dos compostos. Resultados

semelhantes foram observados com outros complexos de ruténio (Il) 134136,

4.2.7 - Ensaio de apoptose por citometria de fluxo

A apoptose também foi avaliada por citometria de fluxo usando marcacgéao
das células com anexina-V para detectar a externalizacdo da fosfatidilserina, uma
caracteristica inicial de apoptose!®*. Para diferenciacdo entre células apoptéticas e
necroticas, as células foram duplamente coradas com anexina-V e PI.

Como pode ser observado na Figura 4.32A, o tratamento de 48 h com 0,50,
0,30, 2,00 uM dos complexos TIA, M-IMI e TIU, respectivamente, apresentou maior
porcentagem de células em apoptose tardia e necrose. No tratamento das células com o
complexo M-TIU (3,2 yM) a maior porcentagem de células estava em apoptose tardia,
enguanto, os complexos AC (3,6 uM) e DIA (1,7 yM) a maior porcentagem de células se
encontravam em apoptose inicial. A porcentagem total de células apoptoéticas (apoptose
inicial e apoptose tardia) € superior a aquelas em necrose, indicando que os complexos
estdo induzindo apoptose das células MDA-MB-231, possivelmente em menor tempo de
exposicao ao tratamento seria observado maior nimero de células no inicio de apoptose,
pois a exposi¢éo da fosfatidilseria € um evento inicial de apoptose.

Na Figura 4.32B, tem-se as distribuicdes das porcentagens de células
viaveis, em apoptose (inicial e tardia) e necrose apds tratamento de 48 h com as
concentracdes de %2 ICso e ICso dos complexos, onde € possivel observar que todos os
complexos podem induzir apoptose com diferentes potencias, o que leva a um aparente

aumento dependente da concentracdo da porcentagem de células em apoptose.
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FIGURA 4.32 - Efeito sobre o mecanismo de morte de células MDA-MB-231 induzido pelos
complexos de Ru (ll) no periodo de 48 h. (A) Determinacéo percentual de células MDA-MB-231
expostas ao tratamento com a ICso dos complexos por 48 h. Analise de citometria de fluxo usando
a coloragéo dupla de anexina V-FICT / PI. (B) Porcentagem de células em apoptose inicial, tardia

e necrose apos o tratamento com % ICso € ICso dos complexos. Diferencas significativas do
controle sédo indicadas por * p<0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001.

4.2.8 - Deteccdo do potencial de membrana mitocondrial

Sabendo que complexos séo capazes de induzir morte celular por apoptose

e com o intuito de entender qual a via de morte celular é ativada, realizou-se o0 ensaio
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que avalia o potencial de membrana da mitocondria uma vez que essa organela
desempenha um papel central nos sinais apoptéticos originados nas vias apoptoticas
extrinseca e intrinseca, ou seja, as mitocondrias decidem o destino de uma célula
controlando o processo de apoptose'®>'37. A disfuncdo mitocondrial esta relacionada
com a apoptose e muitas vezes ocorre muito antes de quaisquer alteracbes morfologicas
caracteristicas de apoptose, sendo a despolarizacdo do potencial de membrana
mitocondrial (AWm) uma caracteristica de disfun¢gdo mitocondrial.

A disfuncdo mitocondrial, que envolve a apoptose, é observada com o
abaixamento do potencial de membrana, o qual pode ser detectada medindo-se a
variacdo do AWm das células coradas com JC-1, por citometria de fluxo. O corante JC-1
foi usado como uma sonda fluorescente para detectar mudancas no potencial da
membrana mitocondrial. Em alto A¥Ym, o JC-1 forma agregados que emitem
fluorescéncia vermelha, e em baixo AWYm, o JC-1 forma mondmeros que emitem
fluorescéncia verde (Figura 4.33A). Os compostos selecionados para essa analise foram
os dois mais ativos (TIA e M-IMI), o complexo menos ativo (AC) e o complexo que
apresentou maior nimero de células em apoptose com aumento em sub-G1 (M-TIU).

Como pode ser visto na Figura 4.33B, no controle negativo, a maior
populacdo de células se encontra na regido de agregados (fluorescéncia vermelha),
sendo observado apenas 4,98 * 1,22% das células na regido de mondémeros
(fluorescéncia verde). Apés o tratamento da célula MDA-MB-231 com 3,20 uM do M-TIU
e 3,60 uM do AC por 24 h, o aumento de células com disfuncdo mitocondrial foi
significativo em relacéo ao controle (p<0,001, Figura 4.33C), com 66,53 + 4,17% e 24,10
* 7,81%, respectivamente. Em contrapartida, o tratamento com os complexos TIA (0,50
puM) e M-IMI (0,30 uM), a quantidade de células coradas de verde foi de 13,84 + 4,63 %
e 5,59 + 1,86%, respectivamente. Esses resultados indicam que os complexos TIA, M-
TIU e AC foram capazes de induzir despolarizagdo mitocondrial com maior eficiéncia.
Possivelmente, os complexos TIA, M-TIU e AC estdo induzindo apoptose das células
MDA-MB-231 pela via mitocondrial.
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FIGURA 4.33 - Avaliacdo do potencial de membrana. (A) Disfuncdo mitocédndrial com a
despolarizagao da mitocdndria, em alto AWYm, o JC-1 forma mondmeros que emitem fluorescéncia
vermelha, e em baixo AWYm, o JC-1 forma um agregado que emite fluorescéncia verde. (B) Niveis
de despolariza¢do mitocondrial por citometria de fluxo, apos 24h de tratamento com os complexos
TIA, M-IMI, M-TIU e AC. (C) Porcentagem de células com perda da A¥Wm, indicando células
apoptoticas. Diferencgas significativas do controle sé@o indicadas por * p <0,05 e *** p <0,001.
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4.2.9 - Deteccéo de espécies reativas de oxigénio (ERO)

As EROs atuam como importantes mediadores de apoptose em células
cancerosas e também podem causar danos ao DNA8139 Estas espécies s&o
fundamentais para manter a sobrevivéncia e a homeostase celular, quando em condi¢oes
de equilibrio entre sua formacéo e remocédo. Porém, quando ha altera¢cdes acentuadas
neste equilibrio, um estado pré-oxidante é gerado, levando ao estresse oxidativo3®. No
processo apoptotico, o dano inicial induzido pelo estresse ndo mata as células
diretamente, mas desencadeia um processo de sinalizacédo apoptotica que leva a morte
celulart4°,

Os efeitos dos complexos nos niveis de EROs intracelulares foram
avaliados usando uma sonda de diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA).
O DCFH-DA, uma molécula apolar, atravessa a membrana celular e é hidrolisado
enzimaticamente por esterases intracelulares a DCFH néo fluorescente. Na presenca de
espécies reativas de oxigénio, o DCFH é rapidamente oxidado em 2'.7'-
diclorofluoresceina (DCF) altamente fluorescente!#!. O acimulo de EROs nas células
MDA-MB-231 foi quantificado pela determinacdo da intensidade de fluorescéncia do
produto oxidado diclorofluoresceina (DCF) utilizando um fluorimetro de microplacas. As
concentracdes utilizadas para avaliacdo da formacdo de espécies reativas de oxigénio,
foram a ICsp e 2x ICsp do tratamento de 24 h obtido para linhagem MDA-MB-231.

Como mostra Figura 4.34, a exposicao das células por 3 h com 10 yM de
H202 (controle positivo), resultou em um aumento de 3,17 vezes a intensidade de
fluorescéncia em comparacdo ao controle ndo tratado, quando analisadas as células
tratadas com os complexos TIA, M-IMI, DIA, M-TIU e TIU observou-se um aumento
significativo (p<0,001) da fluorescéncia, indicando aumento dos niveis de EROs nas
células. O aumento observado no tratamento com 1,90 e 3,80 uM do complexo M-IMI foi
de 3,89 e 4,67 vezes maior que o controle negativo, respectivamente. Esses valores
foram superiores ao controle positivo com H202. Todos os complexos mostraram
aumento da fluorescéncia com o aumento da concentragdo, indicando que a geracao de
EROs ocorre de maneira dependente da concentracdo. Portanto, esses complexos
podem aumentar os niveis intracelulares de EROs e facilitar a apoptose celular. Além

disso, a capacidade de elevacdo dos niveis de EROs apresentada para os complexos,
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sdo consistentes com seus niveis citotdxicos in vitro.
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FIGURA 4.34 - Avaliagéo dos niveis de EROs. A acumulacdo de ERO em células MDA-MB-231
foi quantificada determinando a intensidade de fluorescéncia do produto oxidado
diclorofluoresceina (DCF) ap6s exposi¢cédo de células por 3 h com H,O; (controle positivo) e os
complexos e ruténio (ll). Diferencas significativas do controle séo indicadas por **p <0,01 e ***p
<0,001.

O aumento de EROs dentro da célula pode causar despolarizacédo

mitocondrial, assim como o dano no DNA. Curiosamente os niveis de EROs no
tratamento com o complexo M-IMI foi superior aos demais complexos, uma vez que hao
foi observado despolarizagdo do potencial de membrana mitocondrial para este
complexo. Possivelmente o aumento dos niveis de EROs causado pelo complexo M-IMI
esteja relacionado somente com o dano no DNA, o que foi observado no ensaio cometa.
Os outros complexos apresentaram despolarizacdo do potencial de membrana e
aumento dos niveis de EROs, possivelmente a via mitocondrial e 0 dano DNA estejam

relacionadas com o aumento de EROs.

4.2.10 - Migracgéao Celular

O cancer de mama é a neoplasia mais comum entre as mulheres, sendo
gue o crescimento tumoral e a ocorréncia de metastase elevam as taxas de mortalidade
por esta doenca. A capacidade de invasao, migracdo celular e implantacédo tumoral sdo

peculiaridades das células metastaticas que permitem a disseminacdo da doenca e
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consequente pior prognoésticol®.

Sabendo que o ensaio de migracao celular € uma das técnicas utilizadas
para avaliar as propriedades antimetastaticas dos compostos!*?, o efeito dos complexos
de ruténio (I) na migracao de células MDA-MB-231 foi avaliado utilizando o ensaio de
fechamento da risca. No ensaio de migracao celular, a extenséo do fechamento da ferida
foi avaliada na auséncia e presenga de %2 ICso dos compostos, por 48 h, visto que nessas
concentracdes ndo havia alteragdes na morfologia das células e também nenhum efeito
citotoxico, viabilizando a migracdo das células.

Na Figura 4.35A, é possivel observar que o tratamento com o composto M-
IMI apresentou um fechamento da area da risca em 42,00%, enquanto que, no controle
nao tratado, as células migraram fechando 88,00% da area da risca, portanto a inibicéo
da migragao no tratamento com o complexo M-IMI comparado ao controle nao tratado foi
de 48% no tempo de 48 h. Quando analisado o tratamento com 0s outros complexos, €
possivel observar que todos eles foram capazes de inibir a migracéo celular. Na Figura
4.35B é possivel observar o fechamento da risca nos periodos de 24 e 48 h. No periodo
de 24 h, o complexo TIA foi capaz de inibir eficientemente a migragédo celular,
apresentando somente 11% do fechamento da risca. Dentre os complexos analisados, o
TIA foi quem inibiu mais eficientemente a migracdo celular (Figura 4.35C), inibindo
69,28 % da migracdo. A ordem crescente de inibicdo da migracéo celular é de DIA < AC
<M-TIU < M-IMI < TIU < TIA.
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FIGURA 4.35 - Ensaio de fechamento da risca para analise de migragéo das células MDA-MB-
231. (A) Imagens do fechamento da risca obtidas das células na auséncia de tratamento (controle
negativo) e tratadas com 0,15 pM do complexo M-IMI, 0,25 pM do complexo TIA nos tempos de
0, 24 e 48 h. (B) Porcentagem do fechamento da area da risca, das células tratadas com a %2 ICso
dos complexos nos tempos de 24 e 48 h. (C) Porcentagem de inibicdo da migracéo celular apds
tratamento com os complexos por 48 h.

A capacidade do complexo M-IMI e M-TIU de interferir na migragcédo das

células MDA-MB-231 foi também avaliada pelo ensaio de migracdo por camara de
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“Boyden”. Como mostrado na Figura 4.36A-B, o tratamento das células durante 3 h com
0,50 e 1,00 uM do complexo M-IMI inibiu 36,50 e 76,00% da migracédo celular e o
tratamento com 0,85 e 1,70 pM do complexo M-TIU, inibiu 0,00 e 45,10%,
respectivamente. Os compostos mostraram atividade anti-migratério dependente da
concentracdo, ou seja, a inibicdo da migracéo celular ocorre de maneira dependente da
concentracdo. Como foi possivel observar, o complexo M-IMI inibiu eficientemente a
migracdo da célula mesmo em baixa concentracdo, evidenciando o potencial anti-
migratorio deste complexo. Esses resultados corroboram com os resultados obtidos no
ensaio de fechamento da risca, onde esses compostos também foram capazes de inibir

o fechamento da risca.

(A) M-IMI B)
1,00 uM

1

Numero de células
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FIGURA 4.36 - Ensaio em camara de Boyden. (A) Migracdo na camara de “Boyden” de células
MDA-MB-231 tratadas com 1,00 e 0,50 uM do complexo M-IMI e 1,70 e 0,85 uM do complexo M-
TIU por 24 h. (B) Quantificacdo das células que migraram apdés tratamento com os complexos.
Diferencas significativas em comparagéo com o controle positivo sdo indicadas por * p <0,05, **
p <0,01 e ** p <0,001.

4.2.11 - Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico ou sobrevivéncia clonogénica, foi realizado para
avaliar a sobrevivéncia a longo prazo das células que mantiveram a capacidade de gerar
um consideravel namero de células-filhas, com formagdo de colGnias, ap0s um
tratamento que induz morte associada a divisdo celular, como dano no cromossomo,

apoptose, etc.143,
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O ensaio clonogénico as células MDA-MB-231 foram tratadas com o0s
complexos em diferentes concentracdes e a capacidade de formacdo de coldnias das
células que sobreviveram apés o tratamento foi analisada. Como mostrado na Figura

4.37, os complexos foram capazes de inibir a formacao de colénias de uma maneira

dependente da concentracdo, bem como diminuir seu tamanho.
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FIGURA 4.37 - Ensaio clonogénico de células MDA-MB-231 tratadas com diferentes
concentracdes dos complexos, por 48 h.

A média da éarea de colbnias das células do controle negativo e dos
tratamentos com os complexos foram analisadas no image-J. Para o calculo das fragdes

de sobrevivéncia (FS) de cada tratamento foi utilizado a Equacao 7:

_ area de col6nia em cada tratamento

100 (Equagéo 7)

area de coldnia do controle negativo

A média da area do controle negativo foi considerada em 100%.
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A porcentagem da area de colénia (Figura 4.38) calculadas para os
complexos, mostraram que os complexos M-IMI, M-TIU e TIU foram capazes de inibir
completamente a formacao de colonias na concentragao de 1Cso, com 0% de col6nias. A
inibicdo da sobrevivéncia celular segue a ordem de AC<DIA<TIA<TIU<M-TIU<M-IMI. No
tratamento com o complexo M-IMI so foi possivel observar formacéo de colénias em baixa
concentragdo (1/50 ICso). Os complexos AC e DIA, ndo foram capazes de inibir
eficientemente a formagédo de colonias nas concentracbes de % ICso e 1Cs0, nessas
concentragdes as células que sobreviveram ao tratamento conseguiram duplicar e formar
colénias. Na concentracdo de 2x ICso 0s complexos AC e DIA conseguiram inibir 38,19 e
19,61 %, respectivamente. Todos esses resultados mostraram que os complexos foram
capazes de prevenir a formacao de coldnias, assim como, a migracao celular, em baixas

concentragdes, indicando um efeito citotdxico e citostatico.
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FIGURA 4.38 - Sobrevivéncia clonogénica analisada para a linhagem de célula MDA-MB-231,
apos tratamento com os complexos por 48 h.

4.2.12 - Avaliacao da atividade antiangiogénica pelo ensaio CAM

A partir da formacao de um tumor novos vasos sanguineos s&o necessarios
para o crescimento e fornecimento de nutrientes que estao na corrente sanguinea, para
ajuda-lo a se desenvolver, invadir os tecidos adjacentes e se espalhar. A formacgéo
desses novos vasos € conhecida como angiogénese, sendo a inibicdo da angiogénese
um alvo potencial para novos tratamentos contra o cancer, uma vez que as atividades
anticancerigena e, particularmente, antimetastatica, séo frequentemente relacionados a

um efeito antiangiogénico. Com isso, torna-se importante avaliar os efeitos anti-
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metastatico induzidos pelos agentes anticancerigenos e a sua influéncia sobre o
processo de angiogénese!44,

O modelo de membrana coriolantéide de embrido de galinha (CAM) é um
método alternativo in vivo muito utilizado para estudar angiogénese, pois a visibilidade, a
acessibilidade e o rapido crescimento do desenvolvimento da CAM oferecem vantagens
para o estudo e manipulacdo das funcdes vasculares. Varios estudos relataram o uso
bem-sucedido da CAM na biologia do cancer e na angiogénese tumoral, pois muitas
células tumorais colocadas na CAM mostraram englobar e seguir todos os passos da
progressao do tumor: crescimento, angiogénese, invasao, extravasamento e metastase,
permitindo um estudo experimental do potencial antiangiogénico de muitos compostos.
A eficacia de vérios agentes pro e antiangiogénicos foram avaliadas utilizando métodos
qualitativos e quantitativos para determinar a densidade vascular e as respostas
morfolégicas da CAM45:146,

As células MDA-MB-231 foram utilizadas como controle positivo, pois sdo
células metastaticas que apresentam desenvolvimento vascular, angiogénese e
metastase em CAM de aves'#’. A Figura 4.39A, mostra imagens de diferentes CAM a
partir de controles tratados com agua (a), 3 x 10° células MDA-MB-231 (b) e co-tratadas
com células MDA-MB-231 e complexos TIA (c), M-IMI (d) e M-TIU (e). As membranas
tratadas com os complexos apresentam um menor nimero de vascularizagdo quando
comparadas as membranas tratadas com apenas células tumorais (controle positivo). A
qguantificacdo dessa vascularizacao (Figura 4.39B) mostrou uma diminui¢céo significativa
na porcentagem de rede vascular formada nas CAMs tratadas com os complexos TIA
(0,5uM), M-IMI (0,3uM) e M-TIU (3,2 uM) quando comparados com o controle positivo,
mostrando potenciais atividades antiangiogénicas nessas concentra¢des. A porcentagem
de vascularizagdo foi menor no tratamento com o complexo TIA, mostrando um maior
efeito inibitério da angiogénese. Como esses complexos apresentaram atividades
antimigratoria, em ensaio de fechamento da risca e camara de Boyden (complexo M-IMI),
e antiangiogénico em CAMs, estes podem ser indicados como possiveis agentes

antimetastaticos.
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FIGURA 4.39 - Analises de CAMs. (A) Imagens representativas de CAMs, apds tratamento de
72 h com (a) meio DMEM com 1% DMSO (controle negativo), (b) MDA-MB-231 (controle positivo),
(c) 0,50 uM complexo TIA + MDA-MB-231, (d) 0,30 uM complexo M-IMI + MDA-MB-231 e (e) 3,20
MM complexo M-TIU + MDA-MB-231. (B) Porcentagem de vascularizagao das dez CAMs obtidas
por grupo de tratamento. ANOVA e teste de Tukey para andlise das porcentagens de
vascularizagéo. * p <0,0,01 e * p <0,05 em comparacao ao controle positivo.

A andlise histopatolégica das CAMs testadas confirmou a atividade
antiangiogénica dos complexos (Figura 4.40). Nenhuma das membranas tratadas com
0s complexos mostraram a redugéo da hiperemia tecidual e dos anticorpos celulares
infiltrados, invalidando a regresséo do cancer. A analise dos parametros histopatolégicos
(Tabela 4.15) mostrou um aumento significativo da rede vascular formada em
comparacao com o controle negativo (p <0,05), demonstrando uma potente atividade

angiogénica dessas células utilizando o modelo CAM. Nas membranas tratadas com o0s
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complexos, ocorreu uma reducdo dos vasos e infiltrados celulares, evidenciando a
atividade inibitéria da progressdo da angiogénese. Resultados semelhantes foram

observados com outros complexos de ruténio (I1)146:148,
(a) S

(b)

©f

(d)

(e)

FIGURA 4.40 - Imagens obtidas de CAMs coradas com hematoxilina-eosina (HE) de diferentes
grupos de tratamento. (a) controle negativo, (b) 3 x 10° MDA-MB-231 (controle positivo), (c) 0,50
UM TIA + MDA-MB-231, (d) 0,30 uM M-IMI + MDA-MB-231 e (e) 3,20 uM M-TIU + MDA-MB-231.
Setas em vermelho indicam revascularizacdo e setas pretas indicam células inflamatorias. As
imagens a esquerda de cada tratamento foram obtidas com aumento de 20 e a direita aumento
de 40.
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TABELA 4.15 - Andlise histologica das CAMs apresentando Média + desvio padrdao (DP) dos
parametros histologicos classificados em uma escala de 0-3. ANOVA, Tukey.

Tratamento Vas'os Infiltrado Celular Fibroblasto Tamanho dos Vasos
sanguineos

Meio + 1% DMSO 1,20+ 0,44 1,40 + 0,54 1,0+£0,0 1,0+£0,0

MDA 2,80 + 0,442 2,20+ 0,832 2,40 + 0,542 2,00 + 0,70

TIA+MDA-MB-231 1,20 + 0,44° 1,40 + 0,54° 1,40 + 0,5° 1,80 + 0,442

M-IMI+MDA-MB-231 1,60 + 0,51° 1,30+ 0,51° 1,30+ 0,51° 1,60 + 0,51

M-TIU+MDA-MB-231 1,50 + 0,54° 1,30 + 0,54° 1,30 + 0,54° 1,60 + 0,442

2 p<0.05 quando comparado com agua; ® p<0.05 quando comparado com a MDA-MB-231.

4.3 - Interacdo com Biomoléculas e inibicdo enzimética

4.3.1 - Estudo de interacdo com albumina do soro humana (HSA)

A HSA, como a proteina mais abundante no sistema circulatorio (40 mg mL-
1), desempenha um papel importante na ligacéo e entrega de farmacos em muitos sitios
de ligacdo, também aumenta a solubilidade de farmacos hidrofébicos no plasma, sendo
assim, uma proteina importante para estudar as suas interacfes com 0s possiveis
farmacos. Existem varias estratégias buscando a seletividade de compostos
anticancerigenos, uma delas seria o carreamento desses compostos pela HSA, até o alvo
de interesse'#,

A supressao é um processo de reducao da intensidade da fluorescéncia de
uma determinada espécie, normalmente ocorre quando se tem colisdo, transferéncia de
energia e formacdo de complexos (HSA-composto). Existem dois processos de
supressdo: dinamico e estatico. Na supressao dinamica ocorre a colisdo entre o
fluoréforo e o supressor no estado excitado e na supressao estatica ocorre a formacéo
de aduto entre o fluor6foro e o supressor no estado de menor energia, no estado
fundamental. A supressao estatica e dinAmica pode ser distinguida pela dependéncia
diferente da temperatura e da viscosidade. A supressdo dinamica € dependente da
difusédo, em tem-se uma difusdo mais

temperaturas mais altas rapida e

consequentemente maiores quantidades de supresséo colisional, resultando no aumento
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da constante de supresséo. No caso, de supressdo estatica 0 aumento da temperatura
resultara no decréscimo da constante de supresséo, pois 0 aumento da temperatura
levard a uma dissociacdo de complexos fracamente ligados, logo, menores quantidade
de supressores estaticos®°,

Sabendo que HSA é uma biomolécula que apresenta fluorescéncia, devido
principalmente a presenca do fluoréforo triptofano, foi entdo avaliada a interacéo entre os
complexos sintetizados e a HSA em duas diferentes temperaturas (298 K e 310K),
utilizando a técnica de fluorescéncia. Os espectros de fluorescéncia mostraram uma
diminuicdo progressiva da intensidade de fluorescéncia da proteina com o0 aumento da
concentracdo dos complexos (5-50uM), como pode ser observado nos espectros de
fluorescéncia da HSA com o complexo TIA (Figura 4.41). Esse comportamento
observado indica uma interacdo entre o complexo e a HSA, onde a fluorescencia
intrinseca da proteina esta sendo suprimida com a interacao dos complexos. A supressao
da fluorescéncia também foi observada com os outros complexos, como pode ser visto

nos seus espectros de fluorescéncia apresentados em apéndice (Figura A60—-A64).
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FIGURA 4.41 - Espectros de fluorescéncia da HSA com a adi¢éo de diferentes concentragdes do
complexo TIA (5-50 pM), temperatura de 298 K. Figura do canto superior direito tém-se as retas
obtidas de Fo/F versus [complexo] nas temperaturas de 298 e 310 K.

A andlise quantitativa da supresséo da fluorescéncia foi determinada pela

constante de Stern-Volmer (Ksv), sendo calculada utilizando a equagéo de Stern-
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Volmer®0, Qutra constante avaliada foi a de supressdo bimolecular (kq), considerando

que o Ty do triptofano na albumina é igual a 10-8s!, Os valores de kq foram determinados

Ksv

utilizando a Equagao 8 : k4= -

A partir dos valores de Ksv e kq obtidos nas duas diferentes temperaturas,
298 K e 310 K, foi possivel determinar o mecanismo de interacdo predominante entre os
complexos e a HSA. Como pode ser observado na Tabela 4.16, os valores de Ksv € Kq
diminuem com o aumento da temperatura, para a maioria dos complexos, caracterizando
um mecanismo de interacdo predominantemente estatico. Em mecanismo de interagédo
estatico, o aumento da temperatura causou uma desestabilizacdo do aduto formado entre
o complexo e a HSA (complexo-HSA) no estado fundamental, levando a uma diminuicéo
de Ksv. O valor de kq depende da probabilidade de colisédo entre a proteina e 0 composto,
reflete a eficacia de supressdo ou a acessibilidade do triptofano ao supressor que é o
complexo. O valor maximo de kq para um mecanismo de interacéo dinamico é de 1 x 10%°
M-1s1 146 e os valores de kq encontrados para HSA com o compostos avaliados foi da
ordem de 10'? M1s1, sendo este superior ao valor limite, sugerindo um mecanismo de
interacdo estatico'®®, Apenas o complexo AC tem um comportamento diferente dos
demais, apresentando aumento de Ksv € kg com o aumento da temperatura,
possivelmente esta ocorrendo mais de um mecanismo. Esse comportamento pode estar
relacionado com a presenca do grupo carboxilato ndo coordenado, que pode estar

interagindo de forma diferente com a proteina.
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TABELA 4.16 - Valores das constantes Ksy e kg, calculadas a partir da interagdo entre os
complexos e a HSA, nas temperaturas de 298 e 310 K.

Complexos Temperatura (K) Ksv (x 104 M1) kq (x 1012M1 s

298 7,54 £ 0,08 7,54
TIA

310 5,27 £0,04 5,27

298 5,34 £ 0,06 5,34
M-IMI

310 4,84 + 0,08 4,84
AC 298 11,17 £ 0,01 11,17

310 13,07 £ 0,05 13,07

298 9,09 +£0,15 9,09
DIA

310 7,35+0,17 7,35

298 3,29+£0,01 3,29
M-TIU

310 2,96 = 0,05 2,96

298 5,13 £ 0,07 5,13
TIU

310 4,67 = 0,06 4,67

Sabendo da existéncia de interacdo por meio de um mecanismo de
supressao predominantemente estatico entre os complexos e a HSA, torna-se importante
avaliar a magnitude dessa interacdo, o qual pode ser determinada pela constante de
ligacdo (Kb). Dessa forma, os parametros de ligacao foram obtidos utilizando a Equacéo
5. Na Tabela 4.17 sdo mostrados os valores de Ky e n obtidos para os complexos.
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TABELA 4.17 - Parametros de ligacao obtidos para os complexos nas temperaturas de 298 e 310
K.

Complexos Temperatura (K) Kb (M1) n

298 1,53 x 10° 1,32
TIA

310 3,53 x 106 1,40

298 3,16 x 10° 1,42
M-IMI

310 9,61 x 10° 1,55

298 3,90 x 10° 1,13
AC

310 1,79 x 10° 1,28

298 5,01 x 10° 1,41
DIA

310 1,50 x 107 1,54

298 1,10 x 10° 1,12
M-TIU

310 6,10 x 10° 1,30

298 4,70 x 10° 1,24
TIU

310 2,17 x 106 1,40

Os valores Kp confirmam a existéncia de interagdo dos complexos de Ru (l1)
com a HSA. Em se tratando de complexos lipofilicos, eles podem interagir eficientemente
com regides hidrofébicas da HSA, como pode visto pela forte interacdo entre o complexo
e a HSA, com valores Kp na faixa de 10°-10". Além disso, o valor de n (1,13-1,55), que é
aproximadamente igual a 1, indica uma ligacdo de 1:1, onde o complexo se liga a um sitio
de ligacdo da HSA. Esses valores de Ko também foram encontrados na literatura para
outros complexos de ruténio (1), evidénciando a afinidade dos complexos de ruténio pela
HSA%,

Existem diferentes tipo de forcas de interacdo, dentre elas estao as forcas
de interacOes hidrofobicas, eletrostaticas, Van der Waals, ligacdes de hidrogénio, entre
outros. Sabendo disso, o tipo de for¢a de interacdo envolvida entre os complexos e a
HSA foi investigado. Varios parametros termodindmicos, como a energia de Gibbs (AG°),
variagcdo da entalpia (AH®) e variagdo da entropia (AS°), sofrem influéncia com as
interacdes, e com isso foram calculados. Os parametros termodinamicos de cada
complexo nas temperaturas de 298 K e 310 K foram determinados utilizando as

Equacgbes 9 e 10:
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Ko1 _ (l i l) AR’ 5
In ke \T.°T,) R (Equacio 9)
AG°= —RT InKp = AH°- TAS® (Equacao 10)

Onde, Kb1 e Kbz séo as constantes de ligacdo correspondentes das temperaturas T1 (298
K) e T2 (310 K), respectivamente, e o R = 8,314 J K mol*. Os valores dos parametros
termodinamicos obtidos sdo mostrados na Tabela 4.18.

Tabela 4.18 - Parametros termodinamicos obtidos para os complexos nas temperaturas de 298
e 310 K.

Complexos T (K) AG°(kJ molt)  AH°(kJ molt)  AS°(J molt K1)

298 -35,28 297,95
TIA 53,51

310 -38,86 297,97

298 -37,01 318,35
M-IMI 71,18

310 -41,44 318,35

298 -31,89 433,98
AC 97,43

310 -37,11 433,99

298 -38,22 364,86
DIA 70,51

310 -42 .59 364,84

298 -28,76 464,33
M-TIU 109,61

310 -34,33 464,32

298 -32,36 437,68
TIU 98,07

310 -37,60 437,64

A partir dos sinais dos parametros termodinamicos € possivel determinar o
tipo de interacdo que esta ocorrendo entre os complexos e a proteina'®®. Os sinais
esperados de contribuigbes para AH® e AS° séo:

v’ Sinais positivos para AH® e AS?, indicam um tipo de interacéo hidrofébica;
v Sinais negativos para AH® e AS°, indicam forca de Van der Waals e interacao por
ligacBes de hidrogénio.

v Sinal negativo para AH° e positivo para AS®, indicam interagcfes eletrostaticas.
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De acordo com os dados apresentados na Tabela 4.16, é evidente que o
pocesso da ligacao é espontaneo, uma vez que os valores de AG° sdo negativos. Além
disso, os valores positivos obtidos para AH° e AS° indicam uma for¢ca de interacdo
hidrofébica entre os ligantes do complexo e a HSA!%?,

Quando o complexo se liga a proteina, ocorre uma alteracao parcial da
estrutura conformacional da HSA, onde os fragmentos apolares localizados no interior da
proteina, sdo expostos para o solvente. Essa parcial mudanca na estrutura da proteina
leva a uma reorganizacdo das moléculas do solvente ao redor da proteina aumentando
o efeito hidrofébico'®?153, Esse efeito esta associado a moléculas apolares. Dessa forma,
as interacdes hidrofobicas serdo determinantes para a estabilizagdo do sistema proteina—

complexo.

4.3.1.1 - Avaliacéo do sitio de ligagc&do na HSA

A organizagao estrutural da HSA fornece uma variedade de locais de
ligacdo do ligante. Existem dois principais locais de ligagcdo na HSA, localizados nos
subdominios A e IlIA. Esses subdominios se diferem em tamanho, flexibilidade e na
afinidade de ligagdo. O subdominio IIA é maior e mais flexivel quando comparado ao
subdominio IIIA da biomolécula. De acordo com a nomenclatura de Sudlow, anions
heterociclicos volumosos, por exemplo o farmaco varfarina, se ligam ao sitio | de Sudlow
(localizado no subdominio IlA), enquanto o local do sitio Il de Sudlow (localizado no
subdominio IlIA) tem preferéncia por carboxilatos aromaticos com uma conformacédo
estendida, como por exemplo, o farmaco ibuprofeno!®4. Na estrutura de HSA o seu Unico
residuo de triptofano (Trp-214) esté localizado na posicédo 214 e no subdominio IIA do
arcabouco proteico. Para melhor compreenséo da localizacdo desses sitios na proteina,

€ mostrado na Figura 4.42 a estrutura tridimensional da HSA.
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nB

Sitio Il de Sudiow

FIGURA 4.42 - Estrutura tridimensional da HSA, com seus principais sitios de ligacao.

Sabendo que os complexos interagem com HSA, se ligando a um sitio da
proteina, seria interessante investigar o sitio de ligacdo deste complexo na HSA. Em se
tratando de complexos volumosos, possivelmente o sitio mais acessivel a esses
complexos seria o sitio | de Sudlow. Com isso, foi avaliado a intera¢do desses complexos
com o sitio I, usando uma sonda fluorescente de dansil-L-arginina (DA), que se liga
especificamente ao sitio | da HSA>156 A formacédo do complexo DA-HSA aumenta a
intensidade de fluorescéncia de DA, e o deslocamento dessa sonda leva ao decréscimo
da fluorescéncia.

A ligacdo DA-HSA aumentou eficientemente a fluorescéncia deslocando o
maximo do comprimento de onda de emissédo para o azul em 445 nm (Figura 4.43), com
isso foi possivel avaliar a supressao da fluorescéncia de DA-HSA nessa regido. Os
espectros de fluorescéncia DA-HSA (Figura 4.43A) mostraram uma supressao da
fluorescéncia de DA-HSA com o aumento da concentracdo do complexo TIA (5-50 yM),
assim como os outros complexos da série (Figura A65-A69). No entanto, o potencial de
reducéo da intensidade do sinal de DA-HSA foi diferente entre os complexos. Esses

resultados evidenciam o efeito competitivo entre os complexos e o DA pelo sitio | da
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proteina, o que pode causar um deslocamento de DA do sitio | na HSA, e
consequentemente diminuir a fluorescéncia. Portanto, aqueles complexos com maior
afinidade pelo sitio apresentaram maior supressao da fluorescéncia de DA-HSA.

Nos espectros de fluorescéncia de DA-HSA com a varfarina (Figura 4.43B),
€ possivel observar uma reducdo da fluorescéncia e deslocamento do maximo de
emissao para comprimento de onda menor com o aumento da concentracdo da varfarina
(5-50 pM), fenbmeno caracteristico do aumento de hidrofobicidade em torno do
fluoréforo!®®, Essas mudancas indicam a existéncia de uma competicdo direta entre a
varfarina e o DA, o qual foi capaz de expulsar a sonda fluorescente da HSA. Outras
evidéncias de ligacdo da varfarina na HSA, podem ser verificadas pelas sobreposicdes
das fluorescéncias de DA livre, varfarina livre e varfarina ligada a HSA, apresentadas nos
espectros.
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FIGURA 4.43 - Espectros de fluorescéncia de DA-HSA. (A) Supressao da fluorescéncia de DA-
HSA com adicdo do complexo TIA (5-50 uM), a 298 K. (B) Em (- - -) espectro de DA, (- - -) espectro
da varfarina, ( ) espectro da varfarina com HSA. Em linha preta tem-se apenas DA-HSA
([HSA]=[DA]= 5 uM), as outas linhas s&o na presenca de quantidades crescentes do complexo
M-IMI (5-50 pM). As setas indicam o comportamento dos espectros com 0 aumento da
concentracdo do composto.

O grafico da Figura 4.44 mostra a diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia com o aumento da concentracdo dos complexos, a partir do comprimento
de onda maximo de emisséao da fluorescéncia de DA-HSA, é possivel observar que todos

eles reduziram a fluorescéncia, mostrando um efeito competitivo com a sonda
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fluorescente pelo sitio I, possivelmente este é o sitio 0 qual os complexos estdo se
ligando na HSA. No caso do complexo M-IMI a reducdo da fluorescéncia néo foi tdo
evidente, possivelmente este complexo tem maior afinidade por outro sitio da HSA. O
decréscimo da varfarina ndo é mostrada no grafico devido ao deslocamento da banda de

supresséao.
100000 —
——TIA
MIMI
—e— AC
—eo— DIA
—e— M-TIU
TIU

80000

60000

40000

Intensidade (u.a.)

20000

Concentragéao (uM)

FIGURA 4.44 - Diminuigdo da intensidade de fluorescéncia de HSA-DA com a adi¢cdo dos
complexos. A fluorescéncia foi medida a 445 nm, com excitagédo a 340 nm.

4.3.1.2 - Efeito da HSA sobre a atividade citotdoxica

Interagcdes com a albumina podem influenciar na biodisponibilidade dos
compostos e afetar a sua atividade biolégica. Uma vez que, os compostos mostraram
forte interacdo com a HSA, com valores de Ky na ordem de 10°-107, experimentos foram
realizados para avaliar se a ligacao entre o complexo e a HSA poderia estar influenciando
na atividade citotoxica do complexo frente a linhagem de células MDA-MB-23. Com isso,
0S compostos, na concentracéo de ICso, foram pré-incubados com a HSA nas propor¢oes
de 1:1, 1:3, 1:5 e 1:10 e depois adicionados nas células MDA-MB-231, apos 48h foi
avaliada por MTT, a influéncia dessa interagdo na atividade anticancerigena dos

compostos. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 4.45.
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FIGURA 4.45 - Efeito da HSA na citotoxicidade dos complexos frente as células tumorais de
mama (MDA-MB-231) ap6s 48h. Os dados sdo as médias + DP da triplicata de trés experimentos.
Diferencas significativas do complexo livre (ICsp) sdo indicadas por ** p <0,01 e *** p <0,001.
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Como pode ser visto na Figura 4.45, a viabilidade celular na presenca de
somente HSA ndo mudou significativamente quando comparado as células controle sem
HSA (controle negativo), mostrando insensibilidade da célula MDA-MB-231 na presenca
da proteina. A pré-incubacao dos complexos TIA, M-IMI, AC e M-TIU com HSA néo afetou
significativamente a acdo dos complexos frente a células MDA-MB-231, pois os valores
de ICso apresentaram pequenas variacdes nas diferentes propor¢cdes de HSA, onde a
viabilidade das células permaneceram relativamente iguais as células tratadas com o
complexo livre, indicando que a interagdo com HSA néo inativa esses complexos. Em
contrapartida, a interacdo do complexo DIA, com a HSA, nas propor¢cdes de 1:1, 1:3 e
1:5, diminuiu significativamente (p<0,001) a viabilidade das células, sendo mais ativos
que o complexo livre, frentes as células MDA-MB-231. A interagdo do complexo TIU com
a HSA nas proporc¢des de 1:1 e 1:3, também mostrou melhor atividade que o complexo
livre. Esses resultados corroboram com os valores de Ky apresentados para os
complexos, onde o DIA foi o complexo que apresentou maior valor de Kp ha temperatura
de 37°C, a qual foi a temperatura utilizada para pré-incubacdo dos complexos com a
HSA.

Possivelmente a ligacdo entre os complexos e a HSA est4 ocorrendo de
forma reversivel, permitindo sua liberacdo no alvo de interesse, que sdo as células
tumorais, mantendo sua atividade. Essa ligacéo reversivel com a HSA é importante para
o carreamento e direcionamento seletivo dos complexos para as células tumorais, dado
ao fato de que a albumina se acumula nos tecidos tumorais como consequéncia do efeito

de permeabilidade e retencdo (EPR) aumentadal®’.

4.3.2—- Estudo de interagdo com o DNA

4.3.2.1 — Titulagao espectroscépica

Outra biomolécula de interesse como alvo de interacdo dos compostos e
possivel causa da morte celular é o DNA. Alguns trabalhos relataram que o possivel modo
de acdo da cisplatina é através da ligacdo covalente do complexo com as bases
nitrogenadas do DNA, o que impede a replicacdo do DNA, levando a morte celular'®,
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Tendo em vista o quimioterapico inorganico cisplatina como referéncia, isso torna
necessario avaliar a se ha alguma semelhanca no modo de acdo dos novos complexos
de ruténio de interesse biologico. Com isso foi realizado diferentes técnicas para
determinar a forca e o tipo de interacdo entre os complexos e 0 DNA159:160,

A titulacdo espectroscépica € uma técnica muito utilizada para a avaliacdo
de interacdes entre moléculas e o DNA, onde sdo analisadas as mudancas no espectro
do composto com a adi¢ao de aliquotas do DNA, a partir de uma concentracdo conhecida
de DNA e do composto. A principal mudanca avaliada € a diminuicdo da banda de
absorcédo (hipocromismo) e o seu deslocamento. Com isso, é possivel determinar a
magnitude da interacao dos complexos com o DNA, a partir da constante de ligacao (Kb),
gue pode ser determinada a partir da Equacgéo 6.

Na analise dos espectros de absor¢édo UV-Vis foi monitorada a banda em
torno de 300 nm, sendo atribuida a uma transicao intraligante -1m*. Nos espectros do
complexo TIA (Figura 4.46), € possivel observar um hipocromismo da banda em 303 nm,
no entanto a porcentagem de hipocromismo foi muito préximo do observado para os
espetros com adicdo de somente tampédo, sendo a diferenca das porcentagem de
hipocromismo inferior 5%, isso indica que o decréscimo da banda de absor¢cédo observada
estava relacionada com o efeito de diluicho da amostra e ndo a interacdo. Esse
comportamento pode caracterizar um tipo de interagéo fraca ou inexistente, ndo sendo

possivel determinar um valor de Ky para este complexo.
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FIGURA 4.46 - Espectros de absor¢cdo no UV-visivel do complexo TIA com a titulacdo de CT-
DNA, em pH 7,4. No canto superior direito tem-se a ampliacdo dos espectros na regido da banda
303 nm para melhor visualizag&o do hipocromismo.

Os valores de Kb foram determinados a partir da reta obtida de [DNA]/(a-€1)
vs [DNA], onde Ky é a razdo entre o coeficiente angular e linear da reta. As retas obtidas
para os complexos que foram calculados o Kb, estdo inseridas nas figuras dos espectros
de cada composto. Os valores de Ko e a porcentagem de hipocromismo obtido da
diferenca entre o hipocromismo de adicdo de DNA e tampdao, calculados para os

complexos, sdo apresentados na Tabela 4.19.
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TABELA 4.19 - Valores de Ky para 0s compostos com hipocromismo > 5%.

Complexos Kb Interacéo Hipocromismo (%)
TIA -- Fraca/inexistente <5

M-IMI -- Fraca/inexistente <5

AC -- Fraca/inexistente <5

DIA 1,96 (+ 0,42) x 103 Fraca 6,55

M-TIU 9,25 (+ 0,15) x 102 Fraca 12,63

TIU 6,53 (+ 0,24) x 107 Fraca 8,07

Os complexo M-IMI e AC (Figura A70 e A71) apresentaram 0 mesmo
comportamento que o TIA, mostrando uma fraca interagdo com o DNA ou até mesmo
inexitente, neste caso ndo foi possivel determinar a existéncia ou ndo da interacdo com
o DNA utilizando somente essa técnica. Quando avaliados os complexos DIA, M-TIU e
TIU (Figura A72—-A74), foi possivel calcular o valor de Kb, 0s quais foram na ordem de
102-103. Esses valores de Kb, indicam um modo de interacéo fraco, quando comparado
a outros complexos de ruténio (1) existentes na literatura*36.12°, Essas interacées fracas
apresentadas pelos complexos sdo condizentes com as estruturas desses complexos,
visto que, os complexos ndo apresentam ligantes de cadeia extendidas com planaridade
para fazer uma intercalacdo no DNA, sdo muito volumosos para poder se acomodar entre
os pares de base do DNA e apresentam ligantes coordenados de forma bidentada, o que

dificilmente serdo labilizados para a ligacdo covalente do complexo no DNA.

4.3.2.2 —=\Viscosidade

O modo possivel de interacdo entre complexos e ct-DNA também foi
avaliado por experimentos de viscosidade. A viscosidade de um fluido esta relacionada
a resisténcia ao fluxo, a uma determinada temperatura, ou seja, quanto maior a
viscosidade de um fluido, maior serd o seu tempo de escoamento. Devido a sua

sensibilidade a alteracdo do comprimento do DNA, a medicdo da viscosidade é
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considerada o meio mais eficaz para estudar o modo de ligacdo do complexo ao DNA em
solucdot®,

As variacdes na viscosidade do DNA determinam o modo de interagéo entre
0s complexos e o DNA. O aumento da viscosidade dos DNA, indica um modo de
interac&o ndo covalente intercalativo, onde se tem a inser¢cao de uma molécula aromatica
planar entre dois pares de bases adjacentes do DNA, resultando no alongamento e
desenovelamento da hélice do DNA. No caso de interagbes pelo sulco do DNA, a
viscosidade da solucdo de DNA n&o aumenta, pois essa interagdo nao induz grandes
mudancas conformacionais no DNA®160, Em interacdes eletrostaticas tem-se pequenas
variacfes da viscosidade do DNA, em func¢éo de interacdes eletrostatica entre moléculas
carregadas positivamente com os grupamentos fosfatos do DNA'%0, Neste contexto, foi
avaliada as alteragcbes na viscosidade relativa do ct-DNA com o aumento da
concentracdo dos complexos e a cloroquina (CQ).

A partir dos dados obtidos nos experimentos de viscosidade do DNA, foi
construido de um grafico de (n / no)*® vs [complexo]/[DNA], onde n e no séo as
viscosidades especificas do DNA, na presenca e auséncia dos complexos,
respectivamente (Figura 4.47). A cloroquina (CQ) foi utilizada como padrdo de
intercalacdo com o DNA, pois sob condi¢cdes apropriadas, a CQ aumenta a viscosidade
relativa do DNA. Como pode ser visto na Figura 4.47, a CQ mostrou um aumento na
viscosidade do DNA com o aumento da concentracdo de CQ, enquanto que, 0s
complexos nédo alterou significativamente a viscosidade relativa do DNA, indicando um
modo de interacdo eletrostatico. A interacdo eletrostatica entre os complexos e o DNA é
condizentes, pois se trata de complexos cationicos que podem estar fazendo interagdes
eletrostaticas com os grupos fosfatos carregados negativamente no DNA.
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FIGURA 4.47 - Gréficos da viscosidade do DNA com o aumento da concentragcdo dos complexos
(A) TIA, M-IMI e CQ, (B) AC, DIA, M-TIU, TIU e CQ.

4.3.3 — Inibic&o enziméatica da Topoisomerase IB humana

A enzima topoisomerase IB humana (hTopo IB) é um importante alvo
anticancerigeno que pode ser inibida por compostos naturais e sintéticos, usados para
bloquear a proliferacdo de células tumorais. O fungdo dessa enzima esta associada a
manutencdo e replicacdo do DNA, promovendo a relaxacdo do DNA superenovelado, o
gue essencial para a transcricdo e replicacdo do DNA. Em células tumorais as enzimas
estdo mais expressas que em células normais, o desenvolvimento de compostos com

inibicdo destas enzimas seria um estratégia de acdo seletiva para células tumorais62163,

4.3.3.1 — Efeito dos complexos na atividade de relaxamento

As topoisomerases promovem o relaxamento do DNA superenovelado,
levando a uma migracdo mais lenta na corrida eletroforética. A presencga de um inibidor
da enzima ira impedir o relaxamento do DNA superenovelado, apresentando no gel um
perfil de bandas semelhantes ao do DNA superenovelado sozinho.

A eficiéncia dos complexos TIA e M-IMI na inibicho da atividade de
relaxamento da hTopo IB foi testada por ensaios de relaxamento, reagindo um substrato

de DNA plasmidial superenovelado com a enzima, na presenca de concentragdes
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crescentes dos complexos (Figura 4.48 linhas 4-13). As reacdes, foram incubadas
durante 30 min a 37°C e paradas com SDS (Figura 4.48). Os dois complexos foram
capazes de inibir a enzima de um modo dependente da concentragéo. O complexo TIA
atingiu inibic&o total na concentracao de 12,5 yM, enquanto o complexo M-IMI ndo atingiu
uma inibicdo completa, mesmo na concentracdo mais alta usada no experimento. O
ensaio de inibicdo enzimatica também foi realizado na presenca de DMSO, mostrando
gue a enzima hTopo IB mantém a sua atividade (controle positivo Figura 4.48, linha 3).
O substrato sozinho mostrou ser totalmente estavel, linha 1 (controle negativo).

TIA
QO
PR 5, Q O
§ & 0\3\0’-\ o Ve S (v
N.C.
relaxado
S.C.

1234 5 67 8 9101 1213
M-IMI

S.C
1 2 34 5 6 7 8 9 10 1 12 13

FIGURA 4.48 - Ensaio de relaxamento do DNA plasmidial superenovelado por hTopo IB na
presenca de concentracdes crescentes do complexo TIA e M-IMI. Linha 1, substrato de DNA,
linha 2, DNA incubado com a maior concentragao do complexo (300 uM); linha 3, DNA e enzima
na auséncia de composto, apenas DMSO. NC, plasmideo circular cortado; SC, DNA plasmidial
superenovelado.

Foram realizados os ensaios de relaxamento na presenca dos ligantes
livres, 2-mercaptotiazolina (tzdt) e 2-mercapto-1-metilimidazol (mmi) (Figura 4.49).
Resultados mostraram que os ligantes livres ndo indicaram nenhum efeito de inibicdo em

todas as concentracdes analisadas, demonstrando que a inibicdo enzimatica ocorre
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apenas apo6s coordenacao ao ruténio, evidenciando melhor atividade dos complexos,
pois nos complexos pode havendo um efeito sinérgico entre os ligantes presentes na

esfera de coordenacéo mais o metal, o que potencializa a sua atividade.

tzdt

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213
mmi
p~ OI A
L ..'{\C"/\" P 2 ¢

a =0 )
§ ST AN o W D

relaxado

S.C.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

FIGURA 4.49 - Ensaio de relaxamento do DNA plasmidial superenovelado por hTopo IB na
presenca de concentragBes crescentes dos ligantes livres, 2-mercaptotiazolina (tzdt) e 2-
mercapto-1-metilimidazol (mmi).

Para os dois complexos, o efeito inibitério € fortemente aumentado apés 5
min de pré-incubacdo com a enzima hTopo IB, antes da adicdo do DNA. Nessa condicao,
o complexo M-IMI foi capaz de inibir totalmente a acdo de hTopo IB na concentracao de
25 uM (Figura 4.50).
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FIGURA 4.50 - O ensaio de relaxamento do DNA com a pré-incubacao dos compostos com hTopo
IB a 37°C durante 5 min, na presenca de concentragdes crescentes dos complexos TIA e M-IMI.

O efeito dos compostos na atividade enzimatica também foi avaliado em
funcdo do tempo (Figura 4.51), usando apenas DMSO no controle (linhas 2-5), depois
foram avaliados na presenca dos complexos (linhas 6-9). Outras reagfes foram
realizadas com a pré-incubacéo dos complexos com a enzima por 5 minutos, na auséncia
do DNA, depois desse tempo o DNA foi adicionado (linhas 10-13). Os resultados
mostraram que 0s complexos ndo foram capazes inibir totalmente a enzima nas
concentracbes escolhidas, no entanto o efeito inibitério foi melhorado apds a pré-
incubacédo dos complexos com a enzima. Estes resultados indicam que a inibicdo ocorre
através de uma interacdo entre a enzima e 0s complexos, que ocorre de maneira
dependente da concentracdo, como observado na Figura 4.51. Além disso, os complexos
também foram pré-incubados com o DNA superenovelado, antes da adicdo da enzima
(linhas 14-17), onde o padréao de bandas apresentado no gel de agarose, foi idéntico ao
observado sem a pré-incubagcdo com a enzima, indicando que os complexos nao

interagem com o DNA.
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FIGURA 4.51 - Ensaio de relaxamento de DNA plasmidial superenovelado por hTopo IB em
funcdo do tempo com DMSO, na presenca de complexos TIA (8 uM) e M-IMI (8 uM). Apds 5 min
de pré-incubagdo do composto com hTopo IB antes da adicdo do DNA e a pré-incubacao do
composto com o DNA, antes da adi¢cdo da enzima.

Para entender melhor a interacdo dos complexos com o DNA, foram

analisados os produtos da incubacéo dos complexos com o0 DNA, na auséncia de enzima,

por eletroforese em gel de agarose (Figura 4.52). Como pode ser observado, 0s

complexos ndo apresentaram interagdo com o DNA em nenhuma das concentracdes

utilizadas, o que indica inexisténcia de interacao intercalativa ou covalente com o DNA,

corroborando com os resultados obtidos nos estudos de interacdo por titulacdo e

viscosidade.
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FIGURA 4.52 - Ensaio de interagdo composto-DNA em dependéncia da concentragdo. O
plasmideo superenovelado foi incubado por 30 min a 37 ° C, na presen¢a de concentracdes
crescentes dos complexos TIA e M-IMI.

4.3.3.2 - Cinética de clivagem e religacdo na Topoisomerase

Os complexos podem interagir com a enzima em diferentes etapas do ciclo
catalitico, podendo ser na clivagem, rotacdo ou processos de religacdo. Esses compostos
podem ser classificados como inibidores quando estiverem impedindo a reacdo de
clivagem e como venenoso quando estiverem impedindo o processo de religacéo.
Portando diferentes experimentos foram realizados para identificar qual etapa do ciclo
catalitico que os complexos estarido exercendo sua funcao.

O ensaio de clivagem é realizado incubando a enzima com o substrato
suicida (CL14 / CP25), marcado radioativamente na extremidade 5' do CL14 (Figura
4.53A), esse substrato suicida contém o local de clivagem preferido da enzima'®4. A
analise dos produtos de reacdo em funcéo do tempo, é mostrado na Figura 4.53, onde a
banda correspondente ao fragmento de DNA clivado é indicado como "CL1". Como pode
ser observado na Figura 4.53B e C, na presenca de DMSO (controle) o substrato é
clivado de forma rapida e eficiente (linhas 3-8). A presenca do complexo TIA (8 uM) inibe
cerca de 40% da clivagem, enquanto a pré-incubacao deste composto e a enzima, por 5

min antes da adi¢cao do substrato, produz inibicdo da clivagem de 80%, como mostra o
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gréafico de porcentagem do produto clivado em fungéo do tempo (Figura 4.53 D). No caso
do complexo M-IMI (25 uM), observa-se uma inibicdo de 40% da clivagem, que aumenta
para 60% apds a pré-incubacdo com a enzima.
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FIGURA 4.53 - Cinética de clivagem. (A) O substrato suicida CL14 / CP25 para medir a cinética
de clivagem da enzima, e o local de ligacdo preferido da topoisomerase indicado por *. Reacdo
de clivagem na presenga de DMSO ou 8 uM do complexo TIA (B) e 25 yM do complexo M-IMI
(C), e apbs 5 min de pré-incubacdo do composto com a enzima. Em S: controle com apenas o
substrato suicida; S+C: substrato suicida mais o composto; CL1: fragmento de DNA clivado. (D)
Gréfico da porcentagem de clivagem em fungédo do tempo em linha completa, comparando a
DMSO, TIA (8 uM) e M-MI (25 uM). Em linha tracejada estdo os complexos na mesma
concentracao com pré-incubacdo. Os dados reportados sdo a média + desvio padrao de trés
experimentos independentes.
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A reacdo de religacao foi realizada incubando, por 30 min, o substrato
oligonucleotidico CL14 / CP25 com a enzima hTopo IB, permitindo a enzima produzir o
complexo clivado (Figura 4.54A). Depois que a clivagem ocorreu, a cadeia complementar
R11 foi adicionada, para iniciar o processo de religacdo. Em diferentes tempos, as
aliquotas sao removidas, tratadas com SDS, tripsinizadas e analisadas por PAGE (Figura
4.54 B e C). Como mostra o grafico da porcentagem do produto de religacdo em funcao
do tempo (Figura 4.54 D), que na presenca de 25uM do complexo M-IMI (25uM), o efeito
de inibicdo da religacao foi de 34% enquanto, o complexo TIA ndo produziu nenhum

efeito de inibicéo.
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5-p-GAAAAAAGACTT
F-CTTTTTTCTGAATCTTTTTAAAAAT-S
(B) DMSO TIA
S 95?\ “ \9'19@%@%@\ 45 NP S Tempo (min) (D)
e S MR Religacdo 120
Clivagem 100
Substrato S 80
o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 1314 15 ‘%60“.
2
T 40
o
DMSO M-IMI 20
(©)
S “’_)QQ‘“\ %\Q']/Q‘OQ%QQ(?‘\‘O '\Q’LQ‘CQTempo(min) 0
N an Bl h :
B - Religacdo 0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo (min)

AR s AR e e Clivagem

W Substrato

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15

FIGURA 4.54 - Cinética de Religacdo. (A) O substrato CL14 / CP25 e o oligonucledtido
complementar R11 utilizado para medir a reacao de religacdo da hTopo IB. A reacéo de religacdo
com 5 min pré-incubacao, a 37 ° C, na presenca de DMSO ou 8 uM do complexo TIA (B) e 25
pMM do complexo M-IMI (C). (D) Gréfico representando a porcentagem de religagéo em fungéo do
tempo, com a pré-incubacdo de 5 min na presengca de DMSO e os complexos. Os dados
reportados sdo a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes.

Esses resultados indicam que os dois complexos mais citotoxicos para a
linhagem de células MDA-MB-231 foram capazes de inibir eficientemente a clivagem de

hTopo IB e esse efeito aumentou apos a pré-incubagédo. O complexo M-IMI foi capaz de
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afetar a reacao de religacéo. Por outro lado, o complexo TIA ndo mostrou nenhum efeito
nesta etapa do ciclo catalitico. Estes resultados indicam que o complexo TIA atua como
um inibidor catalitico da topoisomerase IB humana, em vez disso os complexos M-IMI
age como um inibidor e toxico para a enzima. Na literatura tem-se varios compostos de
ruténio que mostraram ser bons inibidores da Topo IB, reafirmando a capacidade de
inibicdo da topoisomerase pelos complexos de ruténio (I11)°6183, Dessa forma, a

topoisomerase é um dos possiveis alvos de acao anticancer dos complexos TIA e M-IMI.
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Capitulo 5- Conclusdes

Neste trabalho foram sintetizados seis novos complexos de ruténio (I1)
contendo em sua esfera de coordenacéo ligantes mercapto, bem como o ligante 1,1’-
bis(difenilfosfino)ferroceno e 2,2’-bipiridina, os quais foram caracterizados por técnicas
de condutividade molar, analise elementar, espectroscopia de absorcdo na regido do
ultravioleta/visivel, espectroscopia de absorc¢éo na regido do infravermelho, ressonancia
magnética nuclear (RMN) de H, 3'P{1H},13C{*H}, COSY (*H-'H) e HSQC (*H-13C),
voltametria e difracédo de raios X.

Os resultados obtidos por meio das técnicas de caracterizacdo dos
complexos confirmaram a estrutura proposta. A composi¢cdo quimica dos compostos
sintetizados determinada por analise elementar (CHNS), mostrou valores condizentes
com as formulas quimicas propostas, com a presenca de moléculas de agua para os
complexo DIA e M-TIU. Os dados de condutividade molar mostraram uma relagdo de
eletrdlitos 1:1.

As técnicas de espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho,
RMN e raios X identificaram a presenca dos ligantes mercapto e o contra-ion PFs na
esfera de coordenacdo do metal, o modo de coordenacédo bidentada pelos atomos de
nitrogénio e enxofre de forma anibnica, bem como a disposi¢cdo desses atomos na
estrutura tridimensional dos complexos, evidenciando uma geometria octaédrica
distorcida, com o atomo de nitrogénio em posicao trans ao atomo de fésforo e o atomo
de enxofre trans ao atomo de nitrogénio da bipiridina.

Os dados de voltametria ciclica mostraram que os complexos obtidos
apresentam potenciais de oxidacdo mais elevados do que o respectivo precursor,
indicando uma maior estabilidade dos complexos, sendo identificados os potenciais
referentes aos pares redox Fell/Felll e Rull/lll, com o potencial mais baixo na faixa de
834-1024 mV referente a oxidag&o do Ferro (ll).

Na analise da estabilidade quimica dos complexos, no periodo de 48 h, em
solvente coordenante DMSO, os complexos AC, DIA, M-TIU e TIU se mostraram
estaveis, assim como em solucdo de DMSO e meio de cultura celular.

Ao avaliar a atividade citotoxica e antiproliferativa dos complexos frente a

diferentes linhagens de células tumorais, foi possivel notar que os complexos foram mais

145



Macédo, A. P. M. G. Conclusoes

seletivos e eficazes para as células tumorais de mama triplo negativas MDA-MB-231,
com valores de ICso menores que o farmaco de referéncia. Dentre os complexos
avaliados os complexos TIA e M-IMI foram os mais ativos para todas as linhagens de
células tumorais utilizadas, evidenciando uma melhor resposta para complexos menos
volumosos. Quando avaliada a citoxicidade frente a MDA-MB-231 no periodo de 24 h os
valores de ICso foram mais elevados do que o tratamento de 48 h, mostrando um
comportamento dependente do tempo.

Ao avaliar a lipofilicidade dos compostos observou-se que os valores de Log
P foram todos positivos, indicando maior afinidade dos compostos pela fase organica,
sendo os complexos com maiores valores de lipofilicidade os mais ativos.

Ao avaliar a cinética do ciclo celular, os dados sugerem que os complexos
TIA, M-IMI, AC e M-TIU induziram parada do ciclo celular na fase G0/G1, j& o complexo
TIU mostrou um aumento de células em fase S, onde ocorre a replicacdo do DNA, e com
o complexo DIA néo foi observado alteracdes significativas no ciclo celular. Com isso,
séo correlacionadas as atividades antiproliferativas dos complexos principalmente pela
inducao de apoptose e parada do ciclo celular em fase GO/G1.

Os resultados obtidos a partir das observacdes das alteracdes morfolégicas
das células em func¢édo do tempo, com marcacdo das células com HO/PI e anexina-V,
mostraram que os complexos induzem morte celular por apoptose. A apoptose induzida
pelos complexos, pode estar relacionada com a presenca de dano no DNA observado no
ensaio cometa e na cinética do ciclo celular, com os complexos TIA, M-IMI, M-TIU e TIU.
Na verificacdo de inducéo de apoptose pela via mitocondrial, os complexos M-TIU e AC
foram capazes de induzir despolarizacdo mitocondrial com maior eficiéncia, sendo
observado um aumento de células com disfun¢éo mitocondrial de 66,53 + 4,17% e 24,10
+ 7,81%, respectivamente. Além disso, os complexos foram capazes de induzir aumento
de espécies reativas de oxigénio no meio intracelular, sendo outro mecanismo de indugéo
de apoptose, que pode estar relacionado com a mitocondria e o dano ao DNA.

Ao avaliar a possivel atividade antimetastatica dos complexos, foram
investigadas a capacidade de inibicdo da migracao celular pelo ensaio de fechamento da
risca e camara de boyden, e inibicdo de angiogénese utilizando o método alternativo com
CAM. Os complexos foram capazes de inibir eficientemente a migracéo da célula, sendo

observado uma inibicdo em diferentes potenciais, seguindo a ordem de DIA < AC < M-
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TIU < M-IMI < TIU < TIA. No ensaio de camara de boyden o complexo M-IMI foi capaz de
inbir a migracao eficientemente nas duas concentracfes utilizadas. Além disso, 0s
complexos TIA, M-IMI e M-TIU foram capazes de inibir a angiogénese, com menor
porcentagem de vascularizacao para o complexo TIA, o que foi também evidenciado em
analises de histopatolégico das CAMs. Portanto, esses complexos podem ser indicados
como possiveis agentes antimetastaticos. Além disso, os complexos foram capazes de
prevenir a formagao de colonias, em baixas concentragdes, evidenciando um efeito
citotoxico e citostatico.

Ao avaliar a interacdo dos complexos com a proteina de transporte HSA, os
complexos foram capazes de causar supressao da fluorescéncia pelo mecanismo de
interacao estatico por meio de interacdes hidrofébicas entre os complexos e a HSA. Os
complexos mostraram fortes interagdes com a HSA, com valores de Kp na faixa de 10°-
10’. Quando avaliado o sitio de interacdo desses complexos com a HSA, eles
apresentaram alta afinidade pelo sitio | da HSA, o qual apresentou um efeio competitivo
com a sonda fluoresecente de dansil-L-arginina. A forte interagdo dos complexos com a
HSA néo interferiu na atividade citotéxica dos complexos, sendo evidenciado até melhor
atividade para os complexos TIU e DIA, nas proporcdes de 1:1 e 1:3, o que indica 0 modo
de ligacao reversivel.

Na avaliacdo da interacdo dos complexos por titulacdo espectroscépica e
viscosidade, os complexos apresentaram um modo de interacdo ndo covelente,
eletrostatico. Quando avaliada a capacidade de inibicdo da enzima Topoisomerase IB,
os complexos TIA e M-IMI mostraram-se ativos. Os resultados indicam que o complexo
TIA atua como um inibidor catalitico da enzima, e o complexo M-IMI, como um inibidor e
toxico para a enzima, indicando que a topoisomerase é um dos possiveis alvos de acéo
anticancer desses complexos.

Tendo em vista os diferentes alvos de acao apresentados pelos complexos,
podem ser classificados como agentes anticancer “multi-target”. Os possiveis

mecanismos de acao observado para esses complexos sao ilustrados na Figura 5.1.
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Distuncao
Mitocondrial

FIGURA 5.1 — Possiveis alvos de ag¢do propostos para os complexos Ru (Il) com os ligantes
mercapto.
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FIGURA A19 - Espectro de RMN 3*'P{*H} do complexo M-TIU em CHCl./D20.
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FIGURA A20 - Espectro de RMN 3*'P{*H} do complexo TIU em CH.Cl,/D-0.
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FIGURA A22 - Espectro de RMN *'P{1H} do complexo M-TIU em solucédo de CH3OH/CHCl..
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FIGURA A23 - Espectro de RMN 3*'P{1H} do complexo TIU em solucdo de CHsOH/CHCl,.
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FIGURA A24 - Espectro de RMN *H do ligante 2-mercaptotiazolina, em acetona-ds.
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FIGURA A25 - Espectro de RMN *3C{*H} do ligante 2-mercaptotiazolina, em acetona-ds.
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FIGURA A26 - Espectro de RMN *H do ligante 1-metil-2-mercaptoimidazol, em acetona-ds.
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FIGURA A27 - Espectro de RMN *C{*H} do ligante 1-metil-2-mercaptoimidazol, em acetona-ds.
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FIGURA A28 - Espectro de RMN *H do ligante 6-metil-2-tiouracil, em DMSO-ds.
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FIGURA A29 - Espectro de RMN *3C{*H} do ligante 6-metil-2-tiouracil, em DMSO-ds.
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FIGURA A30 - Espectro de RMN *H do ligante 2-tiouracil, em DMSO-ds.
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FIGURA A31 - Espectro de RMN 3C{*H} do ligante 2-tiouracil, em DMSO-ds.
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FIGURA A32 - Espectro de RMN *H do complexo M-IMI, em acetona-ds,
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FIGURA A33 - Mapa de contorno de COSY (*H-!H), obtido para o complexo M-IMI (A), em (B) a
ampliacédo da regido referente aos acoplamentos dos hidrogénios aromaticos para identificagdo

dos hidrogénios do ligante mmi, em acetona-ds.
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FIGURA A34 - Espectro de RMN *C{*H} do complexo M-IMI, em acetona-ds.
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Figura A35 - Mapa de contorno de HSQC (*H-13C) do complexo M-IMI, em acetona-ds.
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FIGURA A36 - Espectro de RMN *H do complexo AC, em DMSO-ds.
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FIGURA A37 - Mapa de contorno de COSY (*H-'H), obtido para o complexo AC, em DMSO-de.
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FIGURA A38 - Espectro de RMN *3C{*H} do complexo AC, em DMSO-ds.
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Figura A39- Mapa de contorno de HSQC (*H-1*C) do complexo AC, em DMSO-ds.
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FIGURA A40 - Espectro de RMN *H do complexo DIA, em DMSO-ds.
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FIGURA A41 - Mapa de contorno de COSY (*H-'H), obtido para o complexo DIA, em DMSO-de.
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FIGURA A42 - Espectro de RMN **C{*H} do complexo DIA, em DMSO-ds.
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FIGURA A43 - Mapa de contorno de HSQC (*H-'3C) do complexo DIA, em DMSO-de.
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FIGURA A44 - Espectro de RMN *H do complexo M-TIU, em DMSO-ds.
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FIGURA A45 - Mapa de contorno de COSY (*H-'H), obtido para o complexo M-TIU, em DMSO-

de.
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FIGURA A46 - Espectro de RMN 3C{*H} do complexo M-TIU, em DMSO-ds,
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Figura A47- Mapa de contorno de HSQC (*H-*C) do complexo M-TIU, em DMSO-ds,
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FIGURA A48 - Espectro de RMN *H do complexo TIU, em DMSO-ds
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FIGURA A49 - Mapa de contorno de COSY (*H-'H), obtido para o complexo TIU, em DMSO-de.

184



Macédo, A. P. M. G. Apéndice A

- — PFg
|
2 SN N
N

185 175 165 155 145 135 125 11? )105 95 85 75 65 55 45
ppm

FIGURA A50 - Espectro de RMN C{*H} do complexo TIU, em DMSO-ds.
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FIGURA A51- Mapa de contorno de HSQC (*H-*3C) do complexo TIU, em DMSO-ds.
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Figura A52 - Espectros de RMN3'P{*H} do complexo TIA em DCM.
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Figura A53 - Espectros de RMN3'P{1H} do complexo TIA em MeOH.
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Figura A54 - Espectros de RMN3'P{*H} do complexo M-IMI em DCM.
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Figura A55 - Espectros de RMN3!P{*H} do complexo M-IMI em MeOH.

190



Macédo, A. P. M. G. Apéndice A

AC

24 h

48 h

DIA

FIGURA A57 - Efeito do complexo DIA na morfologia da linhagem de células MDA-MB-231.
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24 h

FIGURA A58 - Efeito do complexo M-TIU na morfologia da linhagem de células MDA-MB-231. As
setas indicam as alteracdes morfologicas observadas nas células tratadas.

TIU

FIGURA A59 - Efeito do complexo TIU na morfologia da linhagem de células MDA-MB-231. As
setas indicam as alterac6es morfolodgicas observadas nas células tratadas.
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FIGURA A60 - Espectros de fluorescéncia da HSA com a adicao de diferentes concentracdes do

complexo M-IMI (5-50 pM), temperatura de 298 K. Figura do canto superior direito sdo as retas

obtidas de Fo/F versus [complexo] nas temperaturas de 298 e 310 K.
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FIGURA A61 - Espectros de fluorescéncia da HSA com a adicao de diferentes concentragfes do
complexo AC (5-50 puM), temperatura de 298 K. Figura do canto superior direito sdo as retas

obtidas de Fo/F versus [complexo] nas temperaturas de 298 e 310 K.
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FIGURA A62 - Espectros de fluorescéncia da HSA com a adicao de diferentes concentracdes do

complexo DIA (5-50 pM), temperatura de 298 K. Figura do canto superior direito sédo as retas

obtidas de Fo/F versus [complexo] nas temperaturas de 298 e 310 K.
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FIGURA A63 - Espectros de fluorescéncia da HSA com a adicao de diferentes concentragfes do
complexo M-TIU (5-50 uM), temperatura de 298 K. Figura do canto superior direito séo as retas

obtidas de Fo/F versus [complexo] nas temperaturas de 298 e 310 K.
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FIGURA A64 - Espectros de fluorescéncia da HSA com a adicao de diferentes concentracdes do
complexo TIU (5-50 uM), temperatura de 298 K. Figura do canto superior direito sdo as retas

obtidas de Fo/F versus [complexo] nas temperaturas de 298 e 310 K.
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FIGURA A65 - Supressao da fluorescéncia de DA-HSA com adi¢cdo do complexo M-IMI,

a 298K. Em (- - -) tem-se somente DA, (a) apenas DA-HSA ([HSA]=[DA]= 5 uM), b-k na

presenca de quantidades crescentes do complexo M-IMI (5-50 uM).
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FIGURA A66 — Supressao da fluorescéncia de DA-HSA com adi¢cdo do complexo AC, a

298K. Em (- - -) tem-se somente DA, (a) apenas DA-HSA ([HSA]=[DA]= 5 uM), b-k na

presenca de quantidades crescentes do complexo AC (5-50 uM).
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FIGURA A67 - Supressao da fluorescéncia de DA-HSA com adicdo do complexo DIA, a
298K. Em (- - -) tem-se somente DA, (a) apenas DA-HSA ([HSA]=[DA]= 5 uM), b-k na

presenca de quantidades crescentes do complexo DIA (5-50 pM).
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FIGURA A68 - Supresséao da fluorescéncia de DA-HSA com adi¢cdo do complexo M-TIU,
a 298K. Em (- - -) tem-se somente DA, (a) apenas DA-HSA ([HSA]=[DA]= 5 uM), b-k na

presenca de quantidades crescentes do complexo M-TIU (5-50 uM).
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FIGURA A69 - Supresséo da fluorescéncia de DA-HSA com adi¢do do complexo TIU, a
298K. Em (- - -) tem-se somente DA, (a) apenas DA-HSA ([HSA]=[DA]= 5 uM), b-k na
presenca de quantidades crescentes do complexo TIU (5-50 uM).
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FIGURA A70 — Espectros de absor¢éo no UV-visivel do complexo M-IMI com a titulagdo de CT-
DNA, em pH 7,4. No canto superior direito tem-se a ampliacdo dos espectros na regido da banda

301 nm para melhor visualizag&o do hipocromismo.
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FIGURA A71 — Espectros de absorcao no UV-visivel do complexo AC com a titulacdo de CT-

DNA, em pH 7,4. No canto superior direito tem-se a ampliacdo dos espectros na regido da banda

296 nm para melhor visualizac&o do hipocromismo.
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FIGURA A72 — Espectros de absor¢do no UV-visivel do complexo DIA com a titulagdo de CT-

DNA, em pH 7,4. No canto superior direito tem-se a reta obtida da [DNA]/(€a- &) vs [DNA] para o

célculo de Kbp.
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FIGURA A73 — Espectros de absor¢éo no UV-visivel do complexo M-TIU com a titulagcao de CT-
DNA, em pH 7,4. No canto superior direito tem-se a reta obtida da [DNA]/(ga- &) vs [DNA] para o
calculo de Ko.
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FIGURA A74 — Espectros de absor¢cdo no UV-visivel do complexo TIU com a titulagdo de CT-
DNA, em pH 7,4. No canto superior direito tem-se a reta obtida da [DNA]/(€a- &) vs [DNA] para o

calculo de K.
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