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“..Fosse o que fosse, podia-se ter a certeza de que cada palavra era pura
ortodoxia, puro IngTol. Olhando a cara sem olhos, a mandibula mexendo sem
parar, Winston teve a sensacao curiosa de ndo se tratar de um legitimo ente
humano, mas de uma espécie de manequim. N&o era o cérebro do homem que
falava, era a laringe. O que saia da boca era constituido de palavras, mas nao
era fala genuina: era um barulho inconsciente, como o grasnido dum pato....”

George Orwell / Trecho do Livro 1984
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RESUMO

AVALIACAO DA  ATIVIDADE CITOTOXICA DE
COMPLEXOS FOSFINICOS DE Ru(ll) COM LIGANTES MERCAPTOS E
ACILTIOUREIAS. O presente trabalho teve como objetivos principais a sintese,
caracterizacdo e avaliacdo bioldgica de duas séries de complexos fosfinicos de
ruténio contendo ligantes mercaptos ou aciltioureias. A primeira serie foi
composta de cinco complexos com formula geral [Ru(NS)(dphppy)(dppb)]PFs
(AMP1-AMP5) [dppb= 1,4-bis(difenilfosfina)butano; dphppy=
2-(difenilfosfina)piridina; NS=  2-mercaptopiridina  (pyS; AMP1),
2-mercaptotiazolina (tzdt; AMP2), 6-mercaptopiridina-3-acido carboxilico
(mpca; AMP3), 2-mercaptopirimidina (pySm; AMP4) e 4,6-diamino-2-
mercaptopirimidina (damp; AMP5)]. Os complexos da segunda série
apresentaram férmula geral [Ru(OS)(dphppy)(dppb)]PFs (SPPM2-SPPM6)
[OS (aciltioureias)= dmbth= N,N-(dimetil)-N’-benzoiltioureia (SPPM2), debth=
N,N-(dietil)-N’-benzoiltioureia ~ (SPPM3), depth= N,N-(dipropil)-N’-
benzoiltioureia (SPPM4), dbbth= N,N-(dibutil)-N’-benzoiltioureia (SPPM5),
dfbth= N,N-(difenil)-N’-benzoiltioureia (SPPM6)]. Todos os complexos foram
caracterizados pelas técnicas de espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho e do UV/visivel, andlise elementar, condutividade molar,
voltametria ciclica, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H,
BC {'H} e *P {'H} e difracdo de raios X de monocristais. A atividade
citotdxica dos complexos foi avaliada frente as linhagens celulares derivadas de
tumores humanos, MDA-MB-231 (cancer de mama) e A549 (cancer de pulmao)
e frente as linhagens celulares humanas ndo tumorais derivadas de pulméo
MCR-5 e de mama MCF-10A. Os complexos apresentaram excelentes
atividades citotoxicas nas linhagens tumorais, com valores de ICxg
significativamente inferiores em relacdo aos ligantes livres e a cisplatina. Nas
celulas tumorais de pulmao, os complexos com mercaptos apresentaram valores

de 1Csq na faixa de 0,12-2,59 uM, e os complexos com aciltioureias na faixa de
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0,10-0,98 uM. Os valores de ICsq frente as células tumorais de mama foram na
faixa de 0,08-0,36 uM e 0,25-1,05 pM para as séries AMP e SPPM,
respectivamente. Os complexos também apresentaram seletividade pelas células
tumorais MDA-MB-231 e A549 em relacdo as respectivas linhagens celulares
ndo tumorais. Destaca-se a seletividade dos complexos com ligantes
aciltioureias pela linhagem A549, com indices de seletividade acima ou igual a
10. Os compostos AMP4 (1S= 6,7) e SPPM4 (IS= 33) foram escolhidos para
estudos adicionais nas células tumorais de pulméo, devido aos melhores indices
de seletividade em sua respectiva série. Ambos os complexos foram capazes de
inibir a formacdo de colbnias e alterar a morfologia das celulas tumorais da
linhagem A549. Na analise do ciclo celular, os complexos induziram um
acumulo de células com contetdo anormal de DNA, denominadas de células
Sub-G1, que representa a fracdo de células mortas e com DNA fragmentado. A
fragmentacdo do DNA pode ser referente ao processo de apoptose celular,
confirmado para as células tratadas com o AMP4. Para as células A549 tratadas
com o complexo SPPM4, possivelmente outros processos de morte celular estéo
envolvidos. Também foram estudados possiveis alvos bioldgicos dos complexos
que possam atuar como gatilhos para desencadear o processo de morte celular.
Os complexos apresentaram interagcfes reversiveis e fracas via sulco menor do
DNA, porém ndo causam alteracGes nas estruturas secundaria e terciaria da
biomolécula. Tais resultados apontam que provavelmente 0 DNA nédo é o alvo
principal dos compostos. A inibicdo da atividade da enzima topoisomerase 1B
pelos complexos com os ligantes mercaptos foi analisada pelo processo de
relaxamento do plasmideo superenovelado. A inibicdo da enzima hTopolB em
concentragdes proximas ao ICs,, mesmo de forma parcial, pelos complexos
fornece indicios que a enzima Topo-I1B pode ser considerada como um dos
possiveis alvos bioldgicos. Entre os complexos avaliados em células HEK293T-
UGFP, o composto AMP5 foi um inibidor da atividade quimiotripsina-like do

proteassomo 26S em células viaveis, indicando que a enzima é alvo biologico.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE CYTOTOXIC ACTIVITY OF NEW
Ru(1)-PHOSPHINE COMPLEXES WITH MERCAPTO OR
ACYLTHIOUREA LIGANDS. In this thesis, two series of new Ru-phosphine
complexes containing mercapto or acylthiourea ligands were synthesized,
characterized and assessed their cytotoxic activities. The first series is composed
of five complexes of general formula [Ru(NS)(dphppy)(dppb)]PFs
(AMP1-AMP5)  [dpphpy = diphenyl-2-pyridylphosphine, NS =
2-mercaptopyridine  (pyS; AMP1), 2-thiazoline-2-thiol (tzdt; AMP2),
6-mercaptopyridine-3-carboxylic acid (mpca, AMP3), 2-mercaptopyrimidine
(pySm, AMP4) and 4,6-diamino-2-mercaptopyrimidine (damp, AMPS5); dppb =
1,4-bis(diphenylphosphino)butane]. In the second series, complexes present the
general formula [Ru(OS)(dphppy)(dppb)]PFs (SPPM2-SPPM6)
[OS= N,N-(dimethyl)-N'-benzoylthiourea (dmbth; SPPM2), N, N-(diethyl)-N'-
benzoylthiourea (debth, SPPM3), N,N-(dipropyl)-N'-benzoylthiourea (SPPM4),
N,N-(dibutyl)-N'-benzoylthiourea  (dbbth, SPPM5),  N,N-(diphenyl)-N'-
benzoylthiourea (dpbth, SPPMG6)]. The complexes were characterized by
elemental analysis, spectroscopic techniques (IR, UV/Visible, 1D and 2D NMR)
and X-ray diffraction. In the characterization, the correlation between the
phosphorous atoms with their respective aromatic hydrogens of the compounds
in the assignment stands out, by *H-*P HMBC experiments. The cytotoxic
activity of the complexes was evaluated against cell lines derived from human
tumors, MDA-MB-231 (breast cancer) and A549 (lung cancer) and against
non-tumoral human cell lines derived from lung MCR-5 and breast MCF-10A.
The compounds showed good to excellent anticancer activities against cancer
cell lines, with IC50 values significantly lower than the free ligands and
cisplatin. For A549 tumor cells, the complexes with mercaptos had ICs, values
in the range of 0.12-2.59 uM, and the complexes with acylthiourea in the range

of 0.10-0.98 uM. In the breast tumor cells, ICs, values were in the range of
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0.08-0.36 uM and 0.25-1.05 uM for the AMP and SPPM series, respectively.
All complexes were also selective for tumor cells in comparison to the
respective non-tumoral cell lines. The complexes with acylthiourea showed
expressive selectivity toward lung tumor cells, with selectivity indexes (SI)
values above (or equal to) 10. The compounds AMP4 (SI= 6.7) and SPPM4
(S1= 33) were chosen for further studies in lung tumor cells, due to the better
selectivity index in their respective series. Both complexes were able to inhibit
colony formation and alter the morphology of tumor cells A549. In the cell cycle
analysis of the cells, the complexes induced an accumulation of cells with
abnormal content, called Sub-G1 cells, which represents the fraction of dead
cells and fragmented DNA. The fragmentation of DNA is due to the cell
apoptosis process, confirmed for cells treated with the AMP4. For A549 cells
treated with the SPPM4 complex, possibly other cell death processes are
involved. The possible biological targets of the complexes that could act as
triggers for the cell death process were also studied. The complexes presented
weak reversible interactions via minor groove of the DNA. The complexes
caused no significant changes in the tertiary and secondary DNA structures,
indicating that this biomolecule is probably not the primary target for them.
Study with enzymatic target, especially targets overexpressed in tumor cells that
justify the cytotoxic activity of the compounds were carried out. And it was
found that the complexes are capable of partially inhibiting the Top IB catalytic
activity, at low concentrations, close to the ICsy values of cancer cell lines.
Overall, the proteasome enzyme can be a biological target for these complexes.
The results indicate that ruthenium complexes containing mercaptos or
acylthiourea present promising cytotoxic activities for the development of
chemotherapeutics for the treatment of cancer. Among the complexes assayed in
HEK293T-uGFP cells, complex AMP5 was able to diminish the proteasomal
chymotrypsin-like activity to a greater extent, indicating that the proteasome

26S enzyme can be a biological target of the compound.
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O “estado da arte” da quimica de coordenagdo foi alcancado ao
longo do tempo, iniciando com Alfred Werner, quando realizou a primeira
tentativa para elucidar as ligagOes existentes no que hoje conhecemos como
complexos de coordenagdo, o que foi descrito pela teoria dos compostos de
coordenacdo em 1883, até os dias atuais e que apresenta certamente um futuro
longinquo.*?

Os avancos na quimica inorganica possibilitaram uma ampla
aplicabilidade desses compostos, em diversas areas, que incluem mineracéo,
metalurgia, ciéncias médicas, entre outras. O uso dos catalisadores baseados em
compostos metalicos aplicados em processos industriais de quimica fina, para a
fabricacdo em grande escala de produtos farmacéuticos, agrogquimicos,
fragrancias, entre outros, ¢ um exemplo da importancia desses compostos.®

Na medicina os compostos inorganicos tém sido usados ha séculos,
datados dos periodos das antigas civilizagdes da Mesopotamia, do Egito, da
india e da China.*® Entretanto, um marco na quimica inorganica responsavel
pelo uso moderno dos compostos metalicos na medicina foi a descricdo em 1969
por Barnett Rosenberg, Loretta Van Camp e Thomas Krigas da atividade
antiproliferativa de um composto inorganico, posteriormente descrito como o
cis-diaminodicloroplatina(ll), comumente denominado como cisplatina
(FIGURA 1.1).° Ap6s ensaios clinicos em 1978, o composto teve uma rapida
aprovacao para 0 uso no tratamento de cancer pela United States Food and Drug
Administration (U.S. FDA). A descoberta veio em um momento em que a
triagem dos compostos anticancer focava apenas em pequenas moléculas
organicas. Posteriormente, outros complexos inorganicos foram desenvolvidos,
resultando na segunda e terceira geracdo dos farmacos baseados na platina
(FIGURA 1.1), levando a aprovacdo pela U.S. FDA dos compostos
carboplatina’ e oxaliplatina® como quimioterapicos. Em paises especificos,
outros trés compostos foram aprovados para uso clinico (FIGURA 1.1),

nedaplatina,’ lobaplatina'® e heptaplatina."* Os medicamentos & base de platina
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tornaram-se quimioterapicos de primeira linha no tratamento do cancer devido

as suas significativas eficacias antitumorais.*?

Cisplatina o Lobaplatina o
H 3 N gy, Lt >—< H 2 N ""!;.a_, \\\\\0
sy, Pt ......
/ o
H3N/ \ o™ HZN \
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/ 4 I o~ &
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/’n " H 2 N o X \\‘\\\ _’;
H3N \ Pt 2
H,N 0
O O

FIGURA 1.1- Estruturas quimicas dos complexos a base de platina em uso

clinico como quimioterapicos, no tratamento do cancer.

1.1 - Cancer: contextualizacéo e problematica

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) no ano de
2018, estima-se que ocorreram 18,1 milh6es de novos casos de cancer e um total
de 9,6 milhGes de mortes em todo o mundo causadas por esta enfermidade. O
relatorio da OMS aponta que o cancer € a segunda causa de morte no cenéario
mundial, perfazendo aproximadamente 17% do total, ficando atras apenas das
doencas cardiovasculares. A International Agency for Research on Cancer
(IARC) projeta que em 2040 sejam diagnosticados aproximadamente
29,5 milhdes de novos casos de cancer e 16,4 milhdes de mortes no mundo.*

O Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva

(INCA) tem apontado que o panorama esperado para 0s proximos anos no Brasil
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é semelhante ao global. As estimativas validas para cada ano do triénio 2020-
2022 indicam a ocorréncia de 625 mil novos casos de cancer. A estimativa que
0 cancer da pele do tipo ndo melanoma (177 mil casos novos) sera 0 mais
incidente na populacdo brasileira, seguido pelos tumores de préstata (66 mil),
mama feminina (66 mil), c6lon e reto (41 mil) e pulmao (30 mil).*

O cancer refere-se a mais de 277 tipos de doencas cancerigenas
implicando em elevados niveis de especificidade, bem como as distintas
caracteristicas adquiridas pelas células cancerigenas durante o processo de
desenvolvimento de tumores. A formacéo do cancer ocorre por um processo de
multiplos passos e que pode levar varias décadas para que haja formacdo de um
tumor primario.”> " Um dos passos é uma série de mutacdes sucessivas em
genes, acarretando a disfuncdo dos genes vitais e mudancas nas funcoes
celulares. Os proto-oncogenes responsaveis por codificar importantes proteinas
para divisdo, crescimento e diferenciacdo celular em condi¢cbes normais se
tornam oncogenes durante o processo de mutacdo genética. Adicionalmente, a
mutacao dos genes supressores de tumor faz as células cancerigenas perderem a
capacidade de codificar proteinas que regulam as etapas do ciclo celular. Esses
disturbios génicos afetam o ciclo das células induzindo a proliferacdo celular
anormal.'®

A proliferacdo celular, sem restricdes, tem como consequéncia a
formacéo de corpos solidos e irregulares chamados, tumores. Os tumores que se
espalham ou invadem tecidos vizinhos sdo chamados malignos. Além disso, a
medida que esses tumores se desenvolvem, algumas células de crescimento
podem se separar e migram por meio do sangue e/ou dos linfonodos e iniciam
novos tumores cancerigenos, distantes do tumor primario. Por outro lado, 0s
tumores benignos ndo espalham ou atacam os tecidos proximos, processo
denominado metastase. Apds 0s procedimentos de tratamento, 0s tumores

benignos s&o erradicados.'’*®




Galiniel Ft. Ribeiro JIntredugaa

O paciente com a neoplasia recebe tratamento de acordo com o tipo,
localizacéo e estagio clinico do tumor, e estado de salude geral do paciente, entre
outros fatores. A maioria dos pacientes € submetida a uma combinacdo de
tratamentos. O uso de agentes quimioterapéuticos antineoplasicos € certamente,
e provavelmente continuara sendo, a abordagem mais utilizada entre as
modalidades terapéuticas, mesmo com advento das novas estratégias
terapéuticas para a cura do cancer. A quimioterapica € empregada,
principalmente, para reduzir metastases e tumores primarios, o que €
particularmente importante, haja vista que a mortalidade de pacientes com
cancer € muitas vezes atribuida a proliferagdo metastatica, ao invés do tumor
primario.”**® Neste contexto, os quimioterapicos a base dos complexos de
platina se destacam, e estima-se que aproximadamente 60—70% dos tratamentos
de neoplasias via quimioterapia tém-se prevalecido do uso destes.

Os medicamentos a base de platina sdo administrados via injecao ou
infusdo intravenosa lenta. A fim de retardar a reatividade do complexo, a
cisplatina é formulada em solucéo salina a 0,9% (NaCl), enquanto a carboplatina
e oxaliplatina sdo formuladas em solucdes de glicose a 5%. Contudo, os
quimioterapicos tém seus dnus, pois 0s compostos ndo sdo especificos as células
neoplasicas, também sdo citotoxicos as células normais, especialmente os
tecidos com ceélulas de alta taxa de replicacdo. Sdo reportados em torno de 40
efeitos colaterais possiveis dos quimioterapicos, cujas implicaces no tratamento
levam desde a limitacdo das doses prescritas a prescricdo de medicamentos
adicionais para minimizar ou reverter os efeitos colaterais. Dentre os tecidos e
orgdos atingidos incluem as mucosas da boca, estomago e intestinos, o que leva
a toxicidades gastrointestinais. A medula 6ssea que pode resultar em reducéo da
producdo de glébulos brancos e vermelhos. Também exibem nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade. O dano renal surge porque a excre¢do das drogas ocorre pela
urina e toxicidade hepéatica surge porque o corpo tenta metabolizar e

desintoxicar as drogas de platina no figado, proporcionando a absorcdo pelas
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células destes 6rgdos. Além disso, 0s pacientes necessitam de monitoramento
extenso de suas bioquimicas, funcdo renal (creatina) e hepatica (&cido Urico) e,
dependendo da droga, testes auditivos A toxicidade dose-limitante para a
cisplatina ¢ regida pela nefrotoxicidade, para carboplatina € a mielossupresséo,
enquanto para a oxaliplatina é neurotoxicidade.”***® Adicionalmente, a
resisténcia celular aos medicamentos a base de platina também é uma das
principais preocupagdes, o que implica na substituicdo ou aumento das doses do

farmaco no tratamento.?t??

Ressalte-se que 0s pacientes tratados com
medicamentos organicos também sdo acometidos pelos mesmos, ou similares
efeitos colaterais e resisténcia celular.

Entre os éxitos e as problematicas dos medicamentos a base de
platina, a busca por novos agentes quimioterapicos € fomentada no intuito de
contornar as problematicas dos tratamentos sistémicos. Na linha de frente, ha
um progresso no desenvolvimento de novos compostos baseados nos diversos
metais de transicdo para o diagndstico e/ou tratamento do cancer, compostos
cujos mecanismos de acdo também sdo distintos dos varios compostos clinicos
de platina, com a descricio de maior seguranca e perfil citotoxico.??*?’
InUmeros compostos baseados em metais estdio em progresso nos estudos

clinicos.”® Neste contexto, destaca-se os complexos de ruténio.

1.2 - Desenvolvimento de complexos de ruténio para
guimioterapia
Uma grande quantidade de artigos descreve a atividade citotdxica in
vitro e a atividade antitumoral em modelos in vivo de complexos de ruténio, 0s
quais endossam a busca por candidatos no ambito de uma potencial
“Rutenioterapia”, do inglés “Ruthenotherapy”.
Os compostos de ruténio sdo pautados por propriedades

antitumorais descritas como ‘“Unicas”. Contudo, atualmente ha consenso que

algumas afirmacdes sdo equivocadamente propagadas acriticamente e aceitas
6
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universalmente pelo puro peso da repeticdo. Como descrito na perspectiva do
autor no artigo “.. Myths in the Field of Ruthenium Anticancer
Compounds...”,** propriedades demonstradas para grupos especificos de
complexos sdo generalizadas a “todos” os compostos de ruténio. Dentre as
generalizacGes destacam-se: (I) A capacidade do ruténio, que no caso esta
coordenado a ligantes, de mimetizar o cation ferro nas interacdes com
biomoleculas; (I1) como consequéncia da afirmacdo (1), tém-se a entrada dos
compostos de ruténio nos tecidos cancerigenos mediada pela transferrina; (111)
baixa toxicidade dos compostos, o que é frequentemente confundida com
citotoxicidade; (1V) ativagao dos complexos de Ru(lll) pela reducdo a Ru(ll) no
ambiente hipoxico do tumor, proporcionando seletividade; (V) acumulagéo
especifica dos complexos de ruténio nos tumores; (VI) propriedades
metastaticas dos compostos.*

Indubitavelmente a bem estabelecida quimica sintética do ruténio
prové amplas abordagens no desenvolvimento de novos compostos deste metal.
A diversidade estrutural e de reatividade s&o refletidas nos diferentes
mecanismos de acdo, alvos biologicos e nas propriedades antitumorais
reportados para os complexos de ruténio. Na FIGURA 1.2 sdo apresentadas
algumas vias de acdo dos complexos de ruténio que induzem a morte celular.
Adicionalmente, as habilidades descritas de interagir e/ou inibir a acdo de alvos
farmacoldgicos intracelulares e extracelulares que desempenham papéis
relevantes nos processos celulares, tornam estes compostos interessantes e
proporcionam a possibilidade de atuarem como gatilho molecular, que induzem

a morte celular.*323¢
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FIGURA 1.2- Representacdo de alguns mecanismos de acdo dos complexos de

ruténio com atividade citotoxica (Adaptada®).

Diversas classes de complexos de ruténio com atividade antitumoral
sdo destaques e temas de revisbes bibliograficas que pontuam suas
particularidades. Os compostos de Ru(lll), sem divida, reinaram por um longo
periodo neste campo, tendo como “adncora” os complexos desenvolvidos por
Kepler e Alessio.””® A tematica da “ativagio por redugdo”, em que o0s
complexos de Ru(lll) séo inertes e quando reduzidos a Ru(ll) séo ativados, foi
descrita para inimeros complexos de Ru(111).>"*®

Ao longo de um periodo alguns dos seguintes complexos de
ruténio(l11) se tornaram um marco no cendrio pelo pioneirismo em progredir nos
estudos clinicos. Séo eles, o NAMI-A {[ImH][trans-RuCl;(dmso)(Im)]} onde
Im = imidazol e ImH = ion imidazolium, KP1019 {[IndH][trans-RuCl,(Ind),]
onde Ind = indazol e |IndH = ‘ion imidazolium e NKP1339

{Na[trans-RuCl,(Ind),] (FIGURA 1.3).***"* O NAMI-A mostrou efic4cia na
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inibicdo de tumores metastaticos. Ensaios in vivo mostraram reducdo de
metastase pulmonar de até 100%. Entretanto, os estudos clinicos de fase Il
revelaram efeitos colaterais graves em pacientes e, portanto, ndo foram
realizadas investigacdes adicionais.’ As investigacdes clinicas do KP1019
também foram interrompidas devido a sua baixa solubilidade em agua, efeitos
colaterais graves e eficacia insatisfatoria para os estudos clinicos.***"*® No
entanto, o problema da baixa solubilidade foi contornado com a sintese de um
analogo, o complexo de sal de s6dio mais soluvel em agua, 0 NKP1339, que
atualmente esta em estudos clinicos.**

Os complexos de ruténio(ll) ganharam visibilidade, incialmente
com os complexos contendo os ligantes polipiridinicos.**** Atualmente, dentre a
geracdo de agentes anticancer a base de ruténio, os compostos organometalicos
Ru(ll)-areno séo os que tém maior visibilidade na literatura pelos promissores
resultados, tendo como principais representantes as séries RAPTA e RAED
(FIGURA 1.3). Os complexos antimetastaticos da série RAPTA apresentam
excelentes resultados em estudos avangados, in vitro e in vivo. Por exemplo,
apos a administracdo  intraperitoneal do composto RAPTA-C
(40 mg kg™) por uma semana nos camundongos enxertados com células de
carcinoma de ascite de Ehrlich, foi observada a reducdo do crescimento do
tumor em 50%, quando comparado ao controle negativo. Porém, o composto
RAPTA-C (FIGURA 1.3) ndo mais esta em estudo clinico.***** Outro exemplo
de composto de Ru(ll) é o fotossensibilizador TLD1443 (FIGURA 1.3), que
combina as propriedades fotofisicas e quimicas necessarias para uma terapia
fotodindmica.”® O composto possui uma eficacia terapéutica significativa no

cancer de bexiga e atualmente esta em fase de ensaios clinicos de fase 11.3**?
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FIGURA 1.3- Estruturas dos complexos de ruténio que séo destaques pelo

progresso em estudos clinicos. *Complexos que continuam em estudos clinicos.

Neste contexto de desenvolvimento de complexos metalicos com
atividade antitumoral, destaca-se a pesquisa de quase duas décadas associada a
classe de compostos fosfinicos de ruténio desenvolvida no Laboratorio de
Estrutura e Reatividade de Compostos Inorganicos (LERCI), alocado no
DQ-UFSCar e coordenado pelo Prof. Dr. Alzir Azevedo Batista. Estes
complexos, em geral, emergem com resultados promissores e comparaveis aos
descritos na literatura. Em sua maioria, 0s complexos apresentam expressiva

citotoxicidade in vitro contra diversos tipos histolégicos de células cancerosas.
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1.3 - Complexos fosfinicos de ruténio com atividade antitumoral

Nos anos que antecederam o inicio da “fase dos testes biologicos”,
0 grupo LERCI foi, e ainda é, marcado pela exceléncia em uma quimica
sintética de compostos de coordenacdo diversificada, com investigacGes das
propriedades espectroscopicas e eletroquimicas, principalmente alicercada em
complexos fosfinicos de ruténio(ll). Os progressos adquiridos permitiram a
consolidacdo da “quimica basica dos complexos fosfinicos de ruténio” que
deram base aos avancos realizados nos dias atuais. Atualmente uma das areas de
pesquisa é direcionada a ensaios que fornecem subsidios para elucidacdo dos
possiveis mecanismos de acdo relacionados a citotoxicidade dos compostos
sintetizados.

Uma das caracteristicas dos complexos fosfinicos de Ru(ll) é de
interagir e inibir a acdo de diversos alvos bioldgicos que podem atuar como
gatilho molecular, que desencadeiam 0s processos que induzem a morte celular.
Dentre o0s alvos estudados destes complexos destacam-se o0 acido
desoxirribonucleico (DNA, do inglés “deoxyribonucleic acid”), a enzima
topoisomerase, bem como a biomolécula fundamental na farmacocinética de
farmacos, a albumina de soro humana (HSA, do inglés “human serum
albumin™).

Muitos complexos de ruténio com uma diversidade de ligantes ja
foram sintetizados. A maioria dos complexos é derivada dos seguintes cernes
estruturais, principalmente contendo ligantes diiminicos (NN), bifosfinicos (PP),
monofosfinicos e n°-areno: [Ru(L)(NN)(PP)]PFs,** [Ru(L)(PP),]JPFs,*
[Ru(L)(NN)(PPh),]PFs,""* [Ru(L),(PP)L,” e [Ru(L)(n-areno)(PPhs)]PFe™ >
(FIGURA 1.4).
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FIGURA 1.4- Estruturas quimicas base dos principais complexos de ruténio

sintetizados no LERCI e testados como agentes quimioterapicos.

Pautado na estabilidade eletroquimica do centro metélico se faz uso
de fosfinas habeis em estabilizar os baixos estados de oxidacdo do ruténio. As

fosfinas possuem orbitais com simetria «, e energia adequada, em relacdo ao
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vetor metal — ligante. Em principio, o orbital d do &tomo de fosforo tem simetria
disponivel para uma sobreposi¢do construtiva com os orbitais t2g do metal.
Alternativamente, a ligacdo o entre o &tomo fdsforo e seus substituintes, possuli
um orbital antiligante o*, que também tem uma simetria adequada para sobrepor
ao vetor metal — P.>* Portanto, a combinagdo destes orbitais geram os orbitais
hibridos 3po*dr vazios das fosfinas, 0s quais sdo adequados a retrodoacdo com
0 centro metalico.

Além da rica quimica de coordenacdo dos ligantes fosfinicos, a
experiéncia adquirida com o estudo de compostos de ruténio contendo ligantes
fosfinicos, permite afirmar que estes ligantes tém papel fundamental na
atividade citotoxica dos compostos, cuja importancia dos ligantes fosfinicos tem
sido evidenciada em alguns trabalhos publicados pelo LERCI. Um exemplo é o
composto [Ru(lap)(bipy)(dppm)]PFs (ICs0s 1= 4,8 = 0,4 uM) foi 20x mais
citotoxico que seu andlogo com duas bipiridinas, [Ru(lap)(bipy),]PFe
(ICso24 = 99,1 £ 0,2 uM), nas células tumorais de mama (MDA-MB-231).%
Comportamento similar foi observado nas outras cinco linhagens tumorais
testadas. Uma das sugestdes refere-se a caracteristica lipofilica dos ligantes
fosfinicos, que repassada aos complexos, facilita que eles permeiem a membrana
celular por difuséo passiva, acarretando uma eficiente acumulacio celular.*

Dentre os inumeros ligantes (L-L) empregados que possibilitam a
diversidade estrutural dos complexos sintetizados, os complexos Ru-fosfina com
os ligantes mercaptos, bem como com os ligantes aciltioureias, se destacam
tanto pela atividade citotoxica quanto pela seletividade frente a diversos tipos
histologicos de celulas cancerosas. A fim de contextualizar sobre a proposta
desta tese, nas subsecbes a seguir, € apresentado um breve panorama e
pontuados alguns aspectos que exemplificam o progresso dos estudos dos
complexos fosfinicos de ruténio com ligantes mercaptos e aciltioureias,

desenvolvido no LERCI.
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1.4 - Complexos fosfinicos de Ru(ll) com ligantes mercaptos

Os compostos mercaptos (NS) fazem parte de uma classe de
ligantes orgénicos utilizados desde o primdrdio do laboratorio. Os primeiros
compostos  sintetizados foram os  Ru-nitrosilo com o ligante
mercaptiol 4,6”-dimetil-2-mercpatopirimidina (SpymMe2),
[Ru(i*-SpymMe,)(k-S-SpymMe,) (NO)(PP)]PFs (onde P-P= dppm e dppen). A
énfase nestes compostos era a liberagdo fotoquimica de NO.***’

Posteriormente, muitos complexos com ligantes bifosfinicos (PP)
com a estrutura base [Ru(NS)(bipy)(PP)]PFg, foram sintetizados.”®*® Fez-se o
uso de diferentes ligantes bifosfinicos (1) e mercaptos (II): (I)
1,2’-bis(difenilfosfina)etano (dppe), 1,3’-bis(difenilfosfina)propano (dppp),
1,4’-bis(difenilfosfina)butano (dppb) e 1,1-bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf);
(1)  2-mercaptopiridina  (pyS),  2-mercaptopirimidina  (pySm) e
4,6 -dimetil-2-mercpatopirimidina. Todos complexos demonstraram atividade
citotoxica frente a linhagem celular tumoral de mama MDA-MB-231, com
valores de 1Csous 1y entre 0,14 e 0,62 pM, cujas diferengas estatisticas néo
permitiram avaliar a influéncia entre os diferentes ligantes mercaptos.®®®
Trabalhos posteriores realizados por colaboradores, avaliaram a atividade
citotoxica frente a outras linhagens celulares e, principalmente, estudos
avaliando como os compostos induzem & morte celular.®

A partir de meados desta década, um novo conjunto de complexos
foi sintetizado e testado com novos ligantes mercaptos, dentro da hipotese “o
papel de &tomos e grupos ndo coordenados dos ligantes mercaptos na atividade
citotoxica dos complexos, bem como nas interacbes moleculares com
biomoléculas”.®® Os novos ligantes empregados foram: 2-mercaptotizolina
(tdzt), 2-mercapto-1-metilimidazol (mimi), 4,6-diametil-2-mercpatopirimidina,
2-tiouracil, 6-metil-2-tiouracil, 2-mercapto-4(3H)quinazolina (2maq),
6-mercaptopiridina-3-acido carboxilico (mpca),
4,6-diamino-2-mercpatopirimidina (damp) (FIGURA 1.5-A).
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(A) Ligantes mercaptos

N" SH N" 'SH N sH N'sH N" sH
2-Mercaptopiridina 2-Mercaptopirimidina ~ 2-Mercaptotizolina ~ 2-Mercapto- 4,6-dimetil-
1-metilimidazol 2-mercpatopirimidina
Q - NH»
NH NH NH OH
LY A AN
N sH N SH N SH N SH 2 N sH
6-metil- 2-tiouracil 2-Mercapto-4 6-Mercaptopiridina- 4.6-diamino-2-
2-tiouracil (3H)quinazolina 3-4acido carboxilico = mercpatopirimidina
(B) Complexos

IC5,(MDA) IC5o(A549) = (0,21 +0,05) upM  IC5o(A549) = (0,64 = 0,08) uM
(0,82 £0,13) uM IS=17.5 IS =nd

IS =nd IC5o(MDA) = (0,20 = 0,03) M IC5,(MDA) = (0,48 + 0,02) uM]
IS=nd IS=3.9

FIGURA 1.5- (A) Estruturas dos ligantes mercaptos empregados na sintese de
complexos. (B) Estruturas quimicas dos complexos fosfinicos de ruténio com
ligantes mercaptos, juntamente com os valores de 1Csqus 1y frente as linhagens
tumorais humanas de pulmédo (A549) e mama (MDA-MB-231), e valores de
indice de seletividade (IS) para células tumorais A549 e MDA-MB-231 em
comparacdo as respectivas células ndo tumorais MRC-5 (pulméo) e MCF-10A

(mama).
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No contexto de desenvolvimento de novos complexos, alguns dos
ligantes foram coordenados aos precursores, formando o0s seguintes complexos:
[Ru(NS)(dppm)JPFs*,  [RU(NS)(dppe).]PFs***  [RU(NS)(dppb)]* e
[Ru(NS)(bipy)(PP)]PFs (onde PP = dppb ou dppf).?2** A influéncia dos ligantes
na atividade citotoxica e seletividade a células tumorais dos compostos nao
serdo mencionadas nesta secdo, pois serdo abordadas nos Resultados e
Discusséo desta tese de posse dos resultados alcangados neste trabalho.

Os complexos do tipo [Ru(NS)(dppm),]PFs* e
[Ru(NS)(dppe),]PF¢* sdo referenciados por seus potencias citotdxicos em varias
linhagens celulares tumorais (MDA-MB-231, A549 e MCF-7), com valores de
ICs0s ny N concentragéo de nM (30-210 nM) em alguns casos. Tais resultados
foram importantes por evidenciarem o potencial citotoxico dos complexos com
duas bifosfinas. Destaca-se a expressiva seletividade do complexo
[Ru(2mq)(dppe),]JPFs a  linhagem  tumoral de pulmido  A549
(ICso(asas, 48 = 0,05 % 0,01 uM; 1S= 114)*, quando comparada a linhagem n&o
tumoral de pulmdo MRC-5 (FIGURA 1.6). Entretanto, quando se compara tanto
os valores de 1Cs, quanto os indices de seletividade (IS) dos demais complexos
com o ligante 2mq o comportamento ndo é similar (FIGURA 1.6). Por exemplo,
os complexos [Ru(2maq)(bipy)(dppb)]PFs (ICso(asag= 3,16 + 0,17 uM; 1S=1,7)%
e [Ru(2maq)x(dppb)] (ICsomsae) > 200 pM)* apresentam resultados de
citotoxicidade distintos, o que evidéncia a importancia do cerne estrutural do

complexo, de todos os ligantes e da carga do complexo.
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FIGURA 1.6- Estruturas dos complexos fosfinicos de ruténio com o ligante
2-mercapto-4(3H)quinazolina, juntamente com os valores de ICsous 1y frente as
linhagens tumorais humanas de pulmédo (A549) e mama (MDA-MB-231), e
valores de indice de seletividade (IS) para células tumorais A549 e
MDA-MB-231 em comparacdo as respectivas células ndo tumorais MRC-5
(pulméo) e MCF-10A (mama).

No campo dos possiveis alvos bioldgicos, os estudos da capacidade
dos complexos de atuarem como inibidores da enzima topoisomerase IB
(Top IB) é um destaque.?*®*® As topoisomerases sdo enzimas nucleares que
controlam e modificam o estado topologico do DNA nos processos celulares
vitais, como replicacdo do DNA, condensacdo e segregacdo cromossOmica.
Especificamente, as enzimas do tipo IB catalisam a quebra de uma fita simples
no DNA, em um ciclo catalitico de vérias etapas.®”* Nas células cancerigenas,
as enzimas topoisomerases sdo hiperexpressadas e hiperativadas devido a
desregulacdo de suas fungbes homeostéaticas. Portanto, a inibicdo da atividade
catalitica da Top IB € considerada como uma das possiveis vias de ativa¢do dos

processos de morte celular. Alguns quimioterapicos (camptotecina, topotecano e
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irinotecano) tém suas acdes baseadas na inibicdo da atividade enzimatica da
topoisomerase 1B.%"

De modo geral, os mais de 20 complexos Ru-bisfosfina contendo
ligantes mercaptos testados no LERCI inibiram parcialmente ou totalmente a
atividade catalitica da enzima Top IB em concentragdes que variaram
de 3-200 pM. Como exemplo, os complexos [Ru(tzdt)(bipy)(dppb)]PFe,®
[Ru(tzdt)(bipy)(dppf]PFs,> [Ru(pySm)(bipy)(dppb)]PFs* e
[Ru(damp)(dppe),]PFs%* inibiram totalmente a atividade catalitica da enzima em
concentracdes entre 5 e 10 puM. Os dois primeiros complexos citados sédo
inibidores cataliticos da Top IB, inibindo apenas a etapa da clivagem de uma das
fitas do DNA. Os complexos [Ru(pySm)(bipy)(dppb)]PFs e
[Ru(damp)(dppe).]PFs sdo inibidores mistos da enzima, atuando tanto na etapa
da clivagem quanto na etapa da religacdo do ciclo catalitico da Top IB. Estudos
de modelagem molecular sugeriram que alguns compostos interagem
preferencialmente no grupo Arg634 proximo dos residuos do sitio ativo quando
a Top IB esta livre, e no sulco menor do DNA do sitio de clivagem do complexo
Top IB_DNA.®® Com base nos dados, a enzima pode ser considerada como um
dos possiveis alvos bioldgicos dos complexos. Entretanto, uma sistematizacao
no que tange a influéncia dos ligantes na interagdo com a enzima ¢ algo dificil
de se concluir.

Os complexos mencionados ao longo desta secdo compartilham
uma importante caracteristica, eles induzem a morte celular em diferentes tipos
de células tumorais, via mecanismos apoptoticos, sendo observados tanto pela
via de sinalizacdo extrinseca quanto pela via intrinseca.*®® Atualmente, ja se
observou diversas cascatas de eventos moleculares associados a apoptose
celular, tais como aumento na expressao génica das proteinas pré-apoptoticas
Bax, Caspase 9 e Tp53 e supressdo da expressao da proteina anti-apoptoética
Bcl-2,%" bem como alteragdes no potencial da membrana mitocondrial.** De

modo geral, a depender da linhagem celular, os complexos induzem a parada no
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ciclo celular nas fases GO e/ou G1. Os complexos também levam ao acimulo de
celulas com quantidade anormal de DNA fragmentado, referidas como “células
SUb-Gl”.46'61'64

Os compostos  heterobimetalicos  [Ru(mim)(bipy)(dppf)]PFs
(0,33 £ 0,03 uM) e [Ru(tzdt)(bipy)(dppf)]PFs (0,48 £ 0,02 pM) induzem
apoptose nas células tumorais de mama (MDA-MB-231). A apoptose celular
ocorre via ativacdo mitocondrial levando a um aumento de especies reativas de
oxigénio (ROS), seguida pelo aumento da expressdo das proteinas
pré-apoptotica caspase-3 e p53 nas células tratadas com o0s complexos.
Adicionalmente, os complexos de ruténio inibiram a formacdo de vasos
sanguineos em membranas corio-alantoide transplantadas com células
cancerigenas MDA-MB-231 quando comparados ao controle negativo,
indicando uma ac4o antiangiogénica.*

A atividade anticancer in  vivo dos  complexos
[Ru(mimi)(bipy)(dppb)]PFs (1) e [Ru(tzdt)(bipy)(dppb)]PFs (2) foi avaliada em
camundongos C.B-17 SCID enxertados com células HepG2.** Por 21 dias
ininterruptos, os camundongos foram tratados com os complexos nas doses de
0,5 mg kg™ dia (D1) e 1,0 mg kg™ dia (D2) por injecBes intraperitoneais. Ambos
0s complexos foram capazes de inibir o crescimento das células HepG2 nos
animais em comparacdo com 0s grupos do controle negativo. Em termos
percentuais em compara¢cdo com 0s animais do grupo do controle negativo, as
taxas de inibicdo da massa tumoral foram de 31,5% (D1) e 45,4% (D2) para 0s
animais tratados com o complexo 1, enquanto para o complexo 2 foi de 46,9%
(D1) e 67,7%. O composto doxorrubicina amplamente utilizado no tratamento
do cancer foi utilizado como controle positivo. O composto, na dose de
0,3 mg kg™ dia, reduziu a massa do tumor em 36,8%. Aspectos toxicoldgicos
também foram avaliados nos camundongos tratados com os complexos. N&o
houve alteracGes significativas na massa corporal dos animais e na massa umida

do figado, rim, pulmé&o e coracdo dos animais tratados com 0s complexos em
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relacdo aos animais do controle. O numero de leucdcitos (células sanguineas
brancas) e eritrécitos permaneceu inalterado apds o tratamento com o0s
complexos. Analises morfologicas do figado, rins, pulmdes e coracdo em todos
0S grupos, indicaram que o tratamento ndo provocou alteracdes significativas

nos 6rgaos.*

1.5 - Complexos fosfinicos de Ru(ll) com ligantes aciltioureias

A estrutura geral dos ligantes aciltioureias, -N(S)NC(O)C-,
possibilita inUmeras estruturas, por meio da utilizacdo de diferentes substituintes
(R) (FIGURA 1.7). Esses compostos podem ser classificados como
monossubstituidos ou dissubstituidos, a depender dos substituintes R2 ligados ao

grupo tioureia.’*"

| Substituintes R1
I Ry Ry Ri~_©
e STt I
R)LNJ\N’RZ :'"""'§u'bs'tiTuTnTe§'Rz";'""'
R2 I (CH2)n
S
|, \J ()

FIGURA 1.7- Estrutura base dos ligantes aciltioureias, com alguns dos
principais substituintes (R1) e (R2) utilizados no LERCI.

Estrutura geral

As aciltioureias contém no arcabouco de sua estrutura principal trés
atomos suscetiveis a coordenacdo a centros metalicos. Distintos modos de
coordenacdo desses ligantes sdo encontrados na literatura, tanto em sua forma

neutra quanto na forma anionica: (1) coordenacdo na forma neutra: coordenagao
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monodentada, via atomo de S ou N e coordenacdo bidentada, via atomos de O e
S; (1) coordenacdo na forma anidnica: coordenacdo bidentada, via atomos de O
e S; coordenacdo bidentada, via &tomos de O e N; coordenacdo bidentada, via
4tomos de S e N, e em ponte via atomo de N."*"

Os compostos fosfinicos de platina(ll) e paladio(ll) foram os
primeiros sintetizados empregando aciltioureias dissubstituidas como ligantes,
no grupo LERCI. Os trabalhos reportando os complexos de estrutura geral
[Pt(acth-S,0)(dppf)]PFe¢ e [Pd(acth-S,0)(dppf)]PFs (onde acth= aciltioureias)
concentram-se nos ensaios de atividade citotdxica frentes as linhagens tumorais
humanas de mama (MDA-MB-231) e prostata (DU-145).”*™ Adicionalmente, a
atividade antibacteriana frente & Mycobacterium tuberculosis™ e antiparasitaria
contra Tpypanosoma cruzi’* também foi explorada em compostos com estruturas
similares. Em geral a atividade citotdxica destes compostos é modesta frente as
linhagens de céancer de mama e pulmdo, com valores de ICs entre
1,00 a >200 pM (FIGURA 1.8-A). Com base nos dados, os complexos de
platina contendo os ligantes com substituintes R2 alifaticos séo
sistematicamente mais citotoxicos quando comparados aos complexos analogos
com substituintes R2 aroméaticos.”"

Em relacdo aos complexos de ruténio de formula geral
[Ru(acth-S,0)(NN)(PP)]PF¢, a citotoxicidade de cinco complexos foi avaliada
frente a linhagem tumoral de prostata (DU-145). Baixos valores de ICsg
(0,25 a 0, 61 pM) foram observados, neste caso 0 composto com substituintes
R2 aromaticos foi mais ativo que os complexos com substituintes alifaticos
(FIGURA 1.8-B).”
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IC5o=(1,12 £ 0,52) uM IC5o> 200 pM
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N
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DU-145 DU-145 DU-145
ICs,= (0,31 £ 0,06) uM ICso= (0,75 +£0.21) uM ICso= (1,75 £ 0,45) uM

FIGURA 1.8- (A) Estruturas de complexos fosfinicos de platina com ligantes
aciltioureia, juntamente com os valores de ICsous ny frente a linhagem tumoral
humana de mama (MDA-MB-231). (B) Estruturas quimicas de complexos
fosfinicos de ruténio com ligantes aciltioureia, juntamente com os valores de

ICx, frente a linhagem tumoral de prostata (DU-145).

A avaliacdo bioldgica dos compostos organometalicos de ruténio
com aciltioureias (acth) também ja é bem estabelecida, principalmente para os
complexos de  formula  geral [Ru(n®-p-cimeno)Cl,(acth)]PFs e
[Ru(n’-p-cimeno)Cl,(acth)(PPhs)]PFe. Trés distintos modos de coordenacéo dos
ligantes aciltioureias foram descritos, os corriqueiros da literatura (k°-S,0 e x=1;
k'-S e x=2) e 0 ndo habitual modo bidentado via 4tomos de S e N (x=1).°%>
Nestes trabalhos h& uma diversidade de ligantes empregados, com o0s

substituintes R2 com grupos alifaticos, aromaticos e ciclicos. Os complexos de
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formula geral  [Ru(n’-p-cimeno)Cly(acth)]PFs  apresentaram  moderada
citotoxicidade nas linhagens celulares MDA-MB-231 (ICso= 5,8 a 37,1 uM) e
A549 (ICs= 16,1 a 44,2 uM).>®> Os compostos com o ligante trifenilfosfina
apresentam pronunciadas citotoxicidades nestas linhagens celulares, com baixos
valores de ICs, entre 0,28 a 0,74 uM frente as células de mama e na faixa de

5051 Quando as células tratadas com

0,25 a 1,83 uM contra as células de pulméo.
0s compostos organometalicos foram comparadas com as células do controle
negativo, observou-se uma diminuicdo das proporcGes das células em cada fase
do ciclo celular, bem como o acumulo significativos de células hipodipléides
(células sub-G1), o que demonstra a morte das células A549.

Estudos recentes reportaram a citotoxicidade frente as linhagens de
celulas tumorais MDA-MB-231 e ndo tumoral MCF-10A do complexo
trans-[Ru(dmbth)(bipy)(PPh;),]PFs (ICs = 8,81 + 0,81 uM; I1S= 1,67)*, onde
dmbth= N,N-(dimetil)-N’-benzoiltioureia, = bipy=  2,2’-bipiridina e
PPhs=trifenilfosfina. Posteriormente, a toxicidade in vivo do complexo foi
avaliada em camundongos por meio da administracdo do composto nas doses de
50 e 300 mg kg™ via injecdes intraperitoneais durante um periodo de 24 h. O
teste de toxicidade aguda com a administracio da dose de 50 mg kg™ do
composto, ndo acarretou mortes de animais nas primeiras 24 h. Em relacdo aos
aspectos toxicoldgicos ndo foram observados comportamentos anormais e
alteracdo na massa corporal dos animais. A andlise histopatolégica ndo mostrou
sinais de inflamacdo ou degeneracdo nos rins. Adicionalmente, ndo foram
observadas alteracées morfolégicas ou patologicas no baco, figado e coracéo.
Em suma, o complexo ndo causou toxicidade nos 6rgdos analisados. A avaliacao
genotoxica indicou que os animais tratados com a dose mais alta apresentaram

danos ao DNA, de maneira similar ao controle positivo (doxorrubicina).*®
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1.6 - Ligante 2-(difenilfosfina)piridina

A classe dos ligantes hemilabeis que incorporam 0s atomos de
fosforo e nitrogénio, doadores “mole” e “duro”, respectivamente, tem sido o
método mais eficiente de dessimetrizacdo dos ligantes fosfinicos.”®”® No que se
refere & quimica de coordenacdo, os ligantes bifuncionais sdo muito versateis,
uma vez que esses podem se coordenar de diferentes formas a depender das
caracteristicas do centro metalico.

Ha um amplo interesse no uso destes ligantes para a sintese de
complexos metalicos para catalise, especialmente a assimétrica.®® A
combinacéo das propriedades eletronicas dos atomos de P e N pode auxiliar na
estabilizacdo dos estados de oxidacao intermediarios do centro metélico que se
formam durante um ciclo catalitico. Alem disso, os ligantes P, N podem exercer
efeito regiosseletivo pelo efeito trans do atomo de fosforo e efeitos estéricos
efetuados pelos substituintes fenil de tais ligantes.

Inimeros complexos de ruténio com ligantes aminofosfinicos sdo
descritos na literatura. O enfoque aqui serd no ligante 2-(difenilfosfina)piridina
(dphppy).
atomo de fésforo, o ligante dphppy apresenta caracteristicas do ligante

8284 Quando a coordenagdo ao centro metalico é monodentada, pelo

trifenilfosfina (PPhs). Além disso, o ligante coordena ao centro metalico por
diferentes maneiras, tais como (I) monodentada, (1) em ponte e (I11) bidentada
(FIGURA 1.9). Especificamente, o interesse neste ligante se respalda na
combinacdo de uma parte de um ligante bifosfinico e outra de um ligante
piridinico, quando coordenado de maneira bidentada. Tal caracteristica
proporciona ao complexo um caréter lipofilico com um volume menor, quando

comparado aos ligantes bifosfinicos.®>®
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FIGURA 1.9- Modos de coordenacdo do ligante dphppy empregados na sintese

de complexos de coordenagao.

1.7 - Hipodteses e desenvolvimento dos complexos, objetos desta

tese

Frente ao exposto anteriormente, a execucdo do presente trabalho
teve como proposta a avaliacdo da atividade citotoxica de 10 novos complexos
fosfinicos de ruténio com os ligantes mercaptos e aciltioureias, sintetizados a
partir do precursor cis-[RuCl,(dphppy)(dppb)]¥* (FIGURA 1.10) pouco
explorado na literatura. O complexo cis-[RuCly(dphppy)(dppb)] tem como
diferencial, aos ja utilizados no laboratério LERCI, a bifosfina
2-(difenilfosfina)piridina, cujas caracteristicas citadas anteriormente, apresenta a
juncdo de um ligante piridinico a uma por¢do fosfinica. A outra vertente do
trabalho foi avaliar uma possivel capacidade dos complexos atuarem em
diferentes alvos bioldgicos, cujas inibicbes ou danos podem representar a
ativacdo dos processos de morte celular por diferentes vias.

O planejamento estrutural dos complexos foi embasado em algumas
hipdteses propostas:

- (1) O uso de uma fosfina hemil&bil, juntamente com o ligante bifosfinico dppb;
- (1) Uso de ligantes mercaptos com diferencas estruturais, ligantes sem grupos
funcionais ligados ao anel, bem como de ligantes com grupos funcionais ligados

no anel (FIGURA 1.10). Para esta classe de novos compostos, almejou-se
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sistematizar a influéncia destes aspectos estruturais na atividade citotoxica dos
complexos;

- (1) Uso dos ligantes aciltioureias. Para esta classe de novos compostos,
tentou-se sistematizar a influéncia dos substituintes R2 na atividade citotoxica,
tanto no que se refere ao tamanho da cadeia alifatica quanto aos substituintes
aromaticos (FIGURA 1.10).

T )
S\ S}QO TR

\ [ttt “”“I-‘ILU e
(CHy), s
@ / kﬁ/ ' diimina
bifosfina cis-[RuCL(dphppy)(dppb)]

1 [Ru(LL)(@phppy)(dppb)] .
(dmp) @) O,
e =

FIGURA 1.10- Estruturas dos complexos precursor cis-[RuCl,(dphppy)(dppb)]
e [Ru(LL)(dphppy)(dppb)]’, juntamente com as estruturas dos ligantes
mercaptos e aciltioureias utilizados na execucdo deste projeto.
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Alinhado com as hipdteses levantadas na secdo anterior, 0 presente
trabalho teve como objetivos a sintese e caracterizacdo de complexos fosfinicos
de ruténio com ligantes mercaptos ou aciltioureias, bem como a avaliacdo da
atividade citotdxica in vitro dos complexos. Além disso, objetiva-se o estudo
dos possiveis mecanismos pelos quais os compostos induzem a morte celular e
0s possiveis alvos biolégicos. De uma maneira sistematica, 0s objetivos gerais

foram concretizados por meio dos seguintes objetivos especificos:

- Sintetizar e caracterizar 0s complexos de formula geral
[Ru(NS)(dphppy)(dppb)]PFs e [Ru(OS)(dphppy)(dppb)]PFs onde dphppy=
2-(difenilfosfina)piridina; dppb= 1,4-bis(difenilfosfina)butano;
NS= 2-mercaptopiridina (pyS), 2-mercaptotizolina (tzdt),
6-mercaptopiridina-3-acido carboxilico (mpca), 2-mercaptopirimidina (pySm) e
4,6-diamino-2-mercpatopirimidina (damp); 0S= N,N-(dimetil)-N’-
benzoiltioureia (dmbth), N,N-(dietil)-N’-benzoiltioureia (debth), N,N-(dipropil)-
N’-benzoiltioureia (dpbth), N,N-(dibutil)-N’-benzoiltioureia (dbbth),
N,N-(difenil)-N’-benzoiltioureia (dfbth)].

- Avaliar a atividade citotdxica in vitro dos complexos frente a diferentes tipos
histologicos de células tumorais: de pulméo (A549) e mama (MDA-MB-231), e
celulas ndo tumorais humanas de pulmédo (MRC-5) e mama (MCF-10A);

- Avaliar a influéncia dos complexos na morfologia celular, sobrevivéncia
clonogénica e distribuicdo do ciclo celular na linhagem tumoral A549.

- Avaliar a interacdo dos complexos com o acido desoxirribonucleico.

- Avaliar a capacidade dos complexos em inibir a enzima topoisomerase IB.

- Avaliar a capacidade dos complexos com os ligantes 2-mercaptotizolina,
2-mercaptopirimidina e 4,6-diamino-2-mercpatopirimidina em inibir a enzima
proteassoma em células viaveis HEK293T-uGFP.

- Avaliar a interacdo dos complexos com os ligantes mercaptos com a proteina

albumina do soro humano (HSA).
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3.1 - Obtencéo da atmosfera inerte

Todas as sinteses foram realizadas sob atmosfera inerte de Argénio.
O gés foi obtido pela passagem de fluxo do gés argonio, de procedéncia AGA
(atual Linde Géas) ou White Martins, por um sistema de colunas contendo: silica
gel, cloreto de célcio e catalisador do tipo BTS-R-3-11 (Fluka Chemika),
aquecida a 60 °C para o catalisador permanecer ativado. Os procedimentos
descritos foram necessarios para eliminacdo de oxigénio e agua do gas

comercial.

3.2 - Solventes

Os principais solventes utilizados foram: acetona (Synth P. A)),
diclorometano (Synth P. A.), éter dietilico (Synth P. A.), hexano (Synth P. A.) e
metanol (Synth P. A.). Os solventes deuterados utilizados foram CDs;CN
(Aldrich®), CDCI, (Cambridge Isotope Lab.), DMSO-dg (Sigma-Aldrich®).

3.3 - Reagentes quimicos em geral

O tricloreto de ruténio hidratado (RuCl;.3H,0) de procedéncia
Aldrich foi utilizado como recebido. Os ligantes trifenilfosfina (PPhs),
2-(difenilfosfina)piridina  (dphppy), 1,4 -bis(difenilfosfina)butano (dppb),
2-mercaptopiridina (pyS), 2-mercaptotiazolina (tzdt),
6-mercaptopiridina-3-acido carboxilico (mpca), 2-mercaptopirimidina (pySm) e
4,6-diamino-2-mercaptopirimidina (damp) sdo de procedéncia Aldrich.
Perclorato de tetrabutilaménio (PTBA; procedéncia Fluka) também foi utilizado
como recebido.

Os reagentes empregados nos ensaios bioldgicos foram utilizados
como fornecidos: trizma base (Sigma-Aldrich®) e trizma-HCl (Sigma-
Aldrich®); DNA do timo de bezerro (CT-DNA, Sigma-Aldrich®), Albumina do
soro humano (HSA, Sigma-Aldrich®), Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich®),
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iodeto de propidio (BD Biosciences), kit Anexina-V (BD Bioscience), azul de
tripano (Sigma-Aldrich®), Brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio  (MTT,  Aldrich),  tripsina
(Vitrocell), tampéo fosfato (PBS, Vtrocell), soro fetal bovino (SFB, Vitrocell),
meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM e DMEM/F12,
Vitrocell).

3.4 - Sintese dos complexos precursores de ruténio

3.4.1 - Sintese do complexo [RuCl,(PPhg)s]

O complexo [RuCl,(PPhj)s] foi sintetizado conforme procedimento
reportado por Wilkinson e Stephenson.?® Solubilizou-se o sal de tricloreto de
ruténio hidratado (RuCls;.nH,O; 1,00 g; 3,5 mmol) em metanol desaerado
(200 mL), mantendo a solucdo resultante em refluxo por 15 minutos. Em
seguida, adicionou-se o ligante trifenilfosfina (PPhs; 5,75 g; 21,7 mmol) e
novamente a mistura reacional foi refluxada por 3 h. O precipitado marrom
escuro formado durante a reacéo foi filtrado em um funil de placa porosa, lavado
com metanol a quente (4x40 mL) e hexano a quente (4x40 mL). O sdlido foi

seco sob vacuo. Rendimento 3,38 g (83%).

3.4.2 - Sintese do complexo [RuCl,(dppb)(PPh3)]

O complexo [RuCl,(dppb)(PPhs)] foi sintetizado conforme
procedimento reportado por Calton et al.*® Misturou-se o complexo
[RuCIl,(PPh3)s] (1,00 g; 1,2 mmol) e um equivalente molar de
1,4’-bis(difenilfosfina)butano (dppb; 0,49 g; 1,2 mmol) em diclorometano
desaerado (20 mL), mediante agitacdo. A bifosfina dppb foi adicionada
lentamente a solucdo do complexo de ruténio para ndo ocasionar a formacéo de

precipitado, o complexo binuclear [RuCl,(dppb)].(u-dppb), durante a reacgéo.
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Apbés 30 min. de agitacdo, o volume da solucdo foi reduzido para
aproximadamente 5 mL e precipitou-se um sélido verde com adicdo de etanol
(30 mL). O precipitado foi filtrado em um funil de placa porosa, lavado com
etanol (3x15 mL) e hexano a quente (515 mL). O sdlido foi seco sob véacuo.
Rendimento 0,61 g (67%).

3.4.3 - Sintese do complexo cis-[RuCly(dphppy)(dppb)]

O complexo cis-[RuCl,(dphppy)(dppb)] foi sintetizado conforme
procedimento descrito por Schutte et al.¥” Solubilizou-se o precursor
[RuCl,(dppb)(PPh3)] (1,00 g; 1,2 mmol) e o ligante 2-difenilfosfinapiridina
(dphppy; 0,46 g; 1,7 mmol) em tolueno desaerado (100 mL), mantendo a
solugéo resultante em refluxo por 24 h. O precipitado amarelo formado durante
a reacdo foi filtrado em um funil de placa porosa, lavado com tolueno a quente
(5%20 mL), éter dietilico (5x20 mL) hexano a quente (520 mL). O sdlido foi

seco sob vacuo. Rendimento 0,91 g (88%).

3.5 - Sintese dos complexos [Ru(NS)(dphppy)(dppb)]PFs (AMP1
— AMP5), onde 2-mercaptopiridina (pyS; AMP1),
2-mercaptotiazolina (tzdt; AMP2), 6-mercaptopiridina-3-
acido carboxilico (mpca; AMP3), 2-mercaptopirimidina
(pySm; AMP4) e 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina (damp;
AMP5)

Adicionaram-se 1,5 equivalentes molar do respectivo ligante
mercapto (0,17 mmol; pyS, tzdt, mpca, pySm ou damp) em uma suspensdo do
precursor cis-[RuCly(dphppy)(dppb)] (100 mg; 0,11 mmol) em metanol
desaerado (30 mL). O sistema reacional permaneceu em agitacdo por 12 h sob
atmosfera de argonio. Posteriormente, adicionou-se o sal KPFg (30 mg;

0,17 mmol) e reduziu-se o volume da solucéo resultante para aproximadamente
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10 mL. A solucdo foi mantida em agitacdo (aproximadamente 20 min.) até a
precipitacdo de um sélido amarelo. O precipitado foi filtrado em um funil de
placa porosa, lavado com éter dietilico (5x15 mL) e agua (3x15 mL). O sélido
foi seco sob vacuo. Rendimentos: AMP1, 99 mg (82%); AMP2, 92 mg (75%);
AMP3, 109 mg (86%); AMP4, 108 mg (89%); AMPS5, 99 mg (79%).

3.6 - Sintese dos ligantes aciltioureia: N,N-(dimetil)-N’-
benzoiltioureia  (dmbth), N,N-(dietil)-N’-benzoiltioureia
(debth), N,N-(dipropil)-N’-benzoiltioureia (dpbth),
N,N-(dibutil)-N’-benzoiltioureia (dbbth), N,N-(difenil)-N’-
benzoiltioureia (dfbth)

Os ligantes aciltioureias foram sintetizados conforme o0s
procedimentos reportados na literatura.”® Na suspenséo de tiocianato de aménio
(NH4SCN; 30 mmol) em acetona seca (20 mL) adicionaram-se 50 mL de uma
solucéo de cloreto de benzoil (30 mmol) em acetona seca. A adicéo foi realizada
de forma lenta. Apds a precipitacdo de um sdélido de coloracdo branca (KClI), a
suspensdo foi resfriada em banho de gelo para a adi¢do lenta do respectivo
ligante amina (30 mmol; amina, dietilamina, dipropilamina, dibutilamina e
difenilamina). A mistura reacional foi mantida em agitacdo por 12 h em
temperatura ambiente e posteriormente adicionou-se agua gelada para a
precipitacdo de um solido. O precipitado foi filtrado em um funil de placa
porosa, lavado com agua (3x15 mL) e seco sob vacuo. O sdlido foi

recristalizado em uma mistura acetona/agua (50:50 (v:v)).
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3.7 - Sintese dos complexos [Ru(OS)(dphppy)(dppb)]PFs
(SPPM2-SPPM6), onde OS= N,N-(dimetil)-N’-benzoiltioureia
(dmbth; SPPMZ2), N,N-(dietil)-N’-benzoiltioureia (debth;
SPPM3), N,N-(dipropil)-N’-benzoiltioureia (dpbth; SPPM4),
N,N-(dibutil)-N’-benzoiltioureia (dbbth; SPPMD5),
N,N-(difenil)-N’-benzoiltioureia (dfbth; SPPM6)]

Adicionaram-se 1,1 equivalentes molar do respectivo ligante
aciltioureia (0,12 mmol; dmbth, debth, dpbth, dbbth ou dfbth) em uma solucéo
do precursor cis-[RuCl,(dphppy)(dppb)] (100 mg; 0,11 mmol) em
metanol/diclorometano desaerado (1:1; 50 mL). A solucdo foi mantida em

refluxo por 18 h. Posteriormente, adicionou-se o sal KPFg (40 mg; 0,22 mmol) e

reduziu-se o volume da solucédo resultante para aproximadamente 10 mL. A

solucéo foi mantida em agitacdo (aproximadamente 30 min.) até a precipitacdo

de um sélido amarelo. O precipitado foi filtrado em um funil de placa porosa,
lavado com éter dietilico (2x15 mL) e agua (5x15 mL). O solido foi seco sob
vacuo. Rendimentos: SPPM2, 99 mg (79%); SPPM3, 104 mg (81%); SPPM4,

101 mg (77%); SPPM5, 113 mg (84%); SPPM6, 99 mg (69%).

3.8 - Instrumentacao

3.8.1 - Experimentos voltamétricos

Os  experimentos  voltamétricos  foram  realizados no
potenciostato/galvanostato EGeG Princeton Applied Research Model 262A, em
uma célula eletroquimica de compartimento Unico com sistema de trés eletrodos.
O eletrodo de Ag/AgCl em solucdo 0,1 mol L™ de perclorato de tetrabutilamdnio
(PTBA, Fluka Chemica) em diclorometano como eletrodo de referéncia,
eletrodo de platina empregado como contra-eletrodo e eletrodo de trabalho. As

medidas eletroquimicas foram realizadas em solucdo dos complexos em
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diclorometano. O eletrélito de suporte utilizado foi o perclorato de
tetrabutilaménio (PTBA) na concentracdo de 0,1 mol L™. Os experimentos de
voltametria ciclica foram realizados na faixa de 0.0a 1.8 V ou 0.0 a 1.6 V, com

velocidade de varredura de 100 mV s™.

3.8.2 — Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear de 1D (*H,
3pfiHY e BC{*H}) e 2D (COSY *H-'H, HSQC *H-*C e HMBC 'H-'*C) foram
obtidos no equipamento Bruker 9,4 Tesla modelo NanoBay, do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, UFSCar. As amostras foram
analisadas & temperatura ambiente. Os experimentos de HMBC *H-*!P foram
realizados no equipamento Bruker Avance Il de 9,4 T (400 MHz para
frequéncia o nucleo de hidrogénio), equipado com uma sonda PABBI de 5,0 mm
de diametro interno e gradiente de campo, acessorio automatico de “tuning and
matching” (ATMA). Os solventes deuterados utilizados foram CD;CN
(Aldrich®), CDCl; (Cambridge Isotope Lab.) e DMSO-ds (Sigma-Aldrich®). Na
obtencéo dos espectros de **P{*H}, em alguns casos, utilizou-se diclorometano

como solvente na presenca de um tubo capilar com dgua deuterada (D,0).

3.8.3 - Difracéo de raios X

Os experimentos de difracdo de raios X de monocristais foram
realizados no Laboratorio de Cristalografia do Instituto de Fisica de Sdo Carlos
pelo Prof. Dr. Eduardo Castellano e Dr. Jodo Honorato. As reflexdes de Bragg
foram coletadas nos difratrometros Enraf-Nonius Kappa-CCD e Apex Il Duo,
ambos empregando uma fonte de radiacdo MoKo monocromada por grafite. Os
dados de difracdo coletados foram tratados utilizando-se o pacote de programas
do WINGX.*! As estruturas foram resolvidas usando os métodos diretos, com o
programa SHELXS-97.%% Os modelos obtidos foram refinados (minimos

quadrados de matriz completa) em F2 usando o programa SHELXL-97.* As
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representacbes graficas das estruturas foram realizadas nos programas
ORTEP-3" e Mercury 2.0.%

3.8.4 - Analise elementar

A determinacdo dos teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e
enxofre dos compostos foi realizada em um analisador CHNS modelo EA 1108
da FISIONS, na Central Analitica do Departamento de Quimica da UFSCar.

3.8.5 - Condutividade molar

As medidas de condutividade molar foram realizadas no
condutivimetro MICRONAL, modelo B-330, equipado com célula de Pt. As
solugbes dos complexos foram preparadas em diclorometano ou
dimetilsulfoxido, em concentragbes de 1 mM. A determinacdo do tipo de
eletrolitos dos complexos sintetizados foi realizada por meio da comparacao

com valores descritos na literatura.®®

3.8.6 - Espectroscopia de absorc¢do na regido do ultravioleta-visivel

Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel foram
realizados em um espectrofotdmetro HEWLETT PACKARD DIODE ARRAY -
8452A, na regido compreendida entre 190 e 800 nm. As medidas foram
realizadas em cubetas de quartzo com caminho optico de 1 cm. Os valores de
absortividade molar das bandas dos complexos foram determinados por meio de
curvas analiticas, obtida apds o registro dos espectros de absorcdo na regido de

UV/Vis em diferentes concentracdes.

3.8.7 - Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho
Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram obtidos
nos espectrofotdbmetros Bomem modelo MB-Séries (para a série AMP) e FT-IR

Shimadzu modelo IR-Prestige21 (para a série SPPM), com resolucdo de 4 cm™,
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na regido compreendida entre 4000 e 300 cm™. As amostras foram diluidas em

KBr (Merck, P.A.) e analisadas em forma de pastilhas.

3.8.8 - Determinacao do coeficiente de particéao

O coeficiente de particio foi determinado pelo método de
shake-fhash,®” empregando n-octanol (Sigma-Aldrich) e 4gua. O procedimento
descrito foi realizado em triplicata para cada composto. Inicialmente, uma
aliquota de 50 pL da solucdo estoque do composto (0,5 mM) em
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich®) foi diluida em 575 pL de n-octanol
(Sigma-Aldrich®) e em seguida, acrescidos mais 575 pL de 4gua. As amostras
foram incubadas a 400 rpm a 37 °C durante 18 h. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas por 1 min. a 1000 rpm e a fase organica foi recolhida. As
absorbéncias dos complexos na fase n-octanol foram medidas por
espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta visivel. O valor médio das
triplicatas das absorbancias foi empregado para determinar a concentragdo por
meio de uma curva analitica.

As curvas analiticas de absorbancia em funcéo da concentracdo dos
complexos no solvente n-octanol foram construidas para determinar as
concentragdes dos complexos na fase organica. As curvas analiticas foram
construidas por meio da adicéo de aliquotas da solucdo estoque do complexo em
DMSO no solvente n-octanol. As concentragdes dos complexos em agua foram
determinadas pela subtracdo do numero de mols adicionado inicialmente, com o
numero de mols encontrado na fase organica.

O coeficiente de parti¢ao foi calculado com base na Equacéo 1:
C
Log P = log (C—O) Eq.1

Onde, C, e C, séo as concentragdes do complexo na fase orgéanica e

aquosa, respectivamente.
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3.9 -Estudo de estabilidade dos complexos em meio aquoso

Os estudos de estabilidade dos complexos foram realizados por
RMN de *P{'"H} nos seguintes meios e solvente: DMSO; DMSO/tamp&o
Trisma-HCI (estudos de interacdo com biomoléculas) e DMSO/meio de cultura
celular DMEM (do inglés, “Dulbecco's Modified Eagle's médium”). Os
espectros dos de RMN *P{*H} foram registrados em diferentes tempos, 0 horas
(imediatamente ap0s a solubilizacdo dos complexos), 24 hora e 48 h. Os
espectros dos complexos AMP também foram registrados com 60 horas.

Para a série de complexo AMP, a concentracdo dos complexos foi
de aproximadamente 1,75 mM tanto em DMSO quanto em DMSO/meio aquoso,
e a propor¢cdo de DMSO e do respectivo meio aquoso foi de 40:60 (v/v). Os
espectros de RMN de *!P {*H} dos compostos AMP foram coletados com 5K de
scans (5120 ns). Para a série de complexo SPPM, a concentracdo dos complexos
foi de aproximadamente 2,00 mM tanto em DMSO quanto em DMSO/meio
aquoso, e a propor¢do de DMSO e solucdo aquosa foi de 75:25 (v/v). Os
espectros de RMN de *'P {"H} dos compostos AMP foram coletados com 8K de
scans (8192 ns).

3.10- Estudos de interacéo dos complexos com biomoléculas

Os complexos sdo insollveis em agua ou meio aquoso. Entretanto,
eles séo sollveis em uma mistura DMSO/meio agquoso, em concentracdes de
u mol L' dos complexos. A porcentagem de DMSO nos testes com
biomoléculas variou de 5-10%, a depender da concentracdo dos complexos. Nos
ensaios bioldgicos com células, a porcentagem de DMSO no meio de cultura foi
de 0,5%.

O procedimento foi realizado com a preparacdo de uma solucéo
estoque de concentracdo desejada, por meio da solubilizacdo dos complexos em

DMSO e, posteriormente realizou a diluicdo no meio aquoso de interesse, caso

38



Galiniel Ft. Ribeiro Pante experimental

necessario acrescentou-se DMSO para atingir a porcentagem desejada do

solvente na solucéo.

3.10.1- Estudos de interacédo dos complexos com 0 DNA

O acido desoxirribonucléico de timo de bezerro CT-DNA do inglés,
DeoxyriboNucleic Acid sodium salt from Calf Thymus) foi dissolvido em
tampao Trisma-HCI (0,5 mmol L™ Tris-base (Sigma-Aldrich®), 4,5 mmol L™ de
Tris-HCI (Sigma-Aldrich®) e 50 mmol L™* NaCl, pH 7,4). Inicialmente, uma
solucdo estoque de DNA foi preparada pela solubilizacdo de 12 mg do
CT-DNA (Sigma-Aldrich®) em 12 mL de tamp&o Trisma-HCI. As solucdes de
DNA em tampdo Trisma-HCI de concentracdo desejada para utilizagdo nos
experimentos foram preparadas pela diluicdo da solucdo estoque de DNA
também em tampdo Trisma-HCI. A concentracdo das solugdes de DNA foi
calculada por UV-Vis, empregando o valor da absorbancia do DNA em 260 nm
(e= 6600 cm™ mol™ L).

3.10.1.1 - Medidas de viscosidade

O preparado das solucbes para as medidas de viscosidade esta
descrito no préximo pardgrafo. Os volumes exatos empregados de: solucéo
estoque de complexo em DMSO, solvente dimetilsulfoxido e solucéo estoque de
DNA em tampdo Trisma-HCl (1,34 ou 1,00 mmol L™) estdo descritos
detalhadamente nas TABELAS A18 e A19, no Apéndice — Parte XI.

Inicialmente, as solucdes estoque da DNA & 1,34 e 1,00 mmol L™
foram preparadas como descrito no item 3.9.1. Posteriormente, aliquotas de
0 — 400 pL das solucdes estoque dos complexos (concentracdo de 0,6 mmol L™
para ambas as séries) foram adicionadas em um tubo de ensaio, seguida pela
adicdo de aliquotas de 0 — 400 pL dimetilsulfoxido. A soma dos volumes das
aliquotas citadas perfaz um volume total de 400 uL (TABELAS A18 e A19, no

Apéndice). Posteriormente, nas solugfes dos complexos foram adicionadas
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3000 pL de tampdo Trisma-HCI, seguidos pela adicdo de uma aliquota de
600 pL solugdo estoque do DNA (1,34 mmol L™ para série AMP e
1,00 mmol L™ para a série SPPM).

Portanto, foram preparadas 4 mL de solucbes do DNA na auséncia
e presenca dos complexos em diferentes concentracbes molares em tampéo
Trisma-HCI (10% DMSO), mantendo-se a concentracdo constante do DNA.
Para cada série de complexos foi empregado uma concentracdo final de DNA,
sendo 200 pmol™ L (série AMP) e 150 pmol™ L (série SPPM). As
concentragdes molares dos complexos foram: Série AMP: 10; 20; 30; 40; 50 e
60 uM, proporcionando as seguintes razoes [Complexo]/[[DNA]= 0,05; 0,10;
0,15; 0,20; 0,25 e 0,30. Para a série SPPM foi: 7,5; 15; 30; 45 e 60 uM,
proporcionando as seguintes razoes [Complexo]/[DNA]= 0,05; 0,10; 0,20; 0,30
e 0,40. A solucdo de DNA em tampao Trisma-HCI (10% DMSO) foi empregada
como negativo controle. As solu¢oes de DNA em tampé&o na auséncia de DMSO
e tampéo Trisma-HCI na presenca de DMSO (10%) também foram preparadas e
0s tempos de escoamento verificados.

Apbs o preparo das solugbes, o tempo de escoamento de cada
solucéo foi aferido em quintuplicata no viscosimetro de Ostwald (Aldrich), com
0 auxilio de um cronémetro digital. O viscosimetro foi acoplado a um banho
termostatico, permitindo assim o controle da temperatura em (25,0 £ 0,2) °C.
Por meio do valor medio das medidas quintuplicata, a viscosidade relativa do
DNA na presenca e auséncia dos complexos foi calculada a partir da

1/3

Equacdo 2.%% Os dados foram apresentados como (1/n,)"* vs. [complexo]/[CT-

DNA].
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t—t
Tllo - (tl()NA —020) B4.2
Onde t, ¢ o tempo de escoamento da solucdo de tampéo
Trisma-HCI na presenca de DMSO (10%) e nas auséncias tanto de complexo
quanto do DNA; tpn4 é 0 tempo de escoamento da solucdo de CT-DNA (10%
DMSO); t é o tempo de escoamento da solucdo de complexo/CT-DNA. Os
dados foram apresentados como (n/n,)** vs. [complexo]/[CT-DNA], onde 1 é a
viscosidade do DNA na presenc¢a dos complexos € 1, € a viscosidade do DNA

na auséncia de complexo.

3.10.1.2 - Ensaio de deslocamento do Hoechst

O ensaio de deslocamento do Hoechst no sistema DNA-Hoechst
mediante as interagdes dos compostos foi realizado pelo monitoramento da
supressdo da fluorescéncia do sistema DNA-Hoechst.

O preparado das solucbes para as medidas de fluorescéncia esta
descrito no préximo pardgrafo. Os volumes exatos empregados de: solugéo
estoque de complexo em DMSO, solvente dimetilsulfoxido e solucéo estoque de
DNA-Hoechst em tampdo Trisma-HCI estdo descritos detalhadamente nas
TABELAS A20 e A21, no Apéndice — Parte XI.

Inicialmente, uma soluc&o estoque da Hoechst & 0,484 mmol L™ foi
preparada pela solubilizacdo de 1 mg de Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich®)
em 4 mL de agua destilada. Importante, a concentracdo da solucdo estoque de
Hoechst foi determinada por UV-Vis, empregando absortividade molar do
Hoechst (e= 46000 cm™ mol™ L em 4gua). Também, 50 mL de solucio estoque
de DNA de aproximadamente 84 pmol L™ foram preparados como descrito no
item 3.9.1.

Posteriormente a preparacdo das solucdes estoque, uma aliquota de
300 pL da solugcdo Hoechst 33258 foi adicionada a solugdo de 50 mL da solucéo
estoque de DNA. Novamente, as concentracdes do DNA e Hoechst foram
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aferidas apos o preparo da solucdo DNA-Hoechst por UV-Vis. A concentracdo
de ambas as espécies na solucdo estoque DNA-Hoechst foram 84 e 2,8 pmol L™,
respectivamente. A solucdo foi usada imediatamente ap6s a mistura das
solucoes.

Em microtubos de 2 mL, aliquotas de 0 — 100 pL das solucdes
estoque dos complexos (verificar concentragbes nas TABELAS A20 e A21)
foram adicionadas, seguida pela adicdo de aliquotas de 0 — 100 pL
dimetilsulfoxido. A soma dos volumes das aliquotas citadas perfaz um volume
total de 100 pL. Posteriormente, nas solucdes dos complexos foram adicionados
900 pL da solucdo estoque de DNA-Hoechst. Portanto, foram preparadas
solugbes de DNA-Hoechst (1 mL) na auséncia e presenca dos complexos em
diferentes concentracbes molares em tampédo Trisma-HCI (10% DMSO),
mantendo-se a concentracdo constante do DNA-Hoechst em 75 e 2,5 pmol L™,
respectivamente. As concentracdes molares dos complexos foram: Série AMP:
7,5; 15,0; 22,5; 30,0; 37,5; 45,0; 52,5; 60,0; 67,5 e 75,0 uM, proporcionando as
seguintes razoes [Complexo]/[DNA-Hoechst]= 0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6;
0,7; 0,8; 0,9 e 1,0. Para a série SPPM: 7,5; 15,0; 22,5; 30,0 e 37,5 uM,
proporcionando as seguintes razoes [Complexo]/[DNA-Hoechst]= 0,0; 0,1; 0,2;
0,3; 04 e 05. A solucio de DNA-Hoechst em tampdo Trisma-HCI
(10% DMSO) foi empregada como controle. Solugbes dos complexos em
tampdo Trisma-HCI (10% DMSQO), nas maiores concentracdes utilizadas
(75 ou 37,5 pmol L™), foram empregadas para averiguar a auséncia de emisso
de fluorescéncia dos complexos.

Imediatamente ao preparo das solucdes, trés aliquotas de 200 L de
cada solucdo foram adicionadas em trés pogos (200 pL/pogo) de uma placa
opaca de 96 pocos. Desta maneira foram realizadas as triplicadas das medidas
das solucbes. Apos o plagueamento das solucdes, 0s espectros de emissdo de
fluorescéncia foram registrados na regido de 370 a 700 nm, com 0 comprimento

de excitacdo de 340 nm. As medidas foram realizadas na temperatura de 37 °C
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para a série AMP e de 25 °C para a série SPPM. Os experimentos foram
realizados no fluorimetro Synergy/H1-Biotek monocromador empregando uma

placa opaca de 96 pocos.

Correcdo da intensidade da fluorescéncia devido ao efeito de filtro para
série SPPM

A correcdo da intensidade da fluorescéncia devido ao efeito de filtro
foi realizada para o ensaio com os complexos da série SPPM. Contudo, nédo foi
empregada para o0 experimento com os complexos da série AMP. Para a
correcdo da intensidade da fluorescéncia devido ao efeito de filtro, os espectros
de absorbancia das solucbes preparadas DNA-Hoechst na auséncia e presenca
dos compostos também foram registrados (FIGURA A80, no Apéndice — Parte
X), exatamente as mesmas solugOes plaqueadas na placa opaca de 96 pogos que
foram registrados os espectros de fluorescéncia. A correcdo da intensidade de

fluorescéncia foi realizada empregando a Equacéo 3.

(Aex+Aem)
Foor = Fops X € 2 Eq.3

Sendo F,.,, é a intensidade de fluorescéncia corrigida, F,,s € a
intensidade de fluorescéncia observada; A« € Aey Sa0 as absorbancias das
solugbes preparadas nos comprimentos de onda de excitagdo e emissao,

respectivamente.
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3.10.1.3 - Ensaio de mobilidade eletroforética de DNA plasmidial

Para o experimento de mobilidade eletroforética em gel de agarose
empregou-se 0 DNA plasmidial pBR322 para a série AMP e o plasmideo
pUC18 para a série SPPM. Inicialmente, uma solucdo estoque do DNA foi
preparada pela diluicdo em tampao Trisma-HCI da solucdo estoque do DNA
plasmidial. A concentracdo da solucdo de plasmideo foi aferida em um
espectrofotdbmetro NanoDrop. Os volumes estdo descritos detalhadamente nas
TABELAS A16 e A17, no Apéndice — Parte XI.

Em microtubos, uma aliquota de 9 pL da solucdo estoque DNA
plasmidial (51 pmol L™ ou 64 pumol L) foi adicionada, seguida pela adicdo de
uma aliquota de 1 pL das solucdes estoque dos complexos em DMSO. Portanto,
foram preparadas solucdes de DNA plasmidial (10 pL) na auséncia e presenca
dos complexos em diferentes concentragbes molares em tampdo Trisma-HCI
(10% DMSO), mantendo-se a concentragdo constante do DNA em 46 umol L™
para a série AMP e 58 umol L™ para a série SPPM. As concentragbes molares
dos complexos foram: Serie AMP: 11,5; 23,0; 46,0 uM, proporcionando as
seguintes razoes [Complexo]/[DNA]= 0,0; 0,25; 050 e 1,00;
Para a série SPPM: 29 e 58 uM, proporcionando as seguintes razoes
[Complexo]/[DNA]= 0,0; 0,50 e 1,0. A solucdo de DNA plasmidial em tampéao
Trisma-HCI (10% DMSO) foi empregada como negativo controle.As solugdes
foram incubadas a 37 °C durante 18 h.

Apbs a incubacdo as amostras foram centrifugadas a 500 rpm por
30 segundos. Posteriormente, nas amostras foram adicionados 2 pL de tampéo
de corrida (Gel-loading buffer). O tampéo de corrida contendo sacarose, glicerol
e azul de bromofenol foi usado para aumentar a densidade e dar cor as amostras,
0 qual facilita que as amostras entre nos pocos pela forca da gravidade e no
monitoramento da corrida. Em seguida, as aliquotas foram submetidas a uma
corrida eletroforética em gel de agarose 1% em tampédo TAE (m/v). Para estimar

0 tamanho dos fragmentos de DNA, uma amostra de ladder (marcador de massa
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moleclular) foi preparada e adicionada a um poco para corrida eletroforética. A
amostra foi preparda com 3 pL de ladder, 7 pL tampéo Trima-HCl e 2 pL de
tampéo de corrida.

O gel foi preparado com de agarose (MERCK) em tampdo TAE
(0,45 M Tris-HCI; 0,45 M acido acético; 10 mM de EDTA; pH 7,4). A corrida
eletroforética foi realizada em uma cuba de eletroforese horizontal (BioRad)
com tampdo TAE a 40 V durante 6 horas. Apos a corrida, o gel foi corado por
10 minutos em uma solucéo aquosa de brometo de etidio (1 uM) e revelado sob
luz ultravioleta no fotodocumentador Gel Doc™ EZ Bio-Rad. As imagens

obtidas foram tratadas e analisadas empregando o software ImageLabTM 6.0.0.

3.10.2- Ensaio da supresséo da fluorescéncia da HSA

O estudo de interagdo entre 0s compostos sintetizados e a proteina
albumina de soro humano foi realizado por meio do monitoramento da
supressao da fluorescéncia da HSA na presenca dos compostos. O preparado das
solugdes para as medidas esta descrito no proximo paragrafo. Os volumes exatos
empregados de: solucdo estoque de complexo (1 mM) em DMSO, solvente
dimetilsulfoxido e solucdo estoque de HSA em tampdo Trisma-HCI estdo
descritos detalhadamente na TABELA A22, no Apéndice — Parte XI.

Uma importante consideracdo a ser citada, a correcdo do efeito de
filtro ndo foi realizada. Considerando a absorcdo dos complexos fosfinicos de
ruténio na regido analisada é recomendavel a realizacdo da corre¢do dos valores
fluorescéncias observados.

Inicialmente, uma solucdo estoque da HSA & 5,25 pmol L™ foi
preparada pela solubilizacdo de 17,5 mg de HSA (Sigma-Aldrich®) em 50 mL
de tampdo Trisma-HCI. A concentracdo da solucdo estoque da HSA foi
determinada por UV-vis, empregando o valor da absortividade molar da HSA
em 280 nm. A solucdo foi preparada com 14 h de antecedéncia, mantida sobre

refrigeracdo. Posteriormente, aliquotas de 0 — 30 pL das solucBes estoque dos
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complexos (concentracdo de 1 mmol L™) foram adicionadas em um microtubo
de 2 mL, seguida pela adicdo de aliquotas de 0 — 50 pL dimetilsulfoxido. A
soma dos volumes das aliquotas citadas perfaz um volume total de 50 pL
(TABELA A22, no Apéndice). Posteriormente, nas solugbes dos complexos
foram adicionadas 950 pL da solucdo estoque de albumina (5,25 pmol™ L).

Portanto, foram preparadas solucdes (1 mL) da proteina HSA com
diferentes concentracGes molares dos complexos em Trisma-HCI (5% DMSO),
mantendo-se a concentracdo constante da albumina em 5 pmol L™ As
concentracdes molares dos complexos AMP foram 0; 5; 10; 15; 20; 25 e 30 uM,
proporcionando as seguintes razoes [Complexo]/[HSA]= 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6.
A solucdo de HSA em tampéo Trisma-HCI (5% DMSQO) foi empregada como
negativo controle. Solugbes dos complexos em tampdo Trisma-HCI (5%
DMSO0), nas maiores concentracdes utilizadas (30 pmol L), foram empregadas
para averiguar a auséncia de emissao de fluorescéncia dos complexos.

Imediatamente ao preparo das solugbes HSA/complexo, trés
aliguotas de 200 pL de cada solucdo foram adicionadas em trés pocos
(200 pL/poco) de uma placa opaca de 96 pocos. Desta maneira foram realizadas
as triplicadas das medidas das solucdes. Apds o plagueamento das solugdes, 0s
espectros de emissdo de fluorescéncia foram registrados na regido de 300 a
700 nm, com o comprimento de excitacdo de 270 nm. As medidas foram
realizadas nas temperaturas de 25 e 37 °C. Os experimentos foram realizados no
fluorimetro Synergy/H1-Biotek monocromador empregando uma placa opaca de
96 pocos.

O mecanismo de supressdo da fluorescéncia da HSA pelo agente
supressor (Q), no caso o complexo de ruténio, foi analisado pela Equacéo de

Stern-Volmer (4):1%%%

F,
7" =1 + Ksy[Q] = 1 + kg7, [Q] Eq. 4
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Onde F, e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e
presenca do agente supressor, respectivamente; Kg, € a constante de supressdo
da fluorescéncia de Stern-Volmer; k, € a constante de supressdo bimolecular; 7,
é 0 tempo de vida médio da fluorescéncia (6,2 ns) e [Q] € a concentracdo do
complexo de ruténio, 0 agente supressor.

Quando moléculas se ligam aos sitios de uma dada biomolécula, o

equilibrio entre as moléculas livres e ligadas é dado pela Equacao 5:

Fy—F
log[ OF ] = log K;;4 + nlog[Q] Eq.5

Onde Kj;, € a constante de ligagdo a um sitio e n € o nimero de
sitios de ligacdo por molécula de HSA.

Os parametros termodindmicos da interacdo entre os complexos e
HSA foram calculados usando as Equacgdes termodinamicas de Van’t Hoff (6 ¢
7):101

Kligzl 1711 1]
n =—|z=— =| AH Eq.6
[Kligl RIT, T

AG = —RTInK,, = AH — TAS Eq.7

Onde Kj, € constante de ligagdio na temperatura (T)
correspondente; R é a constante dos gases ideais, com valor de 8,314 KJ mol™;
AG € a variacdo da energia livre de Gibbs; AH é a variacdo da entalpia e AS € a

variacdo da entropia do sistema.

3.10.3- Estudo de inibi¢édo da atividade enzimatica da Topoisomerase 1B

O ensaio de inibicdo da enzima Topoisomerase IB foi realizado
com o kit de relaxacdo do DNA fornecido pela Inspiralis Limited, cedido pelo
professor Dr. Fillipe Rocha do DQ-UFSCar.
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Em microtubos, uma aliquota de 1 pL da solucdo estoque DNA
pBR322 superenovelado (concentracdo de 0.5 ng/pL) foi adicionada, seguida
pela adi¢bes de uma aliquota de 3 pL de tampdo de ensaio e 24 pL de agua
deionizada. Posteriormente, uma aliquota de 1 pL das solucbes estoque dos
complexos (15 e 150 pmol L™) também foi acrescida na solucdo. Por fim, uma
aliquota de 1 pL da solucéo estoque (4,0 nmol-L™) da topoisomerase IB humana
foi adicionada nas amostras. O volume total perfez um volume total de 30 pL.
As concentracdes finais dos complexos nestas solugdes foram 0,5 ¢ 5,0 uM. Em
relacdo as andlises controles: (1) Controle negativo, para atestar a atuacao correta
da enzima, foi realizado igualmente descrito inicialmente, porém com a
substituicdo do volume adicionado da solucdo estoque do complexo pelo o
mesmo volume de DMSO; (I) Apenas o plasmideo, a solucdo foi preparada a
partir de aliquota de 1 pL da solugdo estoque DNA pBR322 superenovelado
(concentracdo de 0,5 ng/uL), seguida pela adi¢cdes de aliquotas de 3 pL de
tampao de ensaio e 25 pL de agua deionizada. Posteriormente, uma aliquota de
1 puL de DMSO, perfazendo também o volume de 30 L.

As solugbes preparadas foram incubadas a 37 °C durante 40 min.
Posteriormente, para interromper o processo enzimatico foram adicionados 3 pL
de dodecil sulfato de sodio (SDS) nas solucdes e realizado um choque térmico a
60 °C por 2 min. Logo apds foram adicionados 15 uL de STEB (40% (m/v) de
sacarose; 100 mmol-L™" de Tris-HCI; 1 mmol L™ de &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), 0,5 mg mL™ de azul de bromofenol; pH 7.5) e 60 pL de
uma mistura de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v/v). As amostras foram
centrifugadas a 5000 rpm por 5 min. e a fase aquosa recolhida. As aliquotas
aquosas foram submetidas a uma corrida eletroforética em gel de agarose 1%
(m/v). O gel foi preparado com agarose 1% (m/v) em tampado TBE (0,45 M
Tris-HCI; 0,45 M borato; 10 mM de EDTA; pH 8,2). A corrida eletroforética foi
realizada em uma cuba de eletroforese horizontal (BioRad) com tampé&o
Tris/Borato/EDTA (TBE) a 20 V durante 12 h. Apés a corrida, o gel foi corado
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por 10 minutos em uma solucdo aquosa de brometo de etidio (1 uM) e revelado
sob luz ultravioleta no fotodocumentador Gel Doc™ EZ Gel Bio-Rad. As
imagens obtidas foram tratadas e analisadas empregando o software
ImageLabTM 6.0.0.

3.10.4- Ensaios com o sistema proteassomo
Os experimentos de inibicdo do proteassomo foram realizados pela
aluna Camila R. S. T. B. de Correia, sob supervisdo do professor Felipe R.

Teixeira do Departamento de Genética e Evolucdo da UFSCar.

3.10.4.1 - Ensaio de inibi¢cao da subunidade 20S do proteassomo

A inibicdo do proteassomo foi realizada usando 1 g da subunidade
20S do proteassomo (Boston Biochem) diluida em tampdo HEPES (50 mM,
NaCl 100 mM, DTT 1 mM, pH 7,6). O proteassomo 20S purificado foi
incubado com o0s complexos de ruténio AMP2, AMP4 e AMP5 nas
concentragcdes 1 uM, 0,9 UM e 3,5 UM, respectivamente, por 150 min. a 37 °C.
Em seguida, o substrato de proteassomo (Suc-LLVY-AMC) (Boston Biochem)
foi adicionado a cada reacdo na concentracao final de 200 uM. A fluorescéncia
do grupo succinato clivado pelo proteassomo foi detectada por SpectraMax i3
(Molecular Devices). O comprimento de excitacdo em 380 nm e emissdao em
460 nm. O ensaio de inibicdo da subunidade foi realizado com 0,5% de DMSO
(controle negativo) e com o inibidor classico do proteassomo MG132 (10 uM),

utilizado como controle positivo.

3.10.4.2 - Ensaio de inibicdo do proteassomo 26S em células viaveis
HEK?293T-uGFP

A linhagem celular HEK293T que expressa estavelmente uma

versdo instavel da proteina verde fluorescente (GFP, do inglés “green

fluorescente protein”) foi cultivada a 37 °C em atmosfera umidificada contendo
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5% de CO,."% Para o ensaio de inibicdo do proteassomo, as células foram
tratadas com complexos de ruténio AMP2, AMP4 e AMP5 nas concentragdes
1 uM, 0,9 uM e 3,5 uM, respectivamente. Apds o tratamento, as células foram
lavadas com PBS e colhidas em PBS/EDTA 10 mM. Os granulos celulares
foram obtidos por centrifugacdo a 1000 x g/5 min/4 °C e, ressuspensos em PBS
e paraformaldeido (1%) por 15 min em temperatura ambiente. Posteriormente,
as células foram novamente centrifugadas a 1000 x g/5 min/4 °C, depois lavadas
com PBS e centrifugadas nas mesmas condicdes. Finalmente, os sedimentos
celulares foram ressuspensos em lodeto de Propidio (10 pg mL™) e as
quantificagdes foram realizadas por um citdmetro de fluxo usando filtro FITC
(BD Accuri). O ensaio de inibicdo do proteassomo também foi realizado com
0,5% de DMSO (controle negativo) e com o inibidor classico do proteassomo

MG132 (10 uM), utilizado como controle positivo.

3.11 - Avaliacéao Biologica
Os ensaios de avaliacdo biologica dos complexos foram realizados
pela Dra. Adriana Guedes. A avaliacéo da atividade citotoxica dos complexos da

série AMP pelo ensaio de MTT foi realizado pela Dra. Tamires Tavares.

3.11.1 - Cultivo celular

As ceélulas das linhagens humanas MDA-MB-231 (adenocarcinoma
de mama triplo-negativo humano de fenétipo mesenquimal; American Type
Culture Colleiton (ATCC) No. HTB-26), A549 (adenocarcinoma epitelial
alveolar de células basais de pulmdo humano; ATCC No. CCL-185) e a MRC-5
(ndo tumoral de pulméo; ATCC No.CCL-171) foram cultivadas em meio de
cultura Meio Dulbecco Modificado (DMEM, do inglés “Dulbecco’s Modified
Eagle Medium”), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS). A
linhagem MCF-10A (n&o tumoral de mama humana; ATCC No. CRL-10317)
foi cultivada em meio DMEM/F-12, suplementado com 5% de soro de cavalo,
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fator de crescimento epidermal humano (EGF) (20 ng/mL), hidrocortisona
(0,05 mg/mL), insulina (0,01 mg/mL), penicilina (1%), estreptomicina (1%) e
L-glutamina (2 mM). As linhagens celulares foram mantidas em incubadora

umidificada com atmosfera de CO, (5%) a 37 °C.

3.11.2 - Ensaio de viabilidade celular

A atividade citotoxica dos complexos frente as linhagens celulares
foi avaliada pelo método colorimétrico de MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolium).’®® O ensaio de
MTT ¢é utilizado para avaliar a viabilidade celular e consiste na reducéo
enzimatica do MTT para MTT-formazan, -catalisada pela succinato
desidrogenase mitocondrial.

Para a realizacdo do ensaio de viabilidade celular, uma densidade
de 1,5x10” células/poco, em 150 pL de meio suplementado, foram semeadas em
placas de 96 pocos. Apos 24 h de incubacdo (5% de CO, a 37 °C), as celulas
foram tratadas com 0,75 pL das solucgdes estoque dos complexos dissolvidos em
DMSO, sendo empregadas oito concentra¢bes dos compostos. As placas foram
novamente mantidas na incubadora (5% de CO, a 37 °C) por 48 h.
Posteriormente, adicionaram-se 50 pL de uma solugdo de MTT
(1 mg mL™) em cada poco, a qual foi mantida em incubacdo por 4 h. Apés este
periodo, a solucdo de cada poco foi cuidadosamente descartada e foram
adicionados 100 pL de isopropanol por poco, a fim de solubilizar os cristais de
formazan formados. A absorbéancia foi determinada no comprimento de onda de
540 nm no espectrofotdmetro/fluorimetro Synergy/H1-Biotek. As células do
controle negativo receberam 0,5% do solvente DMSO. Os valores de ICg
(concentracdo que inibe 50% da viabilidade celular) dos complexos foram
determinados por meio de uma curva dose resposta, utilizando o software
GraphPad Prism 5.01.
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3.11.3 - Ensaio de morfologia celular

A morfologia das células A549 foi avaliada durante o tratamento
com os complexos. Para o ensaio, aliquotas de 1,5 mL de uma suspencdo das
células A549 foram adicionadas em placas de 12 pocos (1x10° células/poco) e
incubadas por 24 h para aderirem a superficie da placa. Apds este periodo, as
células foram tratadas com aliquotas de 10 pL das solucdes estoque dos
complexos, cujas foram diluidas em 490 pL de meio de cultura e posteriormente
adicionadas a cada pogo. As concentracoes dos complexos nos pocos séo
equivalentes ao 1Csy do composto na linhagem tumoral (0,5%1Cs, 1xICs €
2x1Cs). Em diferentes intervalos de tempo (0 h, 24 h e 48 h), micrografias das
celulas em cultura foram capturadas com o auxilio de um microscopio invertido
(Nikon Eclipse TS 100) acoplado a uma camera fotografica (Moticam 1000). A
morfologia das células tratadas com os complexos foi comparada com a

morfologia das células do controle negativo (0,5% DMSO).

3.11.4 - Ensaio de sobrevivéncia clonogénica

O ensaio de sobrevivéncia clonogénica foi realizado para avaliacdo
da viabilidade reprodutiva das células A549 ap6s o tratamento com o0s
compostos. Os parametros utilizados foram o nimero e tamanho das colbnias.
Para o experimento de sobrevivéncia clonogénica, aliquotas de 1,5 mL de uma
suspencdo das células foram semeadas em placas de 6 pocos (300 células/pogo)
e incubadas (5% de CO, a 37 °C) por 24 h. Apos o tempo de incubacéo, as
células foram tratadas com aliquotas de 10 pL das solucbes estoque dos
complexos, cujas foram diluidas em 490 uL de meio de cultura e posteriormente
adicionadas a cada poco e, novamente mantidas na incubadora por 48 h. As
concentragdes dos complexos nos pogos sdo equivalentes ao 1Csq do composto
na linhagem tumoral (0,5%I1Csq, 1X1Cso € 2xICs). Apds 0 periodo de tratamento,
0 meio contendo o composto foi retirado, as células foram lavadas com 2 mL do
tampao salino de fosfato (PBS, do inglés “Phosphate Buffered Saline™) e
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adicionado novamente o meio de cultura (4 mL) com 10% de soro fetal bovino
(FBS). As células foram novamente incubadas (5% de CO, a 37 °C) durante
10 dias. Finalmente, as células foram lavadas com PBS (2 mL) e fixadas com
2 mL solucdo de metanol e acido acético (3:1 (v/v)) durante 5 min. Em seguida,
as células passaram pelo seguinte processo com cada corante do kit corante
panodtico (Newprov): as células foram coradas com a adi¢cdo de 2 mL do
respectivo corante pandético (Newprov), apos 30 segundos, o corante foi
descartado e as placas foram lavadas com agua destilada (3 mL) para remocao
do excesso do corante. Por fim, as placas contendo as celulas fixadas e coradas
foram mantidas em temperatura ambiente para a secagem. O numero de colbnias
e seus tamanhos também foram determinados para as células tratadas apenas
com 0,5% de DMSO, utilizadas como controle negativo. As imagens das placas
contendo as células foram registradas por meio do escaneamento da placa, com
auxilio de um escanear. O numero de colbnias e seus tamanhos foram

determinados empregando o software ImageJ.

3.11.5 - Ensaio de Wound healing

O ensaio de wound healing é uma técnica in vitro empregada para
estudar o movimento coordenado de uma populacdo de células.’®*® O ensaio
consiste em remover células de uma éarea, criando uma zona livre de células
(denominada de “risca’) em uma monocamada confluente de células. Devido ao
fato das células ficarem expostas a area livre induz a migracdo celular.’® As
informac0es sdo obtidas a partir do calculo do fechamento da zona livre.

Aliquotas de 1,5 mL de uma suspencdo das células A549 foram
adicionadas em placas de 12 pocos (1x10° células/poco) e mantidas na
incubadora (5% de CO, a 37°C) até a cultura atingir uma confluéncia de
90-100%. Posteriormente, células foram removidas de uma certa area, por meio
de um risco no centro do pogo com o auxilio de uma ponteira de 200 pL. Em

seguida, os pogos foram lavados com PBS (2 mL), com o objetivo de remover as
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células desaderidas. O meio de cultura (2 mL) e uma aliquota de 10 pL das
solugOes estoque dos complexos foram adicionadas aos pogos. As concentragdes
dos complexos nos pogos sdo equivalentes ao 1Csy do composto na linhagem
tumoral (Y2xI1Csq e ¥ax1Cs). Em diferentes intervalos de tempo (0 h, 24 h e 48 h)
de tratamento, micrografias das celulas em cultura foram capturadas com o
auxilio de um microscépio invertido (Nikon Eclipse TS 100) acoplado a uma
camera fotografica (Moticam 1000). O ensaio também foi realizado para as
células tratadas apenas com 0,5 % de DMSO, como controle negativo.

A area de fechamento da risca pela migracdo celular foi
determinada por meio do software ImageJ. A porcentagem da area fechada em
um determinado tempo foi calculada por meio da Equacédo 7, empregando a area
livre antes da adicdo do complexo (Aq,) € a area livre ap0os o tratamento em um

determinado tempo (Ax).

. Aop — Apt
% area fechada = [A—] x 100 Eq.8
Oh

3.11.6 - Ensaio de apoptose

O método é utilizado para quantificar as celulas viaveis, apoptoticas
e necroticas. A morte celular das células da linhagem A549 foi avaliada por
citometria de fluxo utilizando o kit de deteccdo de apoptose com 0s marcadores
Anexina V conjugada com o fluorocromo ficoeritrina (PE) e
7-amino-actionomicina (7-AAD).

Aliguotas de 1,5 mL de uma suspencdo das células A549 foram
semeadas em placas de 12 pocos (1x10° células/poco) e incubadas (5% de CO, &
37°C). Apos 24 h de incubacdo, as células foram tratadas com aliquotas de
10 pL das solucbes estoque dos complexos em DMSO, cujas foram diluidas em
490 pL de meio de cultura e posteriormente adicionadas a cada pogo.
Novamente, as células foram mantidas na incubadora por 48 h. As
concentracdes dos complexos nos pocgos sdo equivalentes ao 1Csq do composto
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na linhagem tumoral (0,5%1Csq, 1XICso € 2x1Cs). Posteriormente, 0 meio de
cultura foi retirado de cada pogo, os quais foram lavados com PBS, em seguida,
a cada poco foi adicionado uma aliquota de 200 puL de tampdo de ligagdo
(10 mM Hepes\NaOH; 140 mM NaCl; 2,5 mM CaCl,), proveniente do kit de
ensaio.

O meio de cultura e PBS utilizados ndo foram descartados, os quais
foram misturados e centrifugados, e imediatamente, o pellet celular proveniente
desta solucdo foi lavado com PBS e novamente centrifugado. As células do
“pellet celular” resultante foram ressupensas em 70 uL. de tamp&o de ligacgéo, e
as células devolvidas aos respectivos pogos.

Logo apds, foram adicionados o0s corantes AnexinaV-PE
(2,5 uL/pogo) e 7-AAD (2,5 uL/poco) em cada poco. Finalmente, as células
foram mantidas em temperatura ambiente por 20 min. na auséncia de luz, e
desaderidas por via mecanica empregado o scraper. Finalmente, a suspensao
celular de cada poco foi centrifugada, e as células foram novamente ressupensas
em 200 puL de tampao de ligacdo do kit de ensaio. As células foram analisadas
no citdmetro de fluxo BD Accuri C6. A fluorescéncia foi quantificada com o
software CellQuest e os dados tratados no software GraphPad Prism 5.01.

O ensaio também foi realizado para as celulas tratadas apenas com
0,5% de DMSO, utilizadas como controles. Para o controle positivo de morte
celular por apoptose, as celulas foram tratadas com a camptotecina. Para o
controle positivo de morte celular por necrose, as células foram mantidas em
aquecimento a 80 °C por 2 horas e marcada apenas com 7-AAD, também as
celulas que passaram pelo mesmo tratamento foram marcadas apenas com
Anexina V-PE. A fim de utilizar como controles também foram analisadas no
citbmetro: células sem tratamento e ndo marcadas com a Anexina V-PE e
7-AAD; células sem tratamento e com duplamente marcadas com a
Anexina V-PE e 7-AAD.
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3.11.7 - Ensaio de ciclo celular

O ensaio do ciclo celular é baseado na quantificagio de DNA
intracelular por citometria de fluxo empregando o iodeto de propidio (Pl) como
marcador. 1%

Para a realizacdo do ensaio de ciclo celular, aliquotas de 1,5 mL de
uma suspencdo das células A549 foram semeadas em placas de 12 pocos
(0,5%10° células/poco) e mantidas por 24 h em uma incubadora (5% de CO, a
37°C). Em seguida, as células foram tratadas com aliquotas de
10 pL das solucbes estoque dos complexos em DMSO, cujas foram diluidas em
490 pL de meio de cultura e posteriormente adicionadas a cada pocgo.
Novamente, as células foram mantidas na incubadora por 48 h. As
concentragdes dos complexos nos pogos sdo equivalentes ao 1Csq do composto
na linhagem tumoral (0,5%1Cs, 1xICsy € 2%X1Csq). Posteriormente, o meio de
cultura foi retirado de cada poco, os quais foram lavados com PBS. Em seguida,
as células foram tripsinizadas apds a adicdo de 0,5 mL de uma solugédo de
tripsina (1%), apés 2 minutos, o meio de cultivo (2 mL) foi adicionado afim de
inibir a atividade da tripsina.

O meio de cultura e PBS retirados dos pocos e recolhidos,
juntamente com a respectiva suspensdo celular obtida da tripsinizacdo foram
misturados e centrifugados, e o pellet celular resultante foi lavado com PBS e
novamente centrifugado. As células do “pellet celular” foram ressupensas e
mantidas em alcool etilico 70% (2 mL) durante 18 h a -20°C. Ap0s o periodo, as
celulas foram centrifugadas e o alcool etilico removido, e foram ressupensas em
PBS gelado e novamente centrifugadas. O pellet celular foi ressuspensos com
300 pL da enzima ribonuclease A (100 pg mL™; RNaseA), sendo incubado por
30 min. a 37 °C na estufa. A suspensdo foi novamente centrifugada e lavada
com PBS gelado, e novamente centrifugada. Em seguida, as células foram
ressupensas em 200 pL de tampdo de ligacdo com iodeto de propideo

(40 pg mL™) foram mantidas por 1 h em gelo, na auséncia de luz.
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Posteriormente, as celulas foram analisadas no citdmetro de fluxo BD Accuri
C6. A fluorescéncia foi quantificada com o software CellQuest e os dados foram
tratados no software GraphPad Prism 5.01. O ensaio também foi realizado para
as células tratadas com 0,5% de DMSO (controle negativo). Todo 0 processo as
células foram mantidas em baixa de temperatura com a auxilio de um banho de

gelo e as centrifugacdes realizadas a 4 °C.
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A fim de facilitar para o leitor a apresentacdo dos resultados nesta
sec¢do, os complexos sintetizados foram descritos em duas séries. Em comum, 0s
complexos de ambas as séries foram obtidos a partir do precursor
cis-[RuCly(dphppy)(dppb)]. A primeira série de complexos foi obtida a partir da
coordenacéo dos ligantes mercaptos ao complexo precursor, enquanto a segunda

série empregou-se os ligantes aciltioureias dissubstituidas.

4.1 - Complexos de formula geral [Ru(NS)(dphppy)(dppb)]PFs
(Série AMP)

Os complexos de férmula geral [Ru(NS)(dphppy)(dppb)]PFs
(AMP1-AMP5) [onde dppb= 1,4’-bis(difenilfosfina)butano;  dphppy=
2-(difenilfosfina)piridina; NS=  2-mercaptopiridina  (pyS; AMP1),
2-mercaptotiazolina (tzdt; AMP2), 6-mercaptopiridina-3-acido carboxilico
(mpca; AMP3), 2-mercaptopirimidina (pySm; AMP4) e
4,6-diamino-2-mercaptopirimidina (damp; AMP5)] foram sintetizados com a
substituicdo dos ligantes cloridos do complexo precursor
cis-[RuCl,(dphppy)(dppb)] pelos respectivos ligantes mercaptos. A rota sintética
para os complexos AMP esta ilustrada no ESQUEMA 4.1.
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antes mercaptos (NS)

(0 ﬂ 0 .0

pyS tzdr mpca pySm damp
wPl) (AMP2) (AMP3) (AMP4) (AMP )

ESQUEMA 4.1- Rota sintética para a obtencdo dos complexos da série AMP.
Reagentes e condi¢Oes: (a) dphppy, tolueno, agitacao (3 h); (b) tolueno, refluxo
(20 h); (b’) tolueno, refluxo (24 h); (c) ligante mercaptos (NS), KPFg, metanol,
agitacdo (12 h).

A desprotonacdo dos ligantes mercaptos ocorreu na presenca do
solvente metanol, sem a necessidade da adicdo de base no meio reacional. A
coordenacdo bidentada e monoanidnica dos ligantes mercaptos ao centro

metalico resultou na  formacédo dos  complexos cationicos,
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[Ru(NS)(dphppy)(dppb)]*. O sal KPFg foi adicionado no meio reacional para
que o0 anion PFg atuasse como o contraion dos complexos. As medidas de
condutividade molar (TABELA 4.1) dos compostos em dimetilsulfoxido
(DMSO) estdo de acordo com a presenca de eletrélito 1:1.*° Os dados de analise
elementar dos complexos também sdo coerentes com as estruturas propostas
(TABELA 4.1).

TABELA 4.1- Dados de analise elementar e condutividade molar dos

complexos AMP.

Composto %BN* %C* %H* %S* Cond.

**

[Ru(pyS)(dphppy)(dppb)]PFs 1,97 57,06 432 291 33,7
(2,47) (57,25) (4,71) (3,06)
[Ru(tzdt)(dphppy)(dppb)]PFs 2,83 63,06 535 6,92 36,1
(3,07) (63,21) (5,42) (7,03)
[Ru(mpca)(dphppy)(dppb)]PFe. 2,29 5547 3,96 2,69 34,1
1/4.CH,Cl, (2,51) (55,26) (4,48) (2,88)
[Ru(pySm)(dphppy)(dppb)]PFs 3,27 5499 4,43 2,87 33,9
(3,90) (54,95) (4,55) (2,97)
[Ru(damc)(dphppy)(dppb)]PFe. 571 52,48 457 2,68 35,4
3/2.CH,Cl, (6,16) (52,48) (4,55) (2,82)

*Analise elementar: Experimental (tedrico); **Condutividade molar
(S cm® mol™); Faixa para eletrélito 1:1 em DMSO 20-62 S cm? mol™ %
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A técnica de difracdo de raios X por monocristais foi empregada
para a elucidacao estrutural dos complexos sintetizados e do precursor no estado
solido. Os cristais foram obtidos pela técnica de evaporacdo lenta de solvente, na
qual cada complexo foi solubilizado em solucdo de diclorometano e metanol
(razdo 1:1 v/v). O complexo precursor foi cristalizado por evaporagédo lenta de
uma solucdo em diclorometano. Para o precursor cis-[RuCl,(dphppy)(dppb)] e
todos os complexos AMP obteve-se as estruturas cristalinas, como evidenciadas
na FIGURA 4.1. Os angulos e comprimentos das ligacbes em torno do centro
metalico nos complexos estdo apresentados na TABELA 4.2. Os parametros
cristalogréaficos estdo descrito nas TABELAS A6 e A7, no Apéndice — Parte II.

A estrutura cristalina do complexo precursor foi resolvida no
sistema monoclinico, de grupo espacial P2,,. O precursor hexacoordenado
apresenta estrutura octaédrica distorcida em torno do centro metalico, com a
coordenacdo bidentada do ligante dphppy via atomos de nitrogénio e fosforo. Os
ligantes cloridos encontram-se em uma configuracdo cis em relacdo um ao
outro, com o angulo CI1—Rul—CI2 de 97°. Ambos comprimentos de ligacéo
Ru—CIl que estdo coordenados trans aos atomos de fosforos dos ligantes
fosfinicos dphppy (2,437 A; Ru—CI1) e dppb (2,433 A; Ru—CI2) séo

praticamente idénticos.
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\ (AMP3)

FIGURA 4.1- Estruturas cristalinas dos complexos AMP e do precursor cis-[RuCl,(dphppy)(dppb)], com elipsoides a 50%

de probabilidade. Para melhor visualizagcdo os atomos de hidrogénio e o contraion PFg” foram omitidos.
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TABELA 4.2- Principais angulos (°) e comprimentos de ligacdo (A) selecionados em torno do centro metalico das estruturas

cristalinas dos complexos.

Comprimento de ligacéo (A)

AMP1 AMP?2 AMP3 AMP4 AMP5 Precursor
Ru—N1 2149(3) 2,186(6) 2,139(4)  2,145(2) 2,148(3)  2,157(5)
Ru—P1 2368(9) 2,354(10) 2,366(13) 2,363(7)  2,392(11)  2,305(1)
Ru—P?2 2,331(8) 2,308(11) 2,326(16) 2:332(7) 2,328(11)  2,296(1)
Ru—P3 2318(9) 2,308(11) 2,317(14) 2,329(7) 2,313(12)  2,335(1)
Ru—N2 2173(3) 2,195(3) 2,144(4)  2,157(2)  2,249(4) -
Ru—S1 2,399(8)  2,433(10) 2,405(13) 2,416(7)  2,391(12) i
s1—C1 1,740(3) 1,708(4) 1,703(6)  1,722(3)  1,731(5) -
Ru—ClI1 - - - - - 2,437(1)
Ru—CI2 i i i - - 2,433(1)
Angulo de ligac&o (°)

AMP1 AMP?2 AMP3 AMP4 AMP5
N1—Ru—P1 67,46(8) 67,0609)  67,05(11)  67,53(6) 67,03(10)
P2—Ru—P3 95,23(3) 95,23(4) 96,08(6)  95,92(3) 96,15(4)
N2—Ru—S1 67,49(7) 66,54(9)  67,14(12)  67,29(7) 66,57(10)
N1—Ru—P3 171,33(8)  167,55(9)  170,04(12) 171,09(6)  171,09(10)
C111—N1—Ru  1054(2) 103,2(3) 106,3(3)  105,7(2) 107,0(3)
N1—Cl111—P1  103,4(3) 103,6(3) 102,9(3)  103,2(2) 102,3(3)
Cl11—P1—Ru  837(1) 83,7(1) 83,7(2) 83,5(1) 83,6(2)
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Os complexos AMP1, AMP3 e AMP5 cristalizaram no sistema
cristalino monoclinico, grupo espacial P21/c (AMP1, AMP3) e P21/n (AMP5),
enquanto os complexos AMP2 e AMP4 apresentam grupo espacial triclinico
P1. Nos complexos [Ru(NS)(dphppy)(dppb)]PF, o ligante aciltioureia (NS) esta
coordenado de maneira bidentada, no qual o atomo de nitrogénio N2 esta em
posicdo trans ao atomo de fosforo (P2) do ligante dppb e o atomo de enxofre
trans ao atomo de N, do ligante dphppy.

A coordenacéo bidentada do ligante 2-(difenilfosfina)piridina tanto
no precursor quanto nos complexos € assimétrica por meio de um anel quelato
de quatro membros com angulo de mordida P1—Ru—N1 rigido de
aproximadamente 67°. O ligante tem flexibilidade limitada devido ao anel
piridil, no qual o atomo de fdsforo é tensionado para “fora do eixo” em dire¢do
ao atomo de nitrogénio do anel piridinico. Da mesma forma, os demais angulos
do quelato, C111—N1—Ru, N1—C111—P1 e C111—P1—Ru, também
apresentam uma compressdo angular significativa.” Os valores dos angulos
referentes aos fragmentos C111—N1—Ru e N1—C111—P1 sdo menores em
comparacéo ao valor ideal de 120° e os angulos observados para o fragmento
C111—P1—Ru também sdo menores do que o valor ideal de 109,5°. Devido a
essa deformacdo do quelato, a coordenacdo bidentada do dphppy é instavel em
vérios complexos de ruténio relatados na literatura.®**° Nestes casos, a
coordenacdo monodentada é via atomo de fésforo do ligante, devido ao seu
maior caracter m-receptor comparativamente ao atomo Ny, 0 que faz com que a
ligacdo a este atomo P seja preferencial com metais de valéncia baixa. Em
relacdo a este aspecto especifico, mesmo os ligantes NS e dphppy formando
quelatos de quatro membros, os compostos AMP sdo estaveis. Para tal,
provavelmente um dos fatores que contribui é o quelato do ligante dppb de sete
membros formado ap0s a coordenacdo ao centro metélico, que proporciona

flexibilidade e uma diminuicéo da tensdo das ligacdes do ruténio.
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A diminuicdo da densidade eletrénica sobre o ruténio, como sera
apresentado adiante, € um dos aspectos mais marcantes apos a substituicdo dos
ligantes cloridos (caracteristicas o-doador e m-doador) do precursor pelos
ligantes mercaptos (caracteristicas o-doador e m-aceptor). Tal fato reflete
diretamente em alguns comprimentos de ligacdo. O aumento dos comprimentos
de ligacdo Ru—P2 (2,31 — 2,33 A) e, principalmente, Ru—P1 (2,36 — 2,40 A)
dos complexos quando comparado ao precursor (Ru—P1, 2,30 A;
Ru—P2, 2,30 A) é algo notavel. O enfraquecimento da ligagdo Ru—P1 é
ocasionado, principalmente, pela troca do atomo trans com caracteristicas
distintas. Também pela menor densidade eletronica do centro metalico nos
complexos AMP em comparacgéo ao precursor, que reflete na diminuicdo de sua
capacidade de realizar retrodoacéo aos orbitais adequados dos atomos de fosforo
(P2), culminando na diminuicéo das distancias de ligacao.

Os comprimentos de ligacédo entre os atomos dos ligantes mercaptos
e o ruténio, Ru—N2 e Ru—S1, estdo condizentes com a literatura.**®**2 Ag
disténcias de ligacdo nos complexos envolvendo o carbono (C2) dos ligantes
mercaptos indicam uma deslocalizacdo de elétrons no sistema S1=C2=N1. A
distancia de ligagdo CS nos complexos mostra uma diminuicdo do carater de
dupla ligacdo devido a desprotonacdo do ligante ao se coordenar ao ruténio,
quando comparada aos comprimentos de ligacdo das formas tautoméricas tiol
(~1,81 A) e tiona (~1,68 A) dos ligantes livres (FIGURA 4.2). Em contrapartida,
as distancias de ligagdo N1—C2 (~1,34 A) sdo mais curtas nos complexos em

relacdo aos ligantes (~1,38 A).*%!
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Formas tautoméricas do ligante livre : Ligante coordenado )
I
I
4 N ! 4
I
I
\ > 1814 > 1,68A: \ S 1,744
N N 1 ; N
\% H 1 E
1,38 A 1,38 A : = 1,34 A
. ] Ru )

FIGURA 4.2- Comprimento das ligagdes C—S e C—N do ligante mercapto nas

formas tautomeéricas tiol e tiona, e apds a coordenacao ao ruténio.

Nas estruturas cristalinas dos complexos sdo observadas interagdes
intramolecular do tipo m-m. Nos complexos, com exce¢do do AMP2, ha
interagdes intramoleculares -1 stacking entre os respectivos ligantes mercaptos
e o anel fenilico, nomeado C32, do fosforo P3 do ligante dppb. As interacdes
sdo caracterizadas pelo empilhamento “face a face deslocada” dos anéis com
distancias entre os centroides de 3,84 a 4,05 A (FIGURA 4.3-A). Outros
contatos de curto alcance envolvendo interacOes intramoleculares m-m entre o
anel piridinico do ligante dphppy e o anel C21-dppb sdo observados
(FIGURA 4.3-B). Também. ressaltam-se as interacdes intermoleculares do tipo
C—Hn nos complexos AMP1-AMP4, mediante o hidrogénio do carbono
adjacente ao &tomo de N1 dos ligantes mercaptos com o agrupamento fenilico
do anel C13/C12-dphppy. A distéancia do grupo C—H ao centroide do anel
aromatico compreende a faixa de 2,82-3,45 A. No complexo AMP5 foi
observado as interacbes do tipo N—H"m, entre os hidrogénios da amina
(N4—H) com o anel aroméatico C13-dphppy. As indmeras interacoes
intramoleculares envolvendo os anéis fenilicos sdo possiveis devido a liberdade
conformacional passivel de rotacdo em torno das ligacbes P—C. As interacGes

intramoleculares, mesmo no estado sélido, sdo informacGes importantes nas
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analises de alguns padrdes nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios nos
espectros de RMN, como sera apresentado.

Para os compostos AMP1 e AMP4 também foram observadas
interacdes intermoleculares do tipo C—H...S envolvendo o S-mercapto atuando
como aceptor de hidrogénio e o grupo metileno da CH,-dppb como doador de
hidrogénio (FIGURA 4.3-C), com distancias de 2,25 A. As interacdes formam
dimeros moleculares que podem desempenhar um papel importante na

estabilizacdo do empacotamento cristalino.

M) (B) \

FIGURA 4.3- (A, B) Representacdo das interagdes intramolecular do tipo n—= e
(C) interagdes intermoleculares do tipo Ru-S~H-CH-dppb na estrutura do

complexo AMP4.
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Os complexos foram caracterizados por ressonancia magnética
nuclear em trés ndcleos diferentes, com experimentos 1 D (*H, **C {*H},
3p f'H}) e 2D (COSY *H-'H, HMBC *H-*P, HMBC 'H-*C e HSQC 'H-**C.

Os sinais nos espectros de RMN P {*H} dos complexos na regido
de alta frequéncia sdo atribuidos aos atomos de fosforo da bifosfina dppb. Para
0s atomos de fdésforo (P e Py) coordenados em posicdo trans aos atomos de
nitrogénio dos ligantes mercaptos e dphppy, os deslocamentos quimicos
ocorreram na regido de o 50,1-53,7 e 37,9-40,2, respectivamente. Os
deslocamentos quimicos e as constantes de acoplamento estdo descritos na
TABELA 4.3. Os espectros de RMN de *'P {*H} dos complexos AMP estdo
apresentados na FIGURA 4.4. A descricdo dos sinais e acoplamentos 2Jpp estdo
descritos na FIGURA 4.5.

TABELA 4.3- Dados de RMN de **P{*H} dos complexos da série AMP.

Complexo Deslocamento quimico Constante de acoplamento
Pa Pwm Px P (PFG-) 2JAM 2JAx 2JMX 1 PF6
Precursor 47,2 37,3 -194 - 34 26 27 -
AMP1 519 379 -93 -1445 33 20 21 711
AMP?2 53,7 40,2 -6,3 -1445 34 21 22 711
AMP3 51,4 379 -105 -1445 34 20 22 711
AMP4 51,4 38,6 -10,0 -1445 34 20 22 711
AMP5 50,1 386 -174 -1445 34 19 22 711
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FIGURA 4.4- Espectros de RMN de *'P {*H} dos precursores e complexos
AMP em CD3;CN.

A alteragdo no ambiente quimico dos atomos de fosforo causa
alteracbes nos sinais nos espectros de RMN. Os efeitos estéricos e eletronicos
sdo importantes fatores para determinar o deslocamento quimico dos sinais.
Dentre as inUmeras varidveis que determinam o deslocamento quimico de RMN
de fosforo estdo: (1) efeitos eletronicos dos substituintes ligados ao atomo de
fésforo; (1) efeitos estéricos, que pode ser determinado pelo angulo derivado do

cone formado entre as superficies de van der Walls geradas pelos substituintes
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da fosfina e o metal central, denominado angulo de cone ou angulo de Tollman
os angulos de cone, bem como por meio do angulo de mordida; (I1)
caracteristicas do atomo em posicdo trans ao atomo de fosforo; (IV) efeitos
anisotrépicos.

O primeiro aspecto a ser abordado é referente a0 comportamento
distinto dos deslocamentos quimicos dos d&tomos de fésforo dos ligantes dppb e
dphppy apds a coordenacdo ao centro metalico. No ligante livre, os &tomos de
fésforo da bifosfina dppb sdo magneticamente equivalentes com deslocamento
quimico em dp -16 e ap0Os a coordenacdo ao ruténio os sinais sdo fortemente
deslocados para regido de maior frequéncia do espectro. Este comportamento
reflete a tendéncia geral relatada na literatura, cujos ligantes fosfinicos livres
sdo mais blindados quando comparados aos respectivos ligantes coordenados. A
desblindagem magnetica dos atomos de fosforos apos a formacéo do quelato é
em decorréncia principalmente da desprotecdo dos atomos de fosforo devido ao
uso dos pares de elétrons livres para a coordenacao ao centro metélico.

Dentre os ligantes bifosfinicos, a dppb é uma das bifosfinas que
apresenta 0 maior angulo de mordida referente as ligacbes P—Ru—P. Neste
trabalho, os angulos de mordida para os complexos foram de aproximadamente
95°, 0 que esta de acordo com a literatura. De maneira geral, 0 maior angulo de
mordida proporciona maior blindagem dos atomos de fosforo da dppb nos
complexos, quando comparado aos complexos analogos com os demais ligantes
bifosfinicos descritos na literatura,®® com excecdo dos complexos com a
bisfosfina dppe.

O sinal na regido de baixa frequéncia dos espectros dos complexos
é correspondente ao atomo de fosforo do ligante dphppy. Contudo, o atomo de
fésforo do ligante 2-difenilfosfinapiridina apresentou um comportamento
inverso dos atomos do ligante dppb apos a coordenacdo ao ruténio, pois o sinal
foi deslocado para regides de menor frequéncia do espectro de RMN *'P. O

deslocamento quimico do fésforo do ligante ndo coordenado ocorre em &p -3,8,
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engquanto nos complexos compreendeu dentro da faixa de op -6,3 a -17,4. A
coordenacdo bidentada do ligante dphppy ao centro metélico ocorre com a
formacdo do quelato de quatro membros com o angulo entre P1—Ru—NL1 de
67°, fazendo com que os angulos do atomo de fésforo com seus substituintes
ligados aumentem em comparacdo ao ligante livre. Devido ao elevado angulo de
cone P-R3, o carater s do par de elétrons ¢ aumentou, promovendo um efeito de
blindagem do atomo de fésforo. Assim, o efeito no carater ¢ apresenta grande
influéncia sobre o deslocamento quimico do sinal observado, deslocando a
ressonancia do atomo de fosforo Px-dphppy dos complexos AMP para valores
mais negativos quando comparado ao apresentado pelo ligante livre dphppy
(6 -3,8). Em alguns complexos descritos na literatura com a coordenacédo
monodentada do ligante dphppy, via o atomo de fdsforo, resulta no
deslocamento do sinal para regido de maior frequéncia do espectro de RMN *'P,
sendo idéntico ao do atomo de fosforo do ligante trifenilfosfina. Tal fato é
explicado pelo angulo de cone formado entre o centro metalico e as superficies
de van der Walls geradas pelos substituintes fenilicos e piridinicos no ligante
dphppy ser equivalente ao angulo de cone formado na trifenilfosfina.

O espectro de RMN de *P {*H} de cada complexo apresenta um
hepteto, dois duplo-dubletos e um pseudo tripleto. O hepteto ¢ referente ao ion
PF¢, empregado como contra-ion para estabilizar a carga positiva do complexo.
Os duplo-dubletos e pseudo tripleto sdo referentes aos trés atomos de fosforo
dos ligantes fosfinicos (dppb e dphppy) magneticamente ndo equivalentes, os
quais sdo um exemplo cléssico de sistema de acoplamento spin AMX. A
FIGURA 4.5 apresenta o espectro de RMN de **P{*H} do complexo AMP1,

com a descri¢do dos acoplamentos a duas ligacGes entre os nucleos de fosforos
2
(“Jep).
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FIGURA 4.5- Espectro de RMN de *'P {"H} ampliado do complexo AMP1 em

CD3;CN, com a descric¢ao do sistema de acoplamento AMX.
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A constante de acoplamento entre os atomos de fésforo do ligante
dppb (3Jam) tem valor de aproximadamente 36 Hz, enquanto os valores das
constantes de acoplamento (ZJAX e 2JMX) do atomo de fosforo P, com os atomos
do ligante bifosfinico sdo menores (20-21 Hz). Os sinais dos atomos de fosforo
do ligante bifosfinico dppb com multiplicidade duplo-dupletos € devido as
constantes de acoplamento distintas, como ja dito, o valor de 2] v € maior do
que as constantes 2Jax ou “Jux (am > Jax; Jam > “Jux). O sinal com a
multiplicidade de um tripleto, que na verdade é um pseudo tripleto, é decorrente
da coalescéncia entre as linhas internas dos sinais dupletos, uma vez que 0s
valores das constantes de acoplamento 2Jam e 2Jax 530 proximos ((dam =~ 2Jax)-

Apobs a coordenacdo dos ligantes mercaptos ao centro metélico, 0s
sinais dos atomos de fosforos foram deslocados para regides mais desblindadas
dos espectros quando comparados aos sinais do complexo precursor. Isto se
deve pela substituicdo dos ligantes cloridos (c-doador c-receptor) por ligantes
com caracteristicas distintas (c-doador e m-receptor). As maiores variagdes dos
valores dos deslocamentos quimicos foram dos atomos de fésforos P, e Py,
devido a influéncia da troca dos &tomos em posicao trans a estes atomos.

O carater m-receptor dos ligantes mercaptos tem um papel na
desblindagem dos atomos de fésforo, uma vez que coordenado, o ligante
também pode receber elétrons do ruténio por meio da retrodoacéo.
Consequentemente, ha uma diminuicdo da densidade eletronica sobre o ruténio,
promovendo uma reorganizacao das retrodoac6es realizadas pelo metal. Por fim,
ocorre a diminuicdo da capacidade do centro metalico de realizar retrodoacao
com os ligantes fosfinicos, devido a existéncia de um efeito competitivo dos
ligantes em posicédo trans na esfera de coordenacdo pela retrodoacdo do centro
metalico. A diminuicdo da capacidade do centro metélico doar densidade
eletrbnica aos orbitias hibridos da fosfina para realizacdo da retrodoacdo, resulta
na diminuicdo da densidade eletronica nas ligagbes Ru—P e, como

consequéncia, h4 uma desblindagem dos atomos de fosforo, acarretando a
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variacdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de fésforos nos espectros de
RMN de *P{'H}.

Nos diversos trabalhos com complexos Ru/bifosfina, de forma
geral, as atribuicdes dos sinais dos espectros de *H sdo complicadas de serem
realizadas. De forma simplificada, determinam-se os hidrogénios que séo
referentes aos anéis fosfinicos e, em alguns casos, as posi¢cdes dos hidrogénios
no anel quando os sinais sédo definidos e separados no espectro. Contudo,
dificilmente sdo correlacionados os hidrogénios fenilicos com seu respectivo
atomo de fdésforo. Neste aspecto, o presente trabalho para a série AMP realizou
tais atribuices e determinou o deslocamento quimico de todos os hidrogénios
dos complexos por meio dos experimentos de RMN 2D. No Apéndice — Parte |
estdo apresentados todos os espectros e mapas de correlacdo de RMN, e
principalmente as TABELAS A1-A5 com a atribuicdo dos atomos de
hidrogénio, carbono e fosforo para os complexos AMP.

Na FIGURA 4.6 apresenta-se 0 espectro de RMN de 'H do
complexo AMP4, e os deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio estéo
apresentados na FIGURA 4.7. Para os hidrogénios com a multiplicidade do sinal
descrita como multipleto, os deslocamentos quimicos foram definidos pela faixa
das curvas de niveis referentes ao acoplamento entre o(s) atomo(s) de
hidrogénio e respectivo carbono no mapa de correlacéo de HSQC *H-'*C.

Os espectros de RMN 'H dos complexos da série AMP
apresentaram de forma geral o mesmo perfil (Apéndice — Parte I), com a
particularidade dos sinais referentes aos ligantes mercaptos. A baixa simetria
dos complexos e os efeitos anisotropicos provocaram a ndo equivaléncia
magnética dos hidrogénios fenilicos dos ligantes fosfinicos, com a sobreposicdo

de sinais na regido dos hidrogénios aromaticos.
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FIGURA 4.6- Espectro de RMN de 'H do complexo AMP4 em CD;CN.

*Determinacdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio pelo
mapa de correlacdo HSQC 'H-*C (TABELAS A1-A5 no Apéndice).
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FIGURA 4.7- Nomenclatura e deslocamentos quimicos dos atomos de
hidrogénio do complexo AMP4 no espectro de RMN *H. Observacéo: Para 0s
hidrogénios com a multiplicidade do sinal descrita como multipleto, os
deslocamentos quimicos foram definidos pela faixa das curvas de niveis
referentes ao acoplamento entre o(s) atomo(s) de hidrogénio e o respectivo

carbono no mapa de correlacdo de HSQC *H-"°C.

Na correlacdo heteronuclear a multiplas ligacdes entre hidrogénio e
fosforo, HMBC 'H-*'P, possibilitou realizar as correlacdes escalares entre os
hidrogénios fenilicos e os respectivos atomos de fosforos dos ligantes fosfinicos.
A configuracdo do experimento foi realizada para que haja predominancia dos
acoplamentos de curto alcance, empregando o valor de constante de
acoplamento de 12 Hz. No mapa de correlagdo de HMBC *H-*'P, os sinais mais

intensos sdo referentes aos acoplamentos entre os hidrogénios fenilicos de
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posicdo orto (Ho) e o respectivo atomo de fosforo. Também foram realizados
experimentos de HMBC *H-*'P com a configuracéo para observar acoplamentos
de longo alcance, empregando o valor de constante de acoplamento de 6 Hz.
Nesta configuracdo também sdo observados acoplamentos dos hidrogénios de
posicdo meta (*Jpiy) com o respectivo atomo de fésforo.

Nos experimentos HMBC *H-*!P observa-se um conjunto de cross-
peaks que mostram que dois spins estdo mutuamente experimentando uma
relaxacdo cruzada escalar. Por meio da analise dos mapas de correlagdo HMBC
'H-3'p (12 Hz) dos complexos AMP foi observado que para cada atomo de
fésforo h& duas correlages, 0s quais sdo correspondentes aos acoplamentos
entre os hidrogénios fenilicos de posicdo orto dos anéis aromaticos com o
respectivo atomo de fésforo, ligado diretamente ao anel aromatico. O atomo de
Py do ligante dphppy apresenta um sinal adicional, referentes ao acoplamento
com o hidrogénio do anel piridinico do ligante.

O AMP4 foi empregado para representar o comportamento dos
complexos da série. No mapa de correlacdo de HMBC 'H-*’P do AMP4
(FIGURA 4.8-A) sé@o evidenciados os acoplamentos do fosforo P, com os
hidrogénios em oy 8,03 (Haw) € 7,28-7,34 (Hax), € 0 fosforo Py com o0s
hidrogénios em oy 7,17-7,25 (Hw1o) € 7,08-7,15 (Hwmo0). NO caso do fésforo Py,
as correlagbes sdo com os atomos em oy 7,86 (Hxio); 7,37-7,45 (Hxpo) €
7,48-7,53 (Hxpys~). Tais deslocamentos quimicos indicam o0s respectivos
hidrogénios fenilicos de posicéo orto e do hidrogénio Hx,ys do anel piridinico.
Em todos os complexos, os hidrogénios fenilicos orto, denominados Hopas) €
Hopex1), ligados aos fosforos P4 e Px foram, respectivamente, apresentaram os
sinais mais desblindados dos espectros. Os hidrogénios fenilicos orto ligados
aos anéis do atomo de fdsforo Py, sdo os mais blindados entre os hidrogénios de
mesma posicdo. Para os complexos, a seguinte ordem foi estabelecida para os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios de posicdo orto dos diferentes anéis

aromaticos: SHO(pAl) > 6HO(px1) > SHO(pxz) ~ SHO(pAz) > 8H0(p|\/|1) ~ SHO(pMZ). O
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fato importante, é que os hidrogénios orto dos anéis ligados ao mesmo atomo de
fosforo apresentam deslocamentos quimicos distintos. Os diferentes ambientes
quimicos gerados nas moléculas pelos diferentes anéis aromaticos proporcionam
efeitos anisotrdpicos sobre os hidrogénios, o que resulta em diferentes efeitos de
blindagem sobre os hidrogénios dos complexos.

A atribuicdo dos demais hidrogénios aromaticos de posicdo meta e
para dos anéis aromaticos foi realizada pela analise dos mapas de correlacdo de
HMBC 'H-*'P, COSY *H-'H e HSQC *H-*C. Como exemplo, os deslocamentos
quimicos dos hidrogénios do anel denominado Al para o complexo AMP4
(FIGURA 4.8-B), sdo o 8,03 para os dois atomos de hidrogénio Hopas),
o 7,53-7,62 referente aos atomos de hidrogénios Hppary € & 7,58-7,64 para o
atomo de hidrogénio Hypap). Para a maioria dos aneis, os sinais dos hidrogénios
de posicdo orto sdo os mais desblindados entre os hidrogénios fenilicos.
Entretanto, diferentes configuracdes sdo observadas para os deslocamentos
quimicos nos hidrogénios dos anéis aromaticos, cuja racionalizacdo nédo foi
possivel de ser realizada, devido a complexidade dos sinais.

No espectro de 'H do ligante 2’-mercaptopirimidina (pySm) livre,
os hidrogénios (H2’/H4”’) ligados nos carbonos adjacentes aos nitrogénios
apresentam apenas um sinal em 6 8,31, enquanto o sinal mais desblindado do
espectro, em 0 6,85, ¢ atribuido ao hidrogénio denominado H3””. Apods a
coordenagdao do ligante pySm ao ruténio, os hidrogénios H2”” e H4”” ndo
apresentaram equivaléncia magnética, bem como nenhum dos hidrogénios do
anel. O mapa de correlagdo de RMN COSY *H-'H do complexo AMP4
(FIGURA 4.8-C) mostra um conjunto de curvas de niveis oriundo de
acoplamentos entre os hidrogénios do ligante mercapto. Os trés atomos
hidrogénios apresentam deslocamentos quimicos distintos, 0s &atomos
hidrogénios ligados aos carbonos adjacentes aos 4&tomos de nitrogénio mostram
sinais em & 7,79 (H2””) e 8 6,05-6,09 (H4”). O hidrogénio nomeado H3””

apresenta um sinal em 6 5,75.
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FIGURA 4.8- Mapas de contorno de HMBC 'H-*'P (A)a 12 Hz e (B) 4 6 Hz, e
(C) COSY 'H-'H do complexo AMP4 em CD;CN. Inserida a estrutura do

complexo AMP4 com a nomenclatura.
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As interagOes intramoleculares dos complexos, principalmente
envolvendo os aneis aromaticos, como por exemplo as interagdes do tipo m-7
stacking, demostram o potencial do alcance dos efeitos anisotrépicos, gerados
pelos diferentes anéis aromatidos. A corrente eletronica dos elétrons  dos anéis
aromaticos € capaz de gerar um campo magnético induzido, o qual possiu
sentido opostos ao campo aplicado externamente (FIGURA 4.9-A).** Este
fendmeno origina regibes de blindagem magnetica, denominada de “cone de
protecdo”, em relacdo a um campo magnético externo aplicado em torno do anel
aromatico (FIGURA 4.9-B). Também, origina regides especificas proxima ao
anel com o efeito de desblindagem (FIGURA 4.9-B).'** Os atomos de
hidrogénios, de outra parte da molécula, que estdo localizados em alguma destas
regides sdo fortemente blindados ou desblindados. Em suma, os efeitos de
anisotropia originados pelas corrente de anel afetam significativamente o
deslocamento quimico de RMN dos atomos de hidrogénios que estdo na regido
espacial de influéncia destes efeitos.

Os complexos AMP apresentam diferentes anéis aromaticos, 0s
quais promovem diferentes efeitos anisotropicos nos atomos de hidrogénios. E
bem estabelecido que as interacfes n-n stacking entre anéis aromaticos resultam
na blindagem dos atomos de hidrogénios devido ao efeito de corrente de anel
anisotropico. Como um dos exemplos, nas estruturas cristalinas dos complexos
AMP observam-se as interagdes intramoleculares do tipo m-m stacking
caracterizadas pelo empilhamento “face a face deslocada” entre o anel dos
respectivos ligantes mercaptos e o anel fenilico P3-C32, que neste caso no RMN
€ nomeado como o anel M2 ligado ao atomo de fosforo Py, do ligante dppb
(FIGURA 4.9-D). Nestas interagdes n-m stacking ha um efeito de “cone de
protecdo” gerado pelos anéis aromaticos que se econtram empilhados, gerando
um forte efeito de blidagem nos hidrogénios. O “cone de protecdo” gerado pelo
anel fenilico P3-C32 (anel Py-M2) é um dos fatores que explica a forte

blindagem dos atomos de hidrogénios dos ligantes mercaptos apds a
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coordenagdo, com Ad de até -2,5 ppm, em todos os complexos com destaque
para os complexos AMP1 e AMP4. E importante ressaltar que a posicio
geometria dos hidrogénios que estdo no “cone de prote¢ao” ¢ determinante para
o maior ou menor efeito da “corrente de anel” sobre os 4atomos
(FIGURA 4.9-C)."" 0Os complexos fosfinicos de férmula geral
[RU(NS)(PP),]***®* e [Ru(NS)(bipy)(PP)]***®* tém-se efeitos anisotrépicos
devido as interacgdes do tipo n-x stacking.

Em todos os complexos AMP, os atomos de hidrogénio do anel
fenilico P3-C32 (nomeado no RMN, Py-M2) foram os mais blindados,
juntamente com os hidrogénios fenilicos A2, quando comparados com 0s
demais aneéis fenilicos. Contudo, o “cone de protecdo” gerado pelos ligantes
mercaptos aromaticos parece ndo ser um efeito significativo nos deslocamentos
quimicos dos atomos de hidrogénios do anel fenilico Py-M2 (6Hy,). Tal fato
foi sugerido, uma vez que os deslocamentos 6Hy, no complexo AMP2 sdo
praticamentos idénticos aos deslocamentos 6Hy,, dos demais complexos AMP,
cujo ligante mercaptotiazolina do complexo AMP2 ¢ alifatico e ciclico, e
consequentemente, ndo gera um campo magnético induzido, ou seja, ndo origina
um ‘“‘cone de protecdo”. Portanto, sugere-se que ha uma maior efetividade do
campo magnético gerado pela densidade de corrente de elétrons dos anéis
fenilicos Py-M2 da bisfofina que se econtram empilhados com os anéis dos

ligantes mercaptos.
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B, (c. externo aplicadt}a)I
ﬁA) Bi+ 0; B, (c. induzido) I (B) \

regiao
desblindagem

FIGURA 4.9- (A) Representacdo generica das correntes de anel e linhas de
113

forcas induzidas em um anel aromatico (adaptada); (B) Representacdo
genérica das regioes de blindagem e desblindagem gerada pela corrente de anel;
(C) Representacdo genérica de diferentes efeitos anisotropicos devido a posicao
espacial dos hidrogénios na interagdes m-m stacking entre anéis aromaticos
(adaptada™*); (D) InteracBes n-m stacking nas estruturas cristalinas dos
complexos AMP, representada pelo AMP1, o que pode promover efeitos

anisotropicos.
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Nos experimentos de RMN HMBC *H-*'P podem ser observados os
acoplamentos escalar de longo alcance, via centro metélico, entre alguns
hidrogénios dos ligantes mercaptos, com atomos de fosforo. Os acoplamentos
entre os hidrogénios H2””” ¢ H3”” do ligante 2-mercaptopirimidina com o atomo
de fosforo Py (6 40,1) podem ser observados como as curvas de niveis no mapa
de correlagdo de HMBC 'H-*'P (Figura 4.9-B), via centro metalico a quatro e
cinco ligagOes, respectivamente. Outro acoplamento observado se encontra entre
0 atomo de fosforo Px com os hidrogénios orto do anel ligado ao fésforo P, via
cinco ligacGes. O acoplamento heteronuclear H-P é escalar e acontece via orbital
dn metal e pm ligante, possibilitando o acoplamento de longo alcance entre os
atomos.

Os espectros de RMN de *C dos complexos apresentaram perfis
similares, tendo as particularidades dos sinais referentes a cada ligante mercapto.
De forma geral e simplificada, os sinais dos carbonos apresentam-se em trés
regides dos espectros. Os sinais na regido entre d. 20 e 35 sdo referentes aos
carbonos alifaticos dos ligantes bifosfinicos. Os sinais dos carbonos fenilicos e
piridinicos foram atribuidos aos que se encontram na regido entre &, 110 e 140,
enquanto na regido acima de &, 140 sdo atribuidos os sinais referentes a alguns
dos carbonos dos ligantes mercaptos e piridinicos. Os sinais de carbono foram
determinados por suas correlagdes com os hidrogénios pelas técnicas de RMN
2D.

Na FIGURA 4.10 é apresentado o espectro de RMN de “C{'H}
para o0 complexo AMP4 e na FIGURA 4.11 sdo apresentados os mapas de
correlagdo de HMBC "H-"*C e HSQC 'H-**C.
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FIGURA 4.10- Regido desblindada do espectro de RMN de “*C{*H} do

complexo AMP4 em CDs;CN. Os deslocamentos

quimicos dos atomos de

carbono dos complexos estdo descritos nas TABELAS A1-A5, no Apéndice.
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FIGURA 4.11- Mapas de contorno de (A) HMBC 'H-"C{'*H} e (B) HSQC
'H-*C{*H} do complexo AMP4 em CD5CN.

Para todos os complexos, o sinal mais desblindado do espectro é
correspondente ao carbono quaternario (CS) do ligante mercapto na regido entre
0. 175— 180. A atribuicdo do simpleto é baseada nas curvas de niveis referentes
as correlagdes do carbono quaternario com os atomos dos hidrogénios dos
ligantes mercaptos, nos mapas de correlagio HMBC 'H-*C. Apés a
coordenacdo do ligante mercapto, o sinal do carbono quaternario CS foi
deslocado para regido mais desblindada dos espectros dos complexos. Com a
coordenacdo do atomo de enxofre ao centro metalico, a distancia de ligacdo CS
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nos complexos mostra uma diminuicdo do carater de dupla ligacdo. Neste
sentido, o 4&tomo de carbono fica mais desblindado em comparacéo ao ligante
livre.

Nos espectros de carbono dos complexos podem ser observadas
diferentes multiplicidades dos sinais, sendo predominantemente dupletos. A
multiplicidade dos sinais ocorre em decorréncia dos acoplamentos entre os
atomos de carbono e fésforo. Nos anéis aromaticos dos ligantes fosfinicos, as
constantes de acoplamento entre o dtomo de fésforo ligado diretamente aos
atomos de carbonos quartanarios (*Jec) varia na faixa de 35 a 45 Hz.
Adicionalmente, os sinais destes carbonos quaternarios fosfinicos séo
caracterizados pela baixa intensidade dos mesmos. Porém, a atribuicdo dos
sinais é dificultada pela sobreposicdo das curvas de niveis nos mapas de HMBC
'H-3C. Os acoplamentos P—C também s&o observados nos espectros para 0s
sinais dos carbonos orto e meta, com valores de constantes de acoplamento 3Jcp
e 2Jcp na faixa de 8-11 Hz.

Os sinais encontrados na regido oc 115-150 dos espectros
correspondem aos atomos de carbono referentes aos anéis aromaticos de posicédo
orto (C,), meta (Cy,) e para (C,) dos ligantes fosfinicos. Em todos os casos, ha
um padrdo no deslocamento quimico dos carbonos, obedecendo a seguinte
ordem: 8Cp < 6C, < 8C,. Os carbonos apresentam uma faixa de deslocamento
quimico de 128,1-130,3 (Cn), 129,7-133,3 (C,) e 131,5-1357 (Cy,)
independente do complexo e do anel.

Em relacdo aos hidrogénios e carbonos do grupo piridinico do
ligante dphppy, em geral, todos sinais se diferenciam entre si, 0s quais foram
atribuidos por meio dos mapas de correlacdo dos complexos. Partindo-se do
subsistema piridinico do ligante dphppy no complexo AMP4, observa-se que 0s
hidrogénios Hx,y,~ € Hxpys~ sdo multipletos (64 em 7,48-7,53 e 7,53-7,62,
respectivamente) que, por possuirem deslocamentos quimicos muito préximos,

se sobrepdem. O hidrogénio Hx,y,~ (8y em 7,48-7,53) esta ligado ao carbono
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com deslocamento quimico em d¢ 149,1. O dupleto referente ao Cxyyo- € 0 sinal
mais desprotegido do anel piridinico dentre os carbono hidrogenado, uma vez
que esta ligado ao atomo de nitrogénio do anel. A mutiplicidade dupleto deste
sinal é devido ao acoplamento do carbono com o atomo de fésforo Py.
O triplo-tripleto com deslocamento quimico &y 7,73, é oriundo do hidrogénio
mais desprotegido do anel Hx,y.~. Este, por sua vez, mostra dois sinais de
acoplamentos no mapa de COSY *H-"H com os hidrogénios Hx,ys~ € Hxpys NO
mapa de HSQC *H-*C, o hidrogénio Hxpya mostra correlagcdo com o carbono
em oc 138,8. Por fim, o hidrogénio mais blindado do anel piridinico
correspondente ao sinal tripleto com deslocamento quimico 8y 6,93 (Hxpys). O
hidrogénio Hy,y;~ mostra correlagdo com o carbono com deslocamento quimico
em 8¢ 128,8-129,3, no mapa de HSQC 'H-'*C. O mesmo comportamento foi
observado para o0s hidrogénios piridinicos do ligante dphppy dos demais
complexos da série.

O mesmo padrdo de comportamento dos deslocamentos quimicos
dos hidrogénios e carbonos referentes a cadeia alifatica do ligante bifosfinico
dppb foi observado para todos os complexos. Em todos os complexos, todos os
hidrogénios alifaticos possuem deslocamentos quimicos distintos, inclusive os
hidrogénios geminais (hidrogénios ligados ao mesmo carbono). Tal
comportamento, € causado pelo diferente ambiente quimico sentido para cada
atomo de hidrogénio (efeito de anisotropia), o que resulta em hidrogénios
magneticamente ndo equivalentes. Por meio dos espectros de RMN *H foram
obtidos todos os Oy, cujos sinais foram multipletos entre 6 3,50-0,50 cada um
destes com &rea proporcional para um hidrogénio. Nos espectros de RMN *H do
complexo AMP4 os quatros sinais na faixa de oy 3,50-2,50 sé@o referentes aos
hidrogénios dos carbonos ligados diretamente aos atomos de fdésforos. Nos
mapas de HMBC *H-*'P sdo observadas as correlacdes dos hidrogénios com seu
respectivo atomo de fosforo. Nos espectros de **C dos complexos, os dubletos

com deslocamento quimico na faixa de dy 32-25 com constante de acoplamento
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P—C (*Jpc) de aproximadamente 33 Hz sdo referentes aos carbonos ligados
diretamente aos atomos de fosforos. Os hidrogénios metinicos mais protegidas
(04 1.8-0,50) mostram correlacbes com o0s carbonos na faixa de oc 25-20
referentes aos carbonos alifaticos C2””” ¢ C3””. Os hidrogénios metilicos
também apresentaram acoplamentos com os atomos de fésforo, como € possivel
observar no mapa de correlacido HMBC 'H-*'P. Para todos os complexos
também foi possivel estabelecer o padrdo de deslocamento quimico dos
hidrogénios alifaticos, obedecendo a seguinte ordem: OHia@n > OHsaar >
OHip@ir) > OHapn > OHaa@in > OHaa@in > OHap@n > SHop@rn. NOS espectros de
RMN *C, o padrio de deslocamento quimico dos sinais dos 4tomos de carbono
alifaticos obedecem a seguinte ordem: 0Cyys > 0Ciaf > 0Cays > 0Coqr. Na
FIGURA 4.12 sdo apresentados os mapas de correlacdo de HMBC 'H-*'P e
HMBC *H-"3C do complexo AMP4, que exemplifica 0 comportamento descrito

para os complexos da série.
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FIGURA 4.12- Mapas de contorno de (A) HMBC *H-*'P com constante de
acoplamento de 6 Hz e (B) HSQC 'H-*C do complexo AMP4 na regido
alifatica, em CD3;CN. Inserida a parte alifatica da estrutura quimica do complexo
AMP4,
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Os experimentos eletroquimicos foram realizados com o intuito de
avaliar os potenciais redox e a reversibilidade eletroquimica dos complexos, no
intervalo de potencial realizado. Os complexos AMP apresentam
comportamentos  eletroquimicos  similares. O  voltamograma ciclico
(FIGURA 4.13) registrado em presenca do complexo AMP1, em solucéo
0,1 mol L™ de PTBA em diclorometano, ilustra o comportamento redox para os

demais complexos da série (FIGURA A32, no Apéndice — Parte I11).
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FIGURA 4.13- Voltamograma ciclico do AMP1 em solugdo 0,1 mol L™ de
PTBA em diclorometano & 100 mV s™. Eletrodo de trabalho de platina.

No voltamograma ciclico de cada complexo observou-se um par de
picos redox quasi-reversivel, referente a transferéncia de um elétron do par
redox Ru(I)/Ru(lll). Na varredura anodica, tem-se um pico de oxidacéo
referente a oxidacdo do Ru(ll)/Ru(lll), enquanto o correspondente pico catddico
na varredura reversa € atribuido a reducdo do centro metalico. Os valores dos

potenciais dos processos redox dos complexos estéo ilustrados na TABELA 4.4.
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TABELA 4.4- Valores dos principais parametros eletroquimicos dos complexos
AMP.

Complexo Epa/V Ep/V AE/V  Epp/V o lhallpe

AMP1 1,17 1,07 0,10 1,12 1,38
AMP2 1,39 1,27 0,12 1,33 1,26
AMP3 1,19 0,98 0,21 1,09 1,33
AMP4 1,33 1,23 0,10 1,28 1,29
AMP5 1,09 1,02 0,08 1,02 1,32

O aumento dos potenciais de oxidacdo dos complexos apds a
coordenacdo do ligante mercapto contribui para maior estabilizacdo do ruténio
em relagdo ao precursor cis-[RuCl,(dphppy)(dppb)] (Ei.= 0,87 V).¥ O
comportamento esta relacionado com as caracteristicas dos ligantes, a
substitui¢do dos ligantes cloridos (m-doador) pelos ligantes mercaptos
(m-aceptor) promove uma diminuicdo da densidade eletronica do ruténio. O
processo de oxidacdo do metal com potenciais mais anodicos € para 0S
complexos que possuem ligantes mais retiradores de elétrons, e 0s potenciais
menos anodicos sdo para 0os complexos que possuem ligantes mais doadores
e/ou menos retiradores de elétrons.

Os critérios de reversibilidade para as reacdes redox dos complexos
foram a diferenca de potencial (4E) e a razdo das correntes de pico. Em sistemas
eletroquimicos reversiveis em meio organico com a transferéncia de um elétron,
a diferenca entre os potenciais de oxidacao e reducdo (AE = E,, — E,.) € de
100 mV, bem como ndo ha variacdo dos potenciais de pico com a velocidade de
varredura de potencial. Os valores de diferenca de potencial para os complexos
foram de 80 a 210 mV. O outro critério foi a razdo da corrente de pico anodico e
catédico ( 1,4/ I,c 1) igual a uma unidade, em sistemas eletroquimicos
reversiveis. O processo redox do ruténio nos complexos foram quase-reversivel,
uma vez que os valores da razdo foram 1,26 a 1,38, ou seja, nem todo produto

do processo de oxidacdo gerado proximo a superficie do eletrodo foi totalmente
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reduzido na reacdo eletroquimica inversa, gerando um pico de reducédo
assimétrico ao pico da oxidagé&o.

Os complexos analogos de férmula geral
[Ru(NS)(bipy)(dppb)]PFs®> apresentam menor potencial de oxidacdo do par
Ru(I)/Ru(ll) (1,01-1,04 V vs. Ag/AgCl), quando comparados com o0s
respectivos complexos apresentados neste trabalho. Esta diferenca é explicada
em termos das propriedades o-doadoras e w-aceptor dos ligantes bipy e dphppy.
O maior E° (Ru**?*) dos complexos AMP ¢é atribuido & maior capacidade
n-aceptor do ligante dphppy em comparacdo com o ligante bipy, devido a
presenca do atomo de fosforo, melhor receptor de elétrons que o nitrogénio.

A técnica de espectroscopia de absorcdo na regido UV-Vis foi
realizada com o intuito de avaliar os tipos de transigOes eletronicas existentes
nos complexos. Os espectros eletronicos de absorcdo na regido UV-Vis obtidos
a partir de solucdes dos complexos AMP em dimetilsulfoxido apresentam perfis
semelhantes. Em geral, os espectros dos complexos (FIGURA A33, no
Apéndice — Parte 1V) apresentam uma banda de absorcdo centrada em 262 nm
de alto valor de absortividade molar (TABELA A8, no Apéndice — Parte 1V),
referente as transi¢Oes eletronicas intraligantes (1 — 7©*) dos anéis aromaticos
dos ligantes fosfinicos. A banda na regido do ultravioleta dos espectros de
300-310 nm é referente a sobreposicdo das transi¢oes eletrénicas intraligantes
(m — m*) dos ligantes fosfinicos, mercapto e anel piridinico da dphppy. As
bandas de transferéncia de carga metal-ligante (MLCT) do tipo dtRu — 3pc*dn
(bifosfina) e dtRu — =w*(grupo Npy e NS) foram observadas na regido de
350-370 nm. Ja é descrito na literatura que os complexos de ruténio com ligantes
N-heterociclicos, apresentam bandas de absorcao referentes as transferéncias de
elétrons dos orbitais dn do metal para oS orbitais de simetria e energia
apropriada dos ligantes.*®®
A espectroscopia vibracional de absor¢do na regido do

infravermelho também foi empregada como uma técnica complementar na

94



Galiniel Ft. Ribeiro Resultades e discussao

caracterizacdo dos complexos no estado sélido. As atribuicGes foram realizadas
por meio de comparagdes dos espectros dos ligantes livres e precursor, e dados
da literatura. O espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo
estd apresentado na secdo Apéndice (FIGURA A34, na Parte IV). A
TABELA 4.5 apresenta as tentativas de atribuicdo das principais bandas

vibracionais dos complexos AMP.

TABELA 4.5- Tentativa de atribuicdo das principais frequéncias vibracionais
caracteristicas nos espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos

complexos AMP, em KBr.

Frequéncia Vibracional (cm™)

Atribuictes Compostos

AMP1  AMP2 AMP3 AMP4 AMP5
v NH, 3617 3460
v CH (¢) 3072 3071 3071 3059 3059
vC=0 1705
vC=C py 1585 1588 1585 1583 1584
vC=N 1433 1435 1433 1433 1433
v C=C(¢) 1420 1413 1408 - 1409
vCOOH 1369
vC—S 1268 1273 1265 1257 1253
B C—H (¢) 1159 1159 1152 1160 1160
vC—S 1136 1132 1135 1136 1130
q 1093 1095 1092 1094 1091
vanel 1001 999 1001 1001 999
v PFg 840 837 845 839 847
v PFg 558 557 561 558 558
v Ru—P 527 527 527 527 527
vP—C (¢) 518 519 519 519 519
y 508 507 507 508 507
vRU—S 464 563 461 461 462
vRuU—N 413 413 420 420 424

v= designa uma vibracdo de estiramento; = designa uma vibracdo de

deformacdo no plano; g= estiramentos dos atomos carbono e hidrogénio com

95



Galiniel Ft. Ribeiro Resultades e discussao

contribuicdes dos P-fenil; y= as deformacdes angulares dos atomos carbono e

hidrogénio com contribuicdes dos P-fenil; (¢)= anel fenilico.

Os espectros dos complexos da série AMP sdo similares aos
complexos anélogos ja descritos na literatura. O que se observa para 0s
espectros dos compostos quando comparados aos dos respectivos ligantes
mercaptos livres, é a auséncia das bandas alargadas atribuidas aos estiramentos
vS—H e VN—H nas regides de 2500-2400 cm™ e 3400-3100 cm™,
respectivamente. Tais observacOes indicam a natureza anionica dos ligantes
mercaptos apds na coordenacdo ao centro metalico. As bandas de alta
intensidade em torno de 840 e 557 cm™ sdo atribuidas aos modos vibracionais de
estiramento e flex8o, respectivamente, das ligagbes P—F do anion
hexafluorfosfato (PFg).

Os ligantes piridinotiois apresentam modos vibracionais
caracteristicos na regido do infravermelho. As principais bandas séo
correlacionadas aos estiramentos das ligacbes C=N e C—S no tautdémero tiol e
os estiramentos C=S e C—N atribuidos ao tautdémero tiona.'*>**" No estado
solido os ligantes livres encontram-se preferencialmente na forma tiona, cujos
modos vibracionais caracteristicos sio observados na regido de 1600-700 cm™.
As principais bandas correspondentes aos ligantes apds a coordenacdo sao nas
faixas de 1570-1395 cm™ (vC-N), 1420-1260 cm™ (vC-N e vC=S), entre
1140-940 cm™ (VC-N + vC=S).®*% De modo geral, as bandas referentes a
ligacdo CS apresentaram deslocamentos para regides de menores energias em
relacdo aos ligantes livres. Tal fato € caracteristico da diminuicdo do carater de
dupla ligacdo C=S. Como discutido anteriormente, estas observacoes
corroboram com as variagdes dos comprimentos de ligacdo do sistema
S2==C2==N1 observadas nas estruturas de raios X dos complexos.

As bandas de absorcdo nos espectros atribuidas aos sistemas

aromaticos dos ligantes fosfinicos dppb e dphppy foram comuns para todos os
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espectros dos compostos. Entre 1600-1300 cm™ estdo o0s estiramentos
vibracionais de C=N e C=C dos grupos aromaticos. Na faixa entre
3100-2850 cm™ tém-se as bandas largas de média e baixa intensidade
caracteristicas dos estiramentos C—H alifaticos e aromaticos dos ligantes
fosfinicos, além dos ligantes mercapto. Na regido de maior energia,
observaram-se as deformacdes angulares no plano e fora do plano das ligagdes
C—H. De acordo com relatos descritos por Von Poelhsitz'*®, ha também os
modos vibracionais dependentes da natureza dos substituintes dos anéis
fosfinicos, no caso fdsforo, envolvendo estiramentos dos atomos carbono e
hidrogénio com contribuic¢des dos P-fenil (nomeados modos g, r e t), bem como
as deformacdes angulares de tais &tomos (nomeados modo y).

Em torno do centro metalico, destacam-se as bandas pouco intensas
na regido de 527 cm™ e 413-424 cm™, referentes aos estiramentos Ru—P e
Ru—N, respectivamente. A banda referente ao estiramento Ru—S foi atribuida
na faixa 461-464 cm™, porém a confiabilidade da atribuic&o é relativa devido as

sobreposicdes dos modos vibracionais nesta regi&o.’®®

4.1.1 - Estabilidade dos complexos AMP

A estabilidade dos complexos nas solugdes aquosas empregadas nos
ensaios de interacdo com biomoléculas e de viabilidade celular foi investigada
com a finalidade de determinar possiveis modificacdes estruturais dos
compostos no meio biologico. Os complexos séo insolUveis nestes meios
aquosos, contudo s@o sollveis em misturas de DMSO/meio aquoso em
concentragdes de pmol L™. O problema é contornado pela solubilizacdo dos
compostos em DMSO e, posterior, diluicdo no meio aquoso.

Os estudos de estabilidade dos complexos foram realizados por
RMN de **P{*H} durante 60 horas (tempo superior aos utilizados nos estudos),
nos seguintes meios e solventes: DMSO; DMSO/tampédo Trisma-HCI (estudos

de interacdo com biomoléculas) e DMSO/meio de cultura celular DMEM (do
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inglés, “Dulbecco's Modified Eagle's médium”). Em ambos casos, a
concentracdo dos complexos foi de aproximadamente 1,75 mM, e a propor¢éo
de DMSO e solucédo aquosa foi de 40:60 (v/v). Os sinais nos espectros de RMN
de *'P {*H} dos compostos AMP (FIGURAS A30 e A31, no Apéndice — Parte 1)
em DMSO/meio de cultura DMEM (60:40, v/v) apés 60 h permaneceram
inalterados comparados aos das solucdes recém preparadas, bem como para as
demais solucdes. Os resultados indicaram que os complexos séo estruturalmente

estaveis nas condicOes testadas.

4.1.2 - Ensaios de viabilidade celular dos complexos

Os ensaios de citotoxicidade dos complexos AMP foram realizados
frente as linhagens celulares derivadas de tumores humanos, MDA-MB-231
(adenocarcinoma de mama triplo-negativo humano de fendtipo mesenquimal) e
A549 (adenocarcinoma epitelial alveolar de células basais de pulméo humano)
e, frente as linhagens celulares humanas ndo tumorais derivadas de pulméo
MCR-5 e de mama MCF-10A. Os valores de ICs, (concentracdo capaz de inibir
50% da viabilidade celular) em 48 h estdo apresentados na TABELA 4.6.

A coordenacdo dos ligantes mercaptos proporcionou COmpostos
mais citotdxicos em todas as linhagens celulares, exceto o AMP3 na MRC-5,
quando comparados com o complexo precursor e aos ligantes livres. Os ligantes
mercaptos ndo apresentaram atividades citotdxicas frente as diferentes linhagens
histologicas avaliadas, que possibilitaram a determinacéo dos valores de ICsy em
concentragdes de até 100 uM. Os complexos AMP apresentaram excelentes
atividades citotoxicas nas linhagens tumorais, os quais sdo consideravelmente
mais citotoxicos que o farmaco de referéncia, cisplatina. Na linhagem tumoral
de pulmdo A549, os valores de 1Csy dos complexos foram de 120 a 5 vezes
menores em comparagdo ao valor da cisplatina. Para a linhagem tumoral de
mama, o0 valor de 1Csy da cisplatina foi 24 a 2 vezes maior em relagdo aos

valores dos complexos AMP.
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TABELA 4.6- Valores de ICs, (umol L™) em 48 h dos complexos AMP em diferentes linhagens histolégicas de células e

indices de seletividade.

-1 r 3 . .
IC,, (umol L. ') e indices de seletividade (IS)

Complexos Linhagens celulares de mama Linhagens celulares de pulmao

Tumoral Nao tumoral IS Tumoral Nao-tumoral IS
MDA-MB- MCF-10A MCF-10A A549 MRC-5 MRC-5
231 MDA-MB-231 A549

AMP1 0,10 £ 0,01 0,35+ 0,05 3,5 0,14 £ 0,02 0,51 £0,02 3,8
AMP2 0,17 £0,01 0,30 £ 0,05 1,8 0,23 £0,03 0,99 £ 0,11 4,3
AMP 3 0,98 £ 0,02 2,14 +£0,30 2,2 2,59 +£0,19 17,44 +£ 1,95 6,7
AMP 4 0,14 £ 0,01 0,42 £0,02 3,0 0,12 £0,01 0,88 +£0,05 7,1
AMP 5 0,36 0,03 0,58 £0,02 1,6 1,78 £ 0,67 3,73+0,15 2,1
Precursor 3,51+ 0,56 4,07 0,28 1,1 9,76 + 1,57 5,20 £ 0,67 0,5
Cisplatina  2,44+0,20  23,90+£0,70 9,8 14,42+ 1,45 29,09+0,78 2,1

99

*Dados estdo expressados como media = SD (n= 3) com intervalo de confianca de 95%; Para os ligantes livres, 1Cs, > 50

]JM, Ensaio com 48 h de inCUbaQéO dos compostos; I1S= |C5Q(|\/|C|:_10A)/ ICSO(MDA-MB-231); I1S= ICSO(MRC-S)/ |C50(A45g).
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Independente da linhagem celular tumoral, a atividade citotoxica
dos complexos segue um padrdo, AMP1~AMP2~AMP4 > AMP5 > AMP3 >
precursor. De forma geral, é possivel dividir os complexos em dois grupos a
partir dos valores de ICgy: (I) O primeiro grupo formado pelos complexos
AMP1, AMP2 e AMP4 apresentam uma elevada atividade citotoxica, com uma
baixa diferenca estatistica entre os valores de I1Cs, entre si; (1) O segundo grupo
formado pelos complexos AMP3 e AMP5 com atividade citotdxica

sistematicamente menor do que o primeiro grupo de complexos (FIGURA 4.14).

( 2° Grupo 1° Grupo A
chursor:'"l{l{iéi """ Aiiié"‘::’"éiiﬁi """ AMP4 én&if{“:
<0 0® O M) QQ/Q W0
S She £ SR < m_. D < S

FIGURA 4.14- Classificacdo dos complexos AMP em grupos de acordo com a

J/

atividade citotoxica frente as linhagens celulares tumorais.

Os complexos do primeiro grupo AMP1l, AMP2 e AMP4 de
elevada atividade citotoxica frente as linhagens tumorais tem em seus cernes 0s
respectivos ligantes mercaptopiridina, mercaptotiazolina e mercaptopirimidina.
Analisando em termos dos ligantes mercaptos, eles ndo possuem grupos
substituintes ligados ao anel, apenas atomos substituintes nos anéis. Essa
tendéncia do primeiro grupo também é observada para 0s complexos fosfinicos
de ruténio com ligantes mercaptos com apenas grupos hidrofébicos ligados ao
anel, tal como 2-mercapto-1-metilimidazol e 4,6-dimetil-2-mercaptopirimidina.

Por outro lado, 0 segundo grupo composto pelos complexos AMP3

e AMP5 contendo os ligantes 6-mercaptopiridina-3-a4cido carboxilico e
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4,6-diamino-2-mercaptopirimidina,  respectivamente,  apresentou  menor
atividade citotoxica em comparacdo aos complexos do primeiro grupo. Em
comum, os complexos possuem grupos funcionais aminas e acido carboxilico
ligados ao anel mercapto. Estes grupos substituintes hidrofilicos se caracterizam
por realizarem ligacbes de hidrogénio, que podem modular as interagdes
intermoleculares do composto no meio intracelular. Mesmo que os complexos
fosfinicos exibem uma caracteristica predominantemente hidrofobica, os grupos
hidrofilicos conferem uma regido hidrofilica ao composto. Outros trabalhos com
complexos fosfinicos de Ru(ll) com os ligantes mercaptos derivados de
2’-tiouracil ou mercapto-quinazolina, cujos ligantes apresentam o grupo amida
ciclica, apresentam a mesma tendéncia na atividade citotoxica frente as
linhagens tumorais do segundo grupo.

De fato, novos ensaios deverdo ser realizados para averiguar com
clareza a influéncia dos substituintes ligados ao anel dos ligantes mercaptos e,
principalmente, quais propriedades estes substituintes tém a capacidade de
modular e influenciar na atividade citotoxica dos compostos. A hipétese
sugerida é referente ao carater lipofilico/hidrofilico, o que influéncia na difuséo
passiva dos complexos para o meio intracelular, bem como na intensificacdo das
interacOes hidrofdbicas intracelular. Poréem, reafirma-se que muito a se realizar a
fim de comprovar tal hipotese ou sugerir uma nova.

Um dos parametros que podem ser correlacionados aos resultados
de citotoxicidade é a lipofilicidade dos compostos (TABELA 4.7). O coeficiente
de particdo em n-octanol/meio aquoso € a medida quantitativa da lipofilicidade,
essencial no desenvolvimento de compostos para aplicacdes bioldgicas, pois esta
relacionado a processos de distribuicdo, absorcdo entre outros, no meio
bioldgico."*?° Os valores positivos dos coeficientes de destruicdo mostram que
os complexos AMP tém maior afinidade pela fase organica em relacdo a fase
aquosa. Este método é comumente utilizado para estimar a facilidade de um

composto permear as membranas plasmaticas constituidas de uma bicamada
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lipidica por difusdo passiva. Os resultados dos coeficientes de distribuicéo
sugerem que os complexos AMP sdo permeaveis pela membrana plasmatica por

difusdo passiva, devido a natureza lipofilica dos compostos.

TABELA 4.7- Lipofilicidade dos complexes AMP.

Composto Lipofilicidade®
[Ru(pyS)(dphppy)(dppb)]PFs  (AMP1) (1,34 £0,28)
[Ru(tzdt)(dphppy)(dppb)]PFs  (AMP2) (1,14 £ 0,22)
[Ru(mpca)(dphppy)(dppb)]PFs  (AMP3) (0,88 £0,14)
[Ru(pySm)(dphppy)(dppb)]PFe (AMP4) (1,21 £0,10)
[Ru(damc)(dphppy)(dppb)]PFs (AMP5) (0,72+£0,19)

*Coeficiente de distribuicdo em agua e n-octanol.

A partir dos valores de coeficiente de distribuicdo em agua e
n-octanol (5% DMSO) é possivel correlacionar com a citotoxicidade, de
maneira que os complexos AMP1 (1,34 + 0,28), AMP2 (1,14 + 0,22) e AMP4
(1,21 £ 0,10) com maior atividade citotoxica frente aos diferentes tipos
histologicos de células cancerosas, também apresentam maior lipofilicidade e,
consequentemente, permeabilidade na membrana celular, quando comparados
aos complexos AMP3 (0,88 = 0,14) e AMP5 (0,72 £ 0,19). Uma hipotese € que
0s grupos substituintes aminas e acido carboxilico proporcionam um menor
carater lipofilico aos complexos em comparacdo aos demais complexos. Este
carater, pode tanto diminuir a entrada ou acimulo dos complexos nas células,
quanto inibir interac6es hidrofébicas com biomoléculas.

Um dos principais fatores analisados para a triagem dos complexos
é a seletividade, que esta relacionada com a habilidade do complexo ser mais
ativo frente as células tumorais, quando comparada as células ndo tumorais. Os
complexos sdo seletivos as linhagens tumorais MDA-MB-231 e A549 em
relacdo as respectivas linhagens ndo tumorais MCF-10A e MRC-5. Importante

destacar, que todos os compostos séo mais seletivos para a linhagem tumoral de
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pulméo do que a cisplatina. Em especial, ressalta-se o composto AMP4, com
valor de 1Sprc-siasag) €M torno de 3,5 vezes maior do que o composto cisplatina.
Diferentemente da atividade citotdxica, para a seletividade dos complexos frente
as células tumorais ndo foi observada nenhuma tendéncia, que possa ser
racionalizada.

No intuito de buscar uma correlacdo da atividade citotoxica dos
diferentes complexos fosfinicos de ruténio contendo ligantes mercaptos
sintetizados no laboratorio LERCI, os valores de ICs e IS dos compostos frente
as linhagens tumorais de mama (TABELA 4.8) e pulmao (TABELA 4.9) foram
sistematizados. De modo geral, todos o0s complexos apresentam alta
citotoxicidade frente as linhagens tumorais citadas.*®°%6%46°

Para as linhagens tumorais de mama (MDA-MB-231) e pulméo
(A549), a tendéncia ja reportada anteriormente para a série AMP também ¢é
observada para as diferentes séries de complexos contendo ligantes mercaptos
descritas no LERCI, [Ru(NS)(bipy)(dppb)]PFs,°*® [Ru(NS)(bipy)(dppf)]PFs,**
[Ru(NS)(bipy)(dpphos)]PFs,  [Ru(NS)(dppe),]JPFs**  (onde,  dpphos=
bis[(2-difenilfosfino)fenil]éter). Para todas as séries citadas, 0s compostos com
os ligantes mercaptopiridina, mercaptotiazolina e mercaptopirimidina
apresentam baixos valores de 1Cs, menores que 1 uM. Em contrapartida,
diversos complexos do segundo grupo contendo ligantes com grupos funcionais
ligados ao anel (mpca, damp e 2mq) apresentam valores de 1Cso acima de 1 UM,
com valor chegando a 11 puM. No entanto ha excec¢des, principalmente para 0s
complexos da série [Ru(NS)(dppe).]PFs que independente do ligante e tipo
histologico de células sdo ativos.

QOutro fator a destacar € a tendéncia de quanto mais grupos
fosfinicos no cerne do complexo maior € a atividade citotoxica, o que se justifica
pelo maior caréater lipofilico dos mesmos. Comparando os valores de ICs, 0S
compostos AMP estdo entre 0s mais citotoxicos em relacdo aos demais

complexos frente as linhagens celulares tumorais de mama (MDA-MB-231) e
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pulmédo (A549). Especificamente, quando se compara com Seus respectivos
analogos [Ru(NS)(bipy)(dppb)]PFs,°® os compostos com o ligante fosfinico
dphppy apresentam os menores valores de ICs, a destacar, 0 composto
[Ru(mpca)(dphppy)(dppb)]PFs que € 11x mais citotoxico para as células de
cancer de mama triplo negativo do que seu correspondente,
[Ru(mpca)(bipy)(dppb)]PFs.”° Em alguns casos, os complexos AMP sdo tdo
citotoxicos quanto 0s respectivos compostos com duas bifosfinas,®
principalmente nas células de mama MDA-MB-231. Porém, quando se compara
a citotoxicidade nas células tumorais de pulmd@o (A549), os compostos
[Ru(NS)(dppe),]PFs**®* se sobressaem.

Ao analisar a seletividade dos compostos pelas celulas tumorais,
ndo é possivel sistematizar as tendéncias dos valores em termos dos ligantes
mercaptos. De maneira predominante, os compostos analisados tém seletividade
pelas linhagens tumorais, em especial, a derivada de pulméo. A destacar, os
compostos [Ru(2mq)(dppe).]PFs e [Ru(mpca)(dppe).]PFe pelos surpreendentes

valores de IS de 114 e 19, respectivamente.
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TABELA 4.8- Valores de ICs, (umol L™) e indices de seletividade (1S) dos complexos sintetizados no LERCI na linhagem

celular de cancer de mama. *®%%°

5o (nmol L-l) (MDA-MB-231) e indices de seletividade (IS)

QQI o7 SYSSRggS QQ L Sle, SR,
=t o E ’@ 5> Ru~©

Oh 4~
H 4 @@ i oy

@ 0,10+ 0,01 0,51+041 0,20+ 1,42 - -

A 33 nd Nd : :
(S 0,14 £ 0,01 0,82 +0,43 0,18 +1,61 - 0,32 +£0,04

N'LSH 1,7 nd Nd - nd
O 0,17 £0,01 0,20 £ 0,03 0,48 £ 0,02 0,10 £ 0,06 0,03 +£0,01

/L 3,0 nd 3,9 6,0 nd

N SH

OHJ\@ 0,98 £ 0,02 10,74 + 0,62 3,78+0,18 - 1,97 £ 0,03

A 2.2 nd 1,6 - nd
1 0,36 + 0,03 2,02 +0,23 1,74 £ 0,04 2,18 +0,16 0,20 £ 0,02

NH; N*SH 1,6 nd 4,2 1,1 nd
i - 056 £0,02  2,02+0,17 : 0,30 0,03

A i nd 1,5 i nd
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TABELA 4.9- Valores de ICs, (umol L™) e indices de seletividade (1S) dos complexos sintetizados no LERCI na linhagem

celular de cancer de pulmao.****

Resultados e discussae

(umol L_l) (A549) e indices de seletividade (IS)

wT S
% - % - @@ | %&/ A5
@ 0,14 + 0,02 - 3 3 ;
N sH 3,8 i i i i
(s 012+001  0,22+0,04 - - 0,14 +0,07
Ni 4,3 nd - - 2,3
SH
@ 0,23+ 0,03 - 064+008 013+002  0,12+0,07
NX 7,1 - Nd 5,3 6,6
SH
N i@ 259+019 11,74+052 7,07+0,63 - 1,02 £0,09
A 6,7 1,0 Nd - 19,2
™ 1,78+067 421+058 566+035 014+002 0,890,09
A 2.1 2.0 Nd 1,9 2.9
i - 361017  5,62+1,05 - 0,05+ 0,01
dj” - 1,5 Nd : 114
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4.1.3 - Interacéo dos complexos com albumina de soro humano

A afinidade de ligacdo a albumina de soro humano (HSA) é uma
das principais etapas determinantes na farmacocinética de potenciais farmacos,
desempenhando papel importante na distribuicdo no corpo, atividade
farmacoldgica, toxicidade, eficdcia do farmaco entre outros. Outro aspecto
relevante é a capacidade de aumentar a solubilidade de drogas hidrofobicas no
plasma. A albumina é considerada o modelo ideal no estudo inicial de interacdo
de compostos com proteina sérica, in vitro.}%2

A HSA é uma proteina globular de cadeia polipeptidica simples
constituida por 583 residuos de aminoacidos e contendo trés dominios
homologos de hélices, denominados I, Il e 111, e divididos nos subdominios A e
B, como demonstrado na estrutura cristalina da HSA (FIGURA 4.15-A). Os
subdominios 1A e IlIA, denominados também como sitios Sudlow | e II,
respectivamente, sdo as principais regides responsaveis pelas interacdes de
compostos & albumina.**%1%2

A HSA tem um fragmento de triptofano, localizado na posi¢éo 214
no subdominio 1A do arcabouco proteico (Sudlow Il), conferindo a biomolécula
uma fluorescéncia intrinseca.’?*'® Neste contexto, a interacdo dos compostos
AMP com a proteina HSA foi avaliada pela supressdo de fluorescéncia do
fragmento do triptofano. Os espectros de fluorescéncia da HSA na auséncia e
presenca do composto AMP1 em diferentes concentracdes estdo apresentados
na FIGURA 4.15-B (os espectros dos demais complexos na FIGURA A35, no

Apéndice — Parte V).
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FIGURA 4.15- (A) Estrutura cristalografica da albumina de soro humana
100

(adaptada™); (B) Espectros de supressdo de fluorescéncia da HSA na auséncia
(@) e presenca do composto AMP1 (b-g; b= 5 pM; c= 10 uM; d= 15 uM;
e= 20 uM; f= 25 uyM e g= 30 uM), com concentragdo constante da HSA de

5 uM. Razéo [Complexo]/[HSA]=0; 1; 2; 3; 4; 5; 6.

Os resultados apresentados mostram uma supressao da
fluorescéncia da HSA na presenca dos compostos AMP, sugerindo que a
interacdo entre as espécies causa mudangas conformacionais no microambiente
do residuo do fluoréforo Trp-214. Um decréscimo nas intensidades da
fluorescéncia da HSA foi observado com as quantidades crescentes dos
complexos nas solucdes, com quedas que variaram de 61 a 38% do valor inicial
da fluorescéncia na maior concentracdo dos complexos (30 uM).

A supressdo da fluorescéncia da HSA na presenca de um supressor
ocorre principalmente por meio de dois mecanismos, que sdo usualmente
classificados como processos dinamico e estatico. Os mecanismos foram
distinguidos examinando a dependéncia dos valores de constantes de supresséao

(Ks») com a temperatura e pela constante de supressao biomolecular (k,).**"***
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A Equacdo de Stern-Volmer foi aplicada para determinar a
constante de K., pela regressdo linear do grafico (F,/F) vs [Complexo]
(Graficos nas FIGURAS A36 e A37, no Apéndice — Parte V), enquanto k,, foi

calculada a partir dos valores de K, assumindo 1, = 6 ns.*** A linearidade dos
graficos de Stern-Volmer sugere o envolvimento de apenas um tipo de
mecanismo de supressdo. A diminuicdo nos valores de K, (TABELA 4.10) com
0 aumento da temperatura indica 0 mecanismo de supressdo estatica. A
supressdo estatica se caracteriza por suprimir a emissdo de um fluoréforo a partir
da formacdo de um intermediario fluoréforo-supressor no estado fundamental,
assim a Unica emissdo observada ¢ a parte dos fluoroforos ndo complexada. Na
supressao estatica, 0 aumento da temperatura implica em uma diminuicdo na
estabilidade do intermediario fluoréforo-supressor, consequentemente um menor
efeito de supressdo, resultando em diminuicdo da constante de K,."**** O valor
maximo da constante de supressdo biomolecular (k,) para a supresséo dinamica
de biopolimeros é de 2x10" M s™,"** os valores da constante k,, determinadas
foram maiores para todos complexos. Portanto, os resultados corroboram com o
mecanismo de supressao estatico.

Os dados de fluorescéncia foram tratados usando a Equacdo de
Scatchard modificada para determinar a constante de ligagdo K;;, € 0 nimero de
sitios de ligacdo da interacdo entre HSA e os complexos AMP (TABELA 4.10).
A partir das constantes de ligacdo, os parametros termodinamicos foram

calculados usando a equacio termodinamica de Van’t Hoff.'"!
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TABELA 4.10- Valores das constantes de supresséo Stern-Volmer (Ky,), constantes de taxa de supressdo biomolecular (kg),
constantes de ligacao (Kjig), nimero de sitios de ligagéo (n) e pardmetros termodindmicos (AH®, AS° e AG®) para o sistema

composto-HSA em diferentes temperaturas.

Temperatura Ky Kq Kiig n AH® AS° AG°

(x10°M1)  (x10¥M*tsh)  (x10° MY (KImol™) (@mol* K" (Imol™ K™Y
AMP1

295 2,73+0,11 8,01+0,15 0,74+009 109 118 487 (27,7+0,3)

310 1,79+0,04 7,88+0,08 452 +0,11 (32,2 +0,1)
AMP2

295 3,05+0,13 5,63+0,13 438+0,24 127 240 914 (32,2+0,1)

310 2,86 +0,06 5,47 +0,16 186 + 48 (41,4 +0,7)
AMP3

295 4,60+0,08 7,13+0,07 19,70+4,83 1,36 161 660 -(35,9 £ 0,6)

310 3,76 +0,10 7,10 +0,20 242 + 33 (41,5 + 2,4)
AMP4

295 2,39 +0,07 8,01+0,05 545+0,85 1,30 192 675 (32,7 +0,4)

310 2,30+0,01 7,44+0,18 75,82 + 9,36 -(36,5 + 4,9)
AMP5

295 2,74+0,08 9,44 +0,03 489+153 126 65,12 753 -(31,5 + 1,6)

310 2,49+0,05 857+0,11 97,83+ 2,71 -(39,6 +0,5)
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Os valores relativamente altos de K, sugerem interagoes

moderadas a fortes entre os complexos e a HSA. Os valores de constante de
associacdo aumentaram com acréscimo na temperatura, sugerindo um aumento
no tempo de retencdo do complexo no interior do arcabouco da proteina. O
numero de sitios de ligacdo sugere uma estequiometria de aproximadamente 1:1
entre os complexos de ruténio e a HSA.

Os sinais e magnitudes dos parametros termodinamicos foram
analisados para avaliar as principais forcas intermoleculares envolvidas na
interacdo entre os compostos € a HSA. Os valores negativos de AG revelam que
0s processos de interagdo entre todos os compostos e HSA séo espontaneos em
ambas as temperaturas avaliadas. Os valores positivos de AH e AS sugerem que
as insercbes dos complexos na estrutura proteica s@o determinadas por
interacBes hidrofobicas. Como sugerido por Ross e Subramanian,’® o aumento
da entropia ocorre no processo inicial de aproximacao do composto a albumina e
nas alteragdes conformacionais no microambiente do subdominio IIA, as quais
expdem os fragmentos apolares do residuo da proteina Trp-214 para o solvente.
Essas mudancas tipicas induzem o rearranjo das moléculas de dgua em torno do
intermediario supressor-proteina formado, maximizando o efeito hidrofébico na
interacdo complexo-HSA. Esta reorganizacdo do solvente também ¢ favorecida
por agentes supressores hidrofébicos, sendo o caso dos complexos fosfinicos de
ruténio.

Os resultados apresentados na TABELA 4.10 indicam que os
complexos apresentam uma moderada e alta afinidade pela albumina,
viabilizando o transporte e a solubilidade dos compostos AMP no plasma
humano pela HSA. Entretanto, a alta afinidade de associacdo também pode
limitar a distribuicdo dos compostos nos tecidos do corpo devido a estabilidade

do aduto HSA-complexo formado.
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4.1.4 Estudos de interacao entre os complexos e DNA

A busca por possiveis alvos biologicos dos complexos metalicos é
um importante estudo para desvendar os provaveis mecanismos de acdo dos
compostos. Esta secdo tem como objetivo explorar os possiveis modos de

interacdo entre os complexos AMP e o 4cido desoxirribonucleico (DNA)***% e

como consequéncia, avaliar se a biomolécula é um possivel alvo bioldgico. De
acordo com as estruturas e estudos de reatividade realizados com os complexos,
temos que alguns tipos de interacdo com o DNA sdo improvaveis. Os estudos
sugerem que os complexos sdo estaveis, evidenciando que a ligacdo covalente as
bases nitrogenadas do DNA é improvavel. Da mesma forma, a interacéo
reversivel por intercalacéo entre os pares de base do DNA néo é provavel devido
a auséncia de ligantes planares heterociclicos. Portanto, as interacbes mais
plausiveis sdo a eletrostatica, entre os complexos catidnicos e os grupos fosfatos
do DNA, com o objetivo de minimizar as repulsdes de carga-carga, e pelos
sulcos do DNA que séo baseadas em um conjunto de interages, como forgas de
Van der Waals, ligacdo de hidrogénio e, contatos hidrofébicos e eletrostaticos.?®

Diversas tecnicas foram empregadas para os estudos das interacdes
entre os complexos € o DNA, como medidas de viscosidade do DNA
(FIGURA 4.16-A), avaliacdo da mobilidade eletroforética de plasmideo em gel
de agarose (FIGURA 4.16-B) e estudo por fluorescéncia do deslocamento do

Hoechst do DNA (FIGURA 4.16-C, e FIGURA A38 no Apéndice — Parte V).
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FIGURA 4.16- (A) Viscosidade relativa do CT-DNA na auséncia e presenca dos

complexos AMP (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 uM) e do padrao tiazol laranja, em

diferentes razdes molares [composto]/[DNA]=0,00; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 ;0,25

e 0,30, com concentracdo constante de CT-DNA de 200 umol L™ *Estrutura

cristalina de um fragmento de DNA contendo o tiazol intercalado (adaptada)®*;
(B) Eletroforese em gel de agarose do plasmideo pBR322 (46 uM) na auséncia e
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presenca dos complexos (0,0; 11,5; 23,0 e 46 uM), em diferentes razdes molares
[Complexo]/[plasmideo] (a=0,25; b= 0,50 e ¢=1,00); MPM - Marcador de peso
molecular; DNA- Controle negativo (em tampédo Trisma-HCI); CTL- Controle
negativo (10% DMSO); (C) Espectros de supressdo de fluorescéncia do
DNA-Hoechst na auséncia (a) e presenca dos compostos AMP (b-k; b= 7,5 uM;
c= 15 uM; d= 22,5 uM; e= 30,0 uM; f= 37,5 uM; g= 45 pM; h= 52,5 uM;
iI= 60 uM; j= 67,5 e k= 75,0), concentragcdo constante da DNA-Hoechst de
75 e 2,5 UM, respectivamente. Razdo [Complexo]/[DNA-Hoechst]= 0,0; 0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 e 1,0. Comprimento de onda de excitacdo a
340 nm, em tampdo Trisma-HCI. **Estrutura cristalina de um fragmento de

DNA inserido o Hoechst no sulco menor do DNA (adaptada)®".

4.1.4.1 - Estudo de medidas de viscosidade

A viscosidade é uma propriedade fisica que caracteriza a resisténcia
de um fluido ao fluxo de escoamento, podendo ser estimada aferindo o tempo
para que uma determinada quantidade de fluido passe através de um volume
conhecido.® A viscosidade fornece uma medida do volume hidrodinamico
efetivo do DNA em solucdo, o qual é dependente tanto do tamanho quanto da
conformacdo da biomolécula em solucdo, que por sua vez, € extremamente
sensivel a interagdo com o meio. Por isso, as medi¢Oes hidrodindmicas séo
consideradas como um dos testes menos ambiguo e mais critico do modo de
interacéo entre complexos e o0 CT-DNA em solucgo.'*®

As medidas de viscosidade foram realizadas das solucdes de
CT-DNA na auséncia e presenca dos complexos AMP em diferentes razdes
molares complexo/DNA (FIGURA 4.16-A). A viscosidade do CT-DNA na
presenca de um ligante intercalador'®’, tal como tiazol laranja, exibe um
acréscimo acentuado. A insercdo do agente intercalador entre os pares de bases
nitrogenadas resulta no alongamento da dupla hélice nos locais da intercalacéo,

tendo como consequéncia 0 aumento do volume da biomolécula.’*"**®* Em
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contraste, a ligacdo covalente implica em torgdes significativas e diminuicdo do
comprimento axial da dupla hélice do DNA, ocasionando uma drastica
diminuicdo na viscosidade.'®

A viscosidade do CT-DNA ap6s a adicdo dos complexos AMP nédo
apresentou alteragdes significativas nas razdes complexo/DNA analisadas,
sugerindo que ndo h& modificacbes drasticas na estrutura secundaria do
CT-DNA. Além disso, o comportamento € distinto dos modos de ligacéo citados
anteriormente. Tal resultado aponta que as interacGes entre os complexos AMP
e DNA sdo reversiveis e fracas, sendo provavelmente entre os sulcos do DNA

e/ou eletrostatica.

4.1.4.2 Estudo de mobilidade eletroforética de plasmideo em gel de agarose

O principio da analise do DNA por eletroforese baseia-se no fato da
biomolécula possuir carga negativa, e consequentemente, quando submetida a
um campo elétrico em uma matriz de gel, migra em direcdo ao polo positivo. A
velocidade de migracdo do DNA através do gel depende do tamanho, carga e
conformacdo adotada pelos fragmentos de DNA, por isso os diferentes
fragmentos sdo separados na matriz.*3*%

Os plasmideos sdo excelentes modelos para os estudos de
mobilidade do DNA, haja vista os pequenos fragmentos de DNA de tamanho
variavel, de poucos a mais de cem mil pares de bases. O plasmideo pode adotar
diferentes conformacdo de diferentes mobilidade eletroforética, a depender das
quebras das fitas do DNA. O DNA plasmidial sem clivagem na fita dupla adota
a conformacdo superenrolada (SC) com migracdo relativamente rapida. A
ruptura de uma fita do DNA superenrolado gera uma forma mais relaxada, a
conformacdo circular (NC), de movimento eletroforético mais lento em
comparacdo a conformacdo SC. Finalmente, a clivagem de ambas as fitas de
DNA gera uma conformacgdo linear (LC), que exibe migracdo entre as

conformacGes superenovelada e circular. As conformacdes do plasmideo citadas
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apresentam mobilidades eletroforética distintas (NC < LC < SC) que possibilita
a separacdo das formas quando submetidas a diferenca de potencial em uma
matriz gel.**

A capacidade dos complexos em alterar as conformac6es do DNA
plasmidial foi avaliada por eletroforese em gel de agarose (FIGURA 4.16-B). O
plasmideo pBR322 em tampdo Trisma-HCI submetido a corrida eletroforética
(DNA, linha 2) exibiu as conformacdes circular (NC) e superenovelada (SC).
No controle negativo (CTL, linha 3), o DNA plasmidial em tampao Trisma-HCI
com 10% de DMSO também apresentou as bandas das conformaces NC e SC.
As amostras de plasmideo tratadas com diferentes concentragfes dos complexos
AMP (linhas 3-18) apresentaram mobilidades eletroforéticas semelhantes do
controle (Linha 3). Tais resultados sugerem que oS complexos ndo causam
torgdes, relaxamento ou mudancgas conformacionais significativas na estrutura
terciaria do DNA, que sejam capazes de alterar a taxa de migracdo do

plasmideo.

4.1.4.3 - Estudo por fluorescéncia do deslocamento do Hoechst do DNA

O Hoechst livre, utilizado como sonda fluorescente do DNA,
apresenta uma emissdo maxima em 460 nm de baixo rendimento quantico de
fluorescéncia quando excitado em 340 nm. Entretanto, o complexo
DNA-Hoechst formado ap0s a ligagcdo do composto ao sulco menor do DNA em
regides ricas em pares de base adenina-timina, exibe um rendimento quéntico de
fluorescéncia elevado quando comparado ao corante livre, resultante da
supressao do relaxamento rotacional e protecdo de colisbes com moléculas do
solvente. O complexo DNA-Hoechst exibe um amplo espectro de emisséo, com
méximo de emiss&o em 460 nm, quando excitado em 340 nm.**?*3

Para avaliar se os complexos AMP interagem no sulco menor do
DNA ou em regiGes proximas, foi realizado o ensaio de deslocamento do

Hoechst 33324 do sulco menor do CT-DNA por meio da supressdo da
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fluorescéncia do composto DNA-Hoechst. A espécie biomolecular foi excitada
em 340 nm, e as leituras de emissdo de fluorescéncia foram realizadas na faixa
de 370 a 700 nm.

Os complexos AMP atuaram como agentes supressores da
fluorescéncia do complexo DNA-Hoechst, tendo como consequéncia um
decréscimo nas intensidades da fluorescéncia com as quantidades crescentes dos
complexos AMP nas solugbes. Na maior concentracdo, o complexo AMP1
levou a uma queda na intensidade de emissdo de 39% do valor inicial
(FIGURA 4.16-C), os demais complexos apresentaram comportamento similar,
com decréscimo de 39% a 58% (FIGURA A38, no Apéndice — Parte V). A
supressao da fluorescéncia indica que os compostos tém a habilidade, via acdo
direta ou mesmo por pequenas alteragdes em torno do sulco menor, de deslocar
0 Hoechst do sulco menor do DNA. E reconhecida a capacidade dos compostos
de ruténio de interagir com DNA via sulco menor.***** QOutros complexos
fosfinicos de ruténio em  concentragbes menores, tais como
[Ru(OS)(bipy)(dppm)]PFs, sdo responsaveis por suprimir em até 90% da

fluorescéncia inicial >**%

4.1.4.4 - Considerac0es finais dos estudos de interacdo com DNA

Diante do exposto, pode-se sugerir que o “gatilho” para a morte
celular ndo envolve a “atuacdo direta” dos complexos ao DNA, ou seja, a
biomolécula ndo é um alvo primario dos complexos AMP. Os resultados de
mobilidade eletroforética do DNA plasmidial na presenca dos complexos AMP
em gel agarose convergem com o0s ensaios realizados com o CT-DNA por
viscosidade e deslocamento do Hoechst. Os complexos AMP néo causam
alteracdes nas estruturas secundaria e terciaria do DNA, sugerindo interacGes
reversiveis e fracas via sulco menor do DNA. Como descrito por Pages et. al'® e
Kellett et. al'®, as interacdes nos sulcos do DNA s&o baseadas em um conjunto

de interacdes intermoleculares na contribuicdo da estabilizacdo das mesmas,
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como interacdes hidrofdbicas, eletrostaticas, de Van der Waals e ligacdo de
hidrogénio, sendo condizentes com as caracteristicas estruturais dos complexos.
Por fim, aponta-se que as diferencas entre os ligantes mercaptos nédo influenciam
diretamente nas interacdes. Em geral, os complexos fosfinicos contendo ligantes
mercaptos reportados apresentam comportamento semelhante aos dos

complexos AMP. 06264

4.1.5 - Inibicdo da atividade enzimatica da Topoisomerase 1B

A inibicdo da atividade enzimatica da topoisomerase IB pelos
complexos foi avaliada mediante o ensaio de relaxamento do DNA plasmidial
por eletroforese em gel de agarose. Inicialmente, os compostos também foram
incubados com o0 DNA superenovelado, sem a presenca da enzima ToplB, cujas
mobilidades eletroforéticas dos fragmentos ndo foram alteradas na presenca dos

compostos.
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FIGURA 4.17- Ensaio de relaxamento do DNA plasmidial superenovelado por
Topo-IB na auséncia (CTL) e presenca de diferentes concentragdes dos
complexos AMP (a=0,5 e b= 5,0 uM); DNA- DNA plasmidial em tampéo
Trisma-HCI em 3% DMSO. Estrutura cristalina da topoisomerase com um

fragmento de DNA (adaptada).

No controle negativo, FIGURA 4.17 (linha 1), observou-se
majoritariamente a banda de migracdo do DNA superenovelada (SC), enquanto
no controle positivo (CTL; linha 2) encontra-se o &cido nucleico sobre efeito da
acdo enzimatica da Topo-IB. O processo de relaxacdo do DNA superenvoelado
gera diversos produtos com padrdes de migracdo mais lentos em relacdo ao
inicial. A auséncia da banda do DNA superenovelado no controle positivo

confirma que a enzima esta desempenhando sua funcao catalitica corretamente.
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As amostras de DNA plasmidial tratadas com a topoisomerase e 0s
complexos AMP1, AMP4 e AMPS5, na concentragao de 0,5 pM, apresentaram
um padrdo de migracdo semelhante tanto do controle negativo (linha 1) quanto
do controle positivo (linha 2). Tais resultados demonstram que em baixas
concentracoes, estes complexos inibem parcialmente a atividade da Topo-IB no
relaxamento do plasmideo. Em contrapartida, os complexos AMP2 e AMP3, na
concentracdo de 0,5 puM, foram ineficazes e ndo inibiram a acéo da Topo-IB,
com padrdo de migracdo do DNA plasmidial similar ao encontrado para o
controle positivo. Contudo, todos os complexos, na concentracdo de 5 puM,
inibiram parcialmente a atividade catalitica da Topo-IB. A inibicdo da enzima se
mostrou de maneira dose dependente das concentracdes dos complexos. Em
ensaios ja reportados, os ligantes mercaptos ndo apresentam efeitos inibitérios
sobre a enzima topoisomerase 1B, nas concentracdes analisadas.®®® A acdo
dos complexos pode ser diretamente sobre a enzima e/ou complexo Topo_DNA.
Faz-se necessario ensaios adicionais para compreender a atuacdo dos complexos
AMP no ciclo catalitico da enzima, bem como se a atividade inibitoria é
observada tambeém no meio celular.

A inibicdo da enzima de maneira dose dependente também foi
observada para 0os complexos analogos com a  bipiridina,
[Ru(NS)(bipy)(dppb)]PFs. De fato, em baixas concentracdes a inibicdo parcial
da enzima foi observada, comportamento similar ao verificado para o0s
compostos AMP. Em relacdo a inibicédo total da enzima, foi constatada apenas
para os complexos com os ligantes 2-mercaptopiridina, 2-mercaptotizolina e
4,6-diamino-2-mercpatopirimidina, entretanto em concentracdes elevadas, acima
de 25 MM‘63,65,66

A topoisomerase € superexpressada em ceélulas tumorais e o
processo de relaxacdo do DNA superenovelado desempenhado pela Topo-IB na
manutencdo e replicacdo do DNA é essencial para proliferacdo celular.®*™°A

inibicdo da enzima, mesmo de forma parcial em estudos in vitro, em acéo direta
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pelos complexos fornece indicios que a enzima Topo-IB pode ser considerada
como um dos possiveis alvos bioldgicos. Uma vez que, o interrompimento da

acao desta enzima pode desencadear a apoptose celular.

4.1.6 - Estudos de inibicdo do sistema de proteassomo

Para avaliar uma possivel interacdo direta entre a unidade 20S do
proteassomo e os complexos AMP2, AMP4 e AMP5 (FIGURA 4.18-B), a
inibicdo da atividade catalitica do proteassomo 20S purificado foi realizada por
quantificacdo de fluorescéncia emitida pela hidrolise do substrato fluorogénico
Suc-LLVY-AMC, especifico da atividade da quimiotripsina-like."*"**® A partir
da analise dos resultados, o complexo AMP2 ndo demonstrou efeito de inibicao
da atividade quimotripsina do proteassomo 20S. Em contrapartida, as amostras
de proteassomo 20S tratadas com os complexos AMP4 e AMP5 exibiram uma
atividade catalitica de apenas 29% e 9%, respectivamente. Portanto, a inibicdo
da atividade proteassomal da unidade 20S foi de 71% (AMP4) e 91% (AMP5)
em relacdo ao controle positivo. Os resultados de inibicdo quimiotripsina-like
indicam que estes compostos interagem diretamente com a unidade 20S. No
controle positivo, empregando o composto MG132, a inibicdo da atividade
proteolitica foi de 95%. O efeito inibitorio dos complexos AMP4 e AMP5 nas
concentracdes testadas de 0,9 e 3,7 UM, respectivamente, é comparavel ao
inibidor classico, pois ressalta-se que a concentracdo do composto MG132
(10 pM) é aproximadamente de 10x e 2,5%x maior em comparacdo aos
complexos.

O ensaio mais significativo foi avaliagdo da inibicdo do
proteassomo em ceélulas viaveis in vitro pelos complexos. O ensaio consiste no
monitoramento da degradacdo de uma proteina nas células viaveis HEK293T.
Para tanto faz-se necessario o uso da Proteina Verde Fluorescente (GFP; do
inglés “Green Fluorescent Protein”). Quando excitada com luz ultravioleta em

397 ou 495 nm, a proteina GFP emite luz verde em 506 nm. Devido a
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fluorescéncia intrinseca, esta proteina possui diversas aplicacdes na biologia
molecular, porem a mais comum € de marcador molecular em células vivas, a
fim de visualizar a localizacdo, movimentacdo e respostas quimicas de
proteinas-alvo fusionadas com GFP.

Para a avaliagdo do sistema ubequitina-proteassoma que €
responsavel pela degradacdo seletiva de diversas proteinas regulatérias, a
proteina GFP foi fusionada a seu N-terminal com uma molécula de ubequitina.
Desta maneira, assim que a proteina uGFP (do inglés “Green Fluorescent
Protein ubiquitin”) é expressa, ela é imediatamente sinalizada e direcionada para
a degradacdo pelo proteassoma via ubiquitina-independente. Os experimentos
foram realizados com as células HEK293T (derivadas de rim embrionario
humano), as quais sdo modificadas para expressarem estavelmente a proteina
UGFP'®? As células foram transduzidas com vetor retroviral expressando uGFP e
este gene foi integrado no genoma das celulas, constituindo desta forma uma
linhagem estavel uGFP-HEK293T. A inibicdo do proteassomo pelos compostos
nas células viaveis foi quantificada pela fluorescéncia emitida pela proteina
UGFP acumulada (FIGURA 4.18, D-F) por citometria de fluxo.

. As concentragcbes dos compostos AMP2 (1,0 uM), AMP4
(0,9 uM), AMP5 (3,7 uM) e MG132 (10 uM; controle positivo), empregadas
ndo sdo citotoxicas para células HEK293T nos devidos tempos, 0 que garantiu a
viabilidade das celulas para o experimento. As concentracdes estipuladas
também foram as utilizadas nos ensaios de inibicdo da atividade do

proteassomo 20S.
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FIGURA 4.18- Inibicdo do proteassomo in vitro pelos complexos AMP2
(1 uM), AMP4 (0,9 uM), AMP5 (3,7 uM) e o composto MG132 (10 uM)
utilizado como controle positivo. (B) Inibicdo da atividade quimiotripsina-like
do proteassomo 20S pelos complexos; (C-F) Células HEK293T-uGFP tratadas
com inibidor proteasomal MG132 (C), complexo AMP2 (D), AMP4 (E) e
AMPS5 (F) nos periodos indicados.

123



Galiniel Ft. Ribeiro Resultades e discussao

O ensaio foi realizado por meio da medicdo da intensidade de
fluorescéncia das células HEK293T-uGFP tratadas em diferentes tempos de com
0os complexos. Portanto, as células que ndo ha inibicdo da atividade
proteassomal 26S, ha pouco acumulo de células com a proteina uGFP, uma vez
que apds a UGFP ser expressada, ela é imediatamente degradada pela enzima.
Como é o observado no controle negativo, com 0 h de tratamento com 0s
complexos AMP e o composto MG132, houve um baixo acimulo de GFP, que
variou de 12-6%. Os resultados evidenciam a eficiente atuacdo do proteassomo
26S na degradacéo da GFP.

Como pode ser notado, o acimulo de GFP das células tratadas com
0 composto MG132 na concentracdo de 10 uM foi gradativamente aumentando
com o tempo No tempo de 4 h de tratamento, o acimulo de GFP foi maximo
com (45,2 + 4,2)%, enquanto no controle negativo foi (8,0 £ 1,3)% de GFP em
apenas 4 h.

Nas células tratadas com os complexos AMP2 e AMP4 por 2, 4 e
24 h, ndo houve diferencas significativas no acimulo de GFP nas células em
comparacdo com as células sem tratamento. Curiosamente, os resultados de
inibicdo do proteassomo 26S nas células HEK293T foram parcialmente distintos
dos obtidos nos ensaios de inibi¢do da unidade 20S. O complexo AMP4 que nos
estudos com a unidade 20S apresentou um significativo efeito inibitorio, nas
celulas uGFP-HEK?293T ndo mostrou atividade inibitoria do proteassomo 26S
(FIGURA 4.18-E). A incapacidade do complexo em interagir com o
proteassomo no meio intracelular pode ser justificada por algumas hipoteses,
como o direcionamento do complexo a interacOes preferenciais a outras espécies
em solucdo, bem como a interferéncia na interacdo devido as subunidades 19S.
Para o complexo AMP4, se observa a complexidade quando se extrapola os
experimentos em um ensaio direto para ensaios celulares, cujos comportamentos

distintos podem sem observados. Por sua vez, o complexo AMP2 que néo

124



Galiniel Ft. Ribeiro Resultades e discussao

apresenta acdo direta na unidade do proteassomo 20S, também ndo exibiu
atividade inibitdria nas celulas HEK293T (FIGURA 4.18-D).

Ap0s 24 h de tratamento das células uGFP-HEK293T com 0 AMP5
(FIGURA 4.18-F), a porcentagem de GFP acumulada foi de (34 + 4)%,
enguanto no controle negativo foi de (8,0 £ 4)%. O resultado € equiparavel com
0 inibidor MG132 (FIGURA 4.18-C), uma vez que a concentracdo do AMP5
2,5%x menor quando comparado com o MG132 (10 pM). Os resultados
satisfatorios em ambos 0s experimentos, sugerem que 0 composto é um inibidor
da atividade quimiotripsina-like do proteassomo.

As diferencas estruturais entre os complexos, no caso dos ligantes
mercaptos foram sensivelmente importantes para a inibi¢cdo do proteassomo. Os
ensaios realizados ndo fornecem dados para sugerir o modo de ligacédo entre os
complexos e o proteassomo, principalmente com a unidade 20S. Novos ensaios
deverdo ser realizados para estudar a nivel molecular os mecanismos de
interacdo dos complexos de ruténio com o proteassomo. Especificamente,
determinar as regides do composto e da enzima envolvidas diretamente nas
interacOes, proporcionando 0 mapeamento de epitopos a uma estrutura 3D
completa da interagdo intermolecular. Tais experimentos poderédo ser realizados
por meio dos experimentos de “docking” molecular. Também, ensaios com o
intuito de estudar o efeito da inibicdo do proteassomo no acumulo de proteinas
ubequitinadas essenciais nas vias de sinalizacdo do ciclo celular e apoptose

deverao ser realizados. ™14
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4.1.7 - Ensaios biolégicos com o complexo AMP4 com as células A549

4.1.7.1 - Ensaio de sobrevivéncia celular

O ensaio clonogénico é um experimento de sobrevivéncia celular
in vitro, com base na capacidade das células formarem coldnias. O ensaio avalia
essencialmente a capacidade das células sobreviverem e reproduzirem para
formar col6nias apos o tratamento com o agente citotoxico. As células tumorais
de pulmdo A549 foram tratadas com diferentes concentragfes do composto
AMP4 (*/,x1Csq (0,03 pM), */,%ICso (0,06 pM) e 1x1Cso (0,12 pM)) por 48 h, e
as caracteristicas citadas anteriormente foram avaliadas ap6s um periodo de
10 dias (FIGURA 4.19-A). Quando comparado ao controle negativo, 0 numero e
tamanho das col6nias das células A549 tratadas com o composto AMP4, foram
inibidos drasticamente (FIGURA 4.19-B). Na concentracédo de 1Csg, 0 composto
inibiu totalmente a formacéo de col6nias. O ensaio de sobrevivéncia das celulas
tumorais de pulmdo (A549) demonstrou que o composto AMP4 em baixas

concentragdes ja apresenta efeito citotéxico e citostatico nas células.™*
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FIGURA 4.19- Sobrevivéncia clonogénica analisada para a linhagem de célula
A549, apés tratamento com diferentes concentracbes do complexo AMP4
(/4%1Cso (0,03 uM), '/,%ICsq (0,06 UM) e 1xICs (0,12 pM)) por 48 h. (A)
Imagens correspondentes a uma das triplicatas representativas; (B) Gréafico da

area de colonia.

4.1.7.2 - Ensaio de morfologia celular

As mudancas morfologicas nas células tumorais de pulmédo A549
relacionadas ao tratamento com o complexo AMP4, em concentracdes de
/,%1Csq (0,06 M), 1xICso (0,12 pM) e 2xICso (0,24 puM) foram investigadas
com o auxilio de um microscépio invertido acoplado a uma camera fotogréafica.
As celulas foram micrografadas com 0, 24 e 48 h de exposi¢cdo ao composto
(FIGURA 4.20).
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FIGURA 4. 20- Alteracdes morfoldgicas das células tumorais de pulméo (A549)
ap6s o tratamento com diferentes concentracdes do complexo AMP4 (*/,x1Cs,
(0,06 uM), 1xICs (0,12 pM) e 2%x1Csq (0,24 puM)). As células foram tratadas
com o AMP4 e fotografadas por diferentes periodos. Imagens micrograficas

correspondentes a uma das triplicatas representativas

As células A549 tratadas com o AMP4 ap6s 24 h, nas
concentraces de 1Csy e 2xICso, apresentaram estruturas alongadas em
comparagdo com as células ndo tratadas. Em 48 h de tratamento na concentracao
de 0,5xICx, a confluéncia celular diminui e o formato das células alongadas foi
predominante, sendo esses efeitos intensificados na concentracdo de ICsy.
Adicionalmente, na concentracdo 2xICs,, algumas das celulas apresentaram

caracteristicas arredondadas com encolhimento celular e desaderéncia da
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superficie da placa de cultura. Além disso, notam-se a formacdo de detritos
celulares. As alteragdes morfologicas sdo caracteristicas de morte celular por
apoptose e ndo ha indicios de necrose, como a perda da integridade da

membrana celular.®

4.1.7.3 - Ensaio de apoptose e Anexina

As células somaticas sdo geradas por mitose e morrem por diversas
maneiras, principalmente via apoptose. A apoptose celular desempenha um
papel fundamental na patogénese de inimeras doencas. No caso do cancer, é um
dos cenarios em que hd uma reducdo no processo de apoptose. A morte celular
programada é um processo celular complexo, ordenado e orquestrado, que
ocorre em condicdes fisioldgicas e patoldgicas especificas, envolvendo inimeras
vias de ativacdo. Uma das estratégias do tratamento contra o cancer € a inducéo
de apoptose, por isso estudos séo realizados para avaliar se 0s compostos podem
restaurar as vias de sinalizacdo apoptética rumo a inducdo da morte das células
tumorais.***4

A fim de avaliar o processo de morte celular em resposta ao
complexo AMP4 foi realizado o ensaio com o0s marcadores anexina V
conjugada com o fluorocromo ficoeritrina (PE), e 7-amino-actionomicina
(7-AAD). O método é utilizado para quantificar as células viaveis, apoptéticas e
necraéticas pelos marcadores.

A anexina V € uma proteina que se liga a fosfolipideos da
membrana plasmatica e, principalmente, apresenta alta afinidade pela
fosfatidilserina na presenca de ions calcio. Em células viaveis, a fosfatidilserina
se encontra na superficie da membrana celular voltado para o citosol. No inicio
do processo apoptotico, a integridade da membrana celular é mantida, porém
sofre uma reorganizacdo estrutural. Nesta etapa ocorre a sinalizacdo da morte
programada mediante a externalizacéo da fosfatidilserina para o reconhecimento

dos fagocitos. Assim sendo, nesta etapa a proteina anexina V conjugada com o
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fluoréforo é utilizada como uma sonda que se liga a fosfatidilserina,
proporcionando a identificacdo e quantificacdo das células apoptoticas por
citometria de fluxo. Em contrapartida, o 7-AAD ¢ usado como marcador de
células que apresentam perda da integridade da membrana celular, tais como
necréticas e em estagios finais de apoptose, possibilitando a permeabilidade do
corante pela membrana. Apos a internalizacdo no ndcleo das células, o 7-AAD
intercala entre as bases nitrogenadas do DNA, levando a uma emissdo de
fluorescéncia quando excitado. Em virtude do elevado peso molecular do
marcador, ndo € internalizado em células com membrana plasmatica
intacta.1°7‘144‘145

As celulas tumorais A549 foram tratadas com o complexo AMP4
em concentracOes equivalentes ao 1Cx (1/2 X [Cs0, 1 X ICsg € 2 X ICx0) por 48 h e
analisadas por citometria de fluxo em conjunto com os corantes. Os dados de
intensidade das florescéncias emitidas pelos marcadores estdo apresentados nos
graficos de dot plot (FIGURA 4.21-A). O grafico foi dividido em quatro
quadrantes (Q1, Q2, Q3 e Q4). As celulas viaveis sdo negativas para ambos 0s
marcadores e estdo representadas no Q1; A intensidade de fluorescéncia
representada no Q2 é referente as células em apoptose inicial, marcadas com o
fluorocromo anexina V-PE; o Q3 representa a intensidade de fluorescéncia das
células em apoptose tardia, marcadas simultaneamente com anexina V-PE e
7-ADD:; e finalmente, o0 Q4 representa a intensidade de fluorescéncia das células

em necrose positivas para o 7-ADD.""’
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FIGURA 4.21- (A) Dot plots de Anexina V-PE vs 7-ADD, para determinacao de
celulas A549 em apoptose apos o tratamento com diferentes concentracfes do
complexo AMP4 (*/,x1Cs (0,06 uM), 1xICsq (0,12 M) e 2xICsq (0,24 UM))

por 48 h. Anélise de citometria de fluxo usando a coloracdo dupla de

anexina V-PE e 7-AAD. (B) Grafico da porcentagem de células em apoptose
inicial, tardia e necrose ap0s o tratamento com o complexo. Diferencas

significativas do controle séo indicadas por *p <0,05, **p <0,01 e ***p <0,001.

As celulas ndo tratadas com o complexo, empregadas como
controle negativo (0,5% de DMSO), a porcentagem de celulas viaveis foi de
93%, enquanto a porcentagem de células em apoptose inicial foi de 6,8%. Para
as células tumorais A549 tratadas com o complexo AMP4 na concentracédo de
'/, x 1Cs, um total de 17% das células estavam em processo de morte celular
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por apoptose em fase inicial (FIGURA 4.21-B). A medida em que se aumentou
as concentracbes do complexo, as populacbes de células positivas para a
anexina V cresceram e, consequentemente, houve um decréscimo na
porcentagem de células vidveis. Na concentracdo de ICsy do complexo, a
proporcdo total de celulas apoptoticas foi de 27%, enquanto no controle a
porcentagem foi de 7%. A proporcdo de células em apoptose inicial cresceu
significativamente a 40%, apdés o tratamento com 0,24 uM (2xI1Csg) do
complexo AMP4. Analisando os resultados, as células sdo induzidas a morte por
apoptose de uma maneira dose-dependente da concentracdo do complexo AMP4
e ndo sdo observadas células positivas apenas para o 7-ADD, ou seja, células em

necrose. 4314

4.1.7.4 - Ensaio de ciclo celular

A duplicacéo celular ocorre por meio de um conjunto de eventos,
denominado ciclo celular (FIGURA 4.22). Nesta sequéncia de acontecimentos,
as informacgOes genéticas sdo repassadas para a proxima geracdo celular por
meio da replicacdo do genoma durante a fase S e, em seguida, ocorre a
segregacdo para as novas células durante a mitose (fase M). As fases S e M sdo
ordenadas em um processo ciclico que permite a duplicacédo correta das celulas
sem acumular anomalias genéticas. Entre essas fases, existem duas fases
preparatorias, a G; entre as fases M e S e, G2 entre as S e M. Na fase G1, as
celulas séo preparadas para a duplicacéo, por meio da producdo de constituintes
celulares para as novas células, bem como a preparacdo para a sintese de
DNA.108'146

Na fase G2 do ciclo celular é realizada a sintese de componentes
para a mitose celular, como a producdo do fuso mitotico. Por fim, as células
entram em um estado de repouso, conhecido como fase Gy. A verificacdo dos
eventos do ciclo celular é monitorada através dos pontos de controle que

ocorrem nas fases G1/S, S/G2 e G2/M. Caso haja algum problema no processo
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de duplicacdo celular verificados nos pontos de controle, o processo de
crescimento é interrompido permitindo que a célula repare os danos e,
posteriormente, a continuagdo na progressao no ciclo celular. Caso o dano nao

seja reparado, a célula entra em processo apoptose. 08109140
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FIGURA 4.22- Ciclo de replicacdo celular esquematico para célula em mitose.

Nas células tumorais o ciclo celular perde sua regulacéo, permitindo
que as células se multipliguem de forma irrestrita. Diversos compostos com
atividade antitumoral exercem sua acao sobre as células que se encontram no
ciclo celular, inibindo a divisao celular."****" Assim, a capacidade do complexo
AMP4 em alterar o conjunto de eventos responsavel pela duplicacdo das células
tumorais A549 foi investigada (FIGURA 4.23-A).

As celulas em diferentes fases do ciclo celular apresentam

quantidades distintas de DNA. Assim, o ensaio do ciclo celular é baseado na
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quantificacdo de DNA intracelular por citometria de fluxo empregando o iodeto
de propidio (PI) como marcador. A citometria de fluxo possibilita a
quantificacdo e distribuicdo das células nas diferentes fases do ciclo celular. A
intensidade da fluorescéncia do iodeto de propidio € proporcional ao DNA
celular, por sua vez é dependente da fase do ciclo celular em que cada célula se
encontra. As células nas fases GO e G1 tém uma copia do DNA, enquanto as
células nas fases G2 e M tém o dobro de cépias do DNA cromossémico. As
células na fase S tém um numero intermediario de copias do DNA. Portanto, as
células nas fases G2 e M emitem uma maior intensidade de fluorescéncia
referentes as duas copias do DNA cromossémico. As células nas fases GO e G1
exibem uma menor intensidade menor em comparacéo celulas G2/M. Por fim,
as células S sdo representadas por uma intensidade de fluorescéncia

intermediaria. 101
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FIGURA 4.23- Ciclo celular das células tumorais de pulmdo A549 apds o
tratamento com diferentes concentracdes do complexo AMP4 (*/,x1Cs
(0,06 uM), 1x1Csq (0,12 uM) e 2%x1Csq (0,24 uM)). (A) Histogramas do perfil de
fluorescéncia PI (eixo x) vs contagens de células (eixo y), definindo as células
em diferentes fases do ciclo celular (GO/G1, S e G2/M) e com contetdo anormal

de DNA (sub-G1). Os histogramas sdo correspondentes a uma das triplicatas
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representativas; (B) Gréafico da distribuicdo das células A549 em diferentes fases
do ciclo celular e Sub-G1, apos tratamento com diferentes concentracdes do
complexo AMP4 por 48 h. Diferengas significativas do controle séo indicadas
por *p <0,05; **p <0,01 e ***p <0,001.

O tratamento das células tumorais com o composto AMP4 alterou a
proporcdo de células entre as fases do ciclo celular em comparacdo com as
células ndo tratadas. Também, as células A549 tratadas com o AMP4 nas
diferentes concentracdes apresentaram um aumento gradativo da populagdo com
padrdo anormal no conteudo de DNA, denominadas de células sub-G1. A
populacdo de células com baixa quantidade de DNA sdo observadas devido a
baixa intensidade de fluorescéncia em relacdo as demais populacdes de celula,
como demostrado nos histogramas. A populacdo de Sub-G1 sdo celulas
hipodipldides, ou seja, que representa a fracdo de células mortas e com DNA
fragmentado, justificando a baixa quantidade de DNA nas células.

Nas células do controle negativo, a distribuicdo das células entre as
fases do ciclo celular GO/G1, G2/M e S foi de 62,3; 10,7 e 20,5% e, a
porcentagem de células hipodipléides (sub-G1) foi de 5,6%. As células tratadas
nas concentracoes de 0,06; 0,12 e 0,24 uM do AMP4 apresentaram um aumento
gradativo da populacdo das células hipodiploides (sub-G1) 15,5%, 28,3% e
33,9%, respectivamente em relacdo ao controle negativo (5,6%).
Consequentemente, a proporcdo de células nas fases GO/G1 e G2/M apresentou
um decréscimo, quando comparadas ao controle das células ndo tratadas.

A diminuicdo da proporcdo das fases do ciclo celular sugere que o
complexo interfere de maneira significativa na progressao do ciclo celular.
Adicionalmente, o acumulo de células hipodiploides é compativel com a
ocorréncia de apoptose, uma vez que 0 processo de morte por apoptose leva a

fragmentacdo do DNA, devido a atuacdo das enzimas nucleases. Tal resultado
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corrobora com o ensaio de Anexina V, que demonstrou que o complexo induz a
morte das células A549 por apoptose.

Por meio dos resultados, conclui-se que o composto AMP4 age de
uma maneira dependente do status do ciclo celular, haja vista que formas
reguladas de morte celular, como apoptose, geralmente dependem de pontos de
verificacdo especificos para mediar esses processos. Por outro lado, na morte
celular ndo regulamentada, tal como necrose, espera-se que seja independente do

ciclo celular.10®14

4.1.7.5 Ensaio de Wound healing

A migracdo celular descontrolada é um dos fatores necessario para
que ocorra 0 processe de invasdo de células cancerigenas em tecidos
circundantes e na vasculatura, sendo uma das principais etapas no processo de
metastase. Por isso, compostos capazes de inibir o processo de migracdo de
células tumorais sdo de grande interesse na terapia de tumores metastaticos.***'%°

A capacidade do composto AMP4 de inibir a migracao das células
tumorais A549 foi avaliada pelo ensaio de Wound healing, com diferentes
periodos de exposicdo ao complexo AMP4 (FIGURA 4.24). As concentracfes
dos complexos (*/4x1Cso (0,03 pM) e */,x1Cs (0,06 uM)) utilizadas ndo causam
morte celular, o que garante que as alteracbes na area da ferida se devem a
migracéo celular.

No controle negativo, as células permanecem em contato durante o
seu movimento coordenado nas bordas, ocorrendo a migracdo celular coletiva
para 0 fechamento da ferida. Apds 48 h, as celulas tumorais fecharam
praticamente 100% da area ferida. Em contrapartida, observou-se uma ligeira
diminuicdo na capacidade das células migrarem com 24 h de exposi¢do ao
complexo AMP4 nas concentracdes equivalentes a '/4xI1Csq (0,03 uM) e */,x1Cs
(0,06 uM), gquando comparadas com as células do controle negativo. Apos 48 h

de tratamento, o fechamento da area ferida das células foi inibido em
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aproximadamente 2,2% (*/,x1Cso) e 16,3% (*/,x1Cso), em comparacdo com o
controle negativo. Em resumo, o complexo atua de maneira dose-dependente da
concentracdo, porém nas concentracdes testadas mostra uma baixa capacidade

de agir como um inibidor da migracao celular.

f (A) Controle Ya x 1Cs | Y2 x 1Cs \

Oh
24 h

48 h |

N\

FIGURA 4.24- Ensaio de fechamento da Wound healing das celulas A549.

Imagens microgréaficas do fechamento da area da risca obtidas das células sem

tratamento (controle negativo) e tratadas com diferentes concentragdes do
complexo AMP4 (Y,xICs, (0,03 pM) e /,xICs, (0,06 pM)). Imagens

correspondentes a uma das triplicatas representativas.
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4.1.8 Conclusodes da série AMP

Nesta secdo do trabalho foi apresentada uma nova série de cinco
novos complexos fosfinicos de ruténio contendo os ligantes mercaptos, de
férmula geral [Ru(NS)(dphppy)(dppb)]PFs (AMP). Por meio dos dados das
estruturas cristalinas de todos os complexos AMP, obtidas por difracdo de
raios X, observou-se a coordenacdo bidentada dos ligantes fosfinicos. Os
ligantes mercaptos estdo coordenados de maneira bidentada com o atomo de
nitrogénio N2 em posic¢do trans ao atomo de fésforo (P2) do ligante dppb e o
atomo de enxofre S1 trans ao atomo de N,, do ligante dphppy, formando um
anel quelato estavel de quatro membros. Os espectros de RMN 'H dos
complexos sdo consistentes com compostos de baixa simetria, em solucéo. Para
todos os complexos, os sinais referentes aos hidrogénios dos ligantes mercaptos
sdo blindados quando comparados com respectivos sinais do ligante livre. Além
disso, nos experimentos de RMN HMBC 'H-*P foram observados os
acoplamentos escalares de longo alcance via centro metalico entre alguns
hidrogénios dos ligantes mercaptos com o atomo de fdésforo Py, a quatro e cinco
ligacdes de distancias entre os &tomos.

Os novos complexos apresentaram excelente atividade citotdxica
frente as linhagens celulares derivadas de tumores humanos, MDA-MB-231
(cancer de mama) e A549 (cancer de pulmao), apresentando valores de ICx
consideravelmente inferiores quando comparados aos dos ligantes livres,
precursor e 0 composto cisplatina. Na linhagem de mama MDA-MB-231, os
valores de ICsy dos complexos foram na faixa de 0,10 a 0,98 uM, enquanto 0s
valores foram de 0,12 a 2,59 uM na linhagem de pulméo A549. Os compostos
foram seletivos frente as células tumorais tanto de pulmao A549 quanto de
mama MDA-MB-231 quando comparado as respectivas linhagens ndo tumorais,
com destaque aos indices de seletividade para as células tumorais de pulméo
A549 de 2,1 a 7,1. Em relacdo atividade citotdxica da serie AMP, 0s compostos

AMP3 e AMP5 com os ligantes 6-mercaptopiridina-3-acido carboxilico e
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4,6-diamino-2-mercaptopirimidina  apresentaram  sistematicamente  menor
atividade citotoxica quando comparados com os complexos AMP1, AMP2 e
AMP4 com os ligantes 2’-mercaptopiridina, 2’-mercaptotiazolina e
2’-mercaptopirimidina sem grupos substituintes ligado ao anel. Os grupos
funcionais aminas e acido carboxilico ligados ao anel mercapto com capacidade
de realizarem ligacdes de hidrogénio sdo hidrofilicos, o que proporciona uma
menor lipofilicidade aos respectivos complexos quando comparados com 0S
demais composto da série.

Diante desses resultados de seletividade para as células Ab49, o
composto [Ru(pySm)(dphppy)(dppb)]PFs (AMP4) com melhor indice de
seletividade da série AMP foi selecionado para estudos adicionais nas células
tumorais de pulméo. O complexo foi capaz de inibir a formacdo de colbnias e
alterar a morfologia condizentes com morte celular apoptdtica, porém nao
mostrou capacidade de inibir a migracdo celular quando avaliados pelo ensaio
de Wound Healing. As células A549 tratadas com o AMP4 nas diferentes
concentracdes apresentaram um aumento gradativo da populacdo com padréo
anormal no contetdo de DNA, denominadas de células sub-G1, que representa a
fracdo de células mortas e com DNA fragmentado (células hipodipldides). A
proporcdo de células nas fases GO/Gl e G2/M também apresentou um
decréscimo, quando comparadas ao controle das células ndo tratadas. A partir de
tais resultados sugere que o complexo interfere de maneira significativa na
progressdo do ciclo celular e age de uma maneira dependente do status do ciclo
celular. Adicionalmente, o acimulo de células hipodiploides é compativel com a
ocorréncia de apoptose, uma vez que 0 processo de morte por apoptose leva a
fragmentacdo do DNA. O mecanismo de morte das células tumorais de pulméo
A549 por apoptose foi confirmado para o composto da série AMP4, por meio da
realizacdo do experimento de apoptose via citometria de fluxo, utilizando o

marcador fluorescente Anexina V-PE.
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Na busca dos possiveis alvos biolégicos dos complexos foram
realizados estudos de interacdo com DNA e de inibicdo das enzimas
topoisomerase IB humana (hToplB) e proteassomo 26S. Os compostos AMP
apresentaram interacdes reversiveis e fracas via sulco menor do DNA, porém
ndo causaram alteragdes nas estruturas secundaria e tercidria da biomolécula.
Tal resultado, sugere que provavelmente o DNA ndo é o alvo principal dos
compostos. Em baixas concentragdes (0,5 e 5,0 uM), os complexos AMP
inibem parcialmente a atividade da Topo-IB no relaxamento do DNA
plasmidial. A inibicdo da enzima, mesmo de forma parcial, pelos complexos
fornece indicios de que a enzima hTopolB pode ser considerada um dos
possiveis alvos bioldgicos para desencadear o processo de morte celular. Dentre
os complexos avaliados frente a enzima proteassomo 26S, 0 composto
[Ru(damc)(dphppy)(dppb)]PFs (AMP4) levou o acimulo de proteina verde
fluorescente ubiquitinada (UGFP) em ceélulas vidveis derivadas de rim
embrionario humano (HEK293T), indicando que o complexo inibi a atividade
proteolitica do proteassomo 26S no meio intracelular.

Os complexos da série AMP apresentaram de moderada a alta
afinidade pela proteina HSA, o que pode viabilizar o transporte e a solubilidade
dos compostos na corrente sanguinea. O processo de interacdo entre 0s
complexos e HSA ocorre de forma espontédnea e por meio de interagdes
hidrofobicas.

Os resultados dos complexos AMP2, AMP3 e AMP5 foram
publicados em forma de artigo cientifico no periddico Inorganic Chemistry com
o titulo “Ruthenium(Il) Phosphine/Mercapto Complexes: Their in Vitro
Cytotoxicity Evaluation and Actions as Inhibitors of Topoisomerase and

Proteasome Acting as Possible Triggers of Cell Death Induction”.**
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4.2 Complexos de férmula geral [Ru(OS)(dphppy)(dppb)]PFg
(Série SPPM)

Os complexos de formula geral [Ru(OS)(dphppy)(dppb)]PFs
(SPPM2-SPPMS, FIGURA 4.25) [onde 0S=
N,N-(dimetil)-N’-benzoiltioureia (dmbth, SPPM2),
N,N-(dietil)-N’-benzoiltioureia (debth, SPPM3), N,N-(dipropil)-N’-
benzoiltioureia (dpbth, SPPM4), N,N-(dibutil)-N’-benzoiltioureia (dbbth,
SPPM5), N,N-(difenil)-N’-benzoiltioureia (dfbth, SPPMG6)] foram sintetizados
com a saida dos ligantes cloridos do complexo cis-[RuCl,(dphppy)(dppb)] e a
coordenacdo do respectivo ligante aciltioureia na forma anidnica, ao centro
metalico. A carga do ion complexo sintetizado é positiva, cujo contraion é o
anion PFg. As medidas de condutividade molar dos compostos (TABELA 4.11)
em diclorometano indicam a presenca de eletrélito 1:1.° Os dados de analise
elementar dos complexos (TABELA 4.11) contribuiram para aferir as estruturas

propostas.
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Série SPPM
[Ru(SO)(dppb)(dphppy)]PF,

-----------4-----------
-----------*-----------

\_ (SPPM4)

FIGURA 4.25- Estruturas quimicas dos complexos SPPM.

(SPPM5)

(SPPM6) )
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TABELA 4.11- Dados de analise elementar e condutividade molar dos
complexos SPPM.
Composto %N*  %C* 9%H* Cond.

439 5793 434 443
(3,68) (57,79) (4,67)
420 5808 4,88 416
(491) (58,46) (4,91)
395 5670 4,99 454
(3,50) (59,09) (5,13)
385 5663 520 428
(3,42) (59,70) (5,34)
440 6137 481 459
[Ru(dfbth)(dphppy)(dppb)]PFs (332) (6161) (453)

*Anélise elementar: Experimental (tedrico); **Condutividade molar

[Ru(dmbth)(dphppy)(dppb)]PFs
[Ru(debth)(dphppy)(dppb)]PFs
[Ru(dpbth)(dphppy)(dppb)]PFs

[Ru(dbbth)(dphppy)(dppb)]PFe

(S cm® mol™); Faixa para eletrélito 1:1 em CH,Cl, 11 — 77 S cm? mol™.%

As estruturas cristalinas dos complexos SPPM2, SPPM4 e SPPM6
(FIGURA 4.26) foram resolvidas no sistema triclinico, de grupo espacial P-1.
Os complexos hexacoordenados apresentaram estruturas octaedricas distorcidas
em torno do centro metalico. Nestas estruturas, os ligantes aciltioureias se
coordenaram ao ruténio de maneira bidentada via atomos de enxofre (S1) e
oxigénio (O1), ocupando uma posi¢do no eixo axial com o d&tomo de oxigénio
trans ao P2 da bifosfina, enquanto o 4&tomo de enxofre ocupa uma posi¢do no
plano equatorial trans ao 4&tomo de P1 do ligante dphppy. Os angulos e
comprimentos das ligacbes em torno do centro metélico nos complexos estdo
ilustrados na TABELA 4.12. Os parametros cristalograficos estdo descrito na
TABELA Al14, no Apéndice — Parte VII.
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(SPPM4)

4 (SPPM2)

FIGURA 4.26- Estruturas cristalinas dos complexos SPPM, como elipsoides a 50% de probabilidade. Para melhor

visualizacdo o contraion PF¢ foi omitido.
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TABELA 4.12- Principais angulos (°) e comprimentos de ligacdo (A)
selecionados em torno do centro metalico das estruturas cristalinas dos

complexos.

Comprimento de ligacdo (A) Diferenca de c. de
ligacéo
(Iig-Coordenado - Iig-livre*)
SPPM2 SPPM4 SPPM6 SPPM2 SPPM6

Ru—N1  2,151(2) 2,170(3)  2,148(2)
Ru—P1 2,395(7)  2,362(9)  2,394(6)
Ru—P2 2,310(9)  2,309(10) 2,315(6)
Ru—P3 2,301(8)  2,312(9)  2,323(6)
Ru—0O1  2,116(19) 2,119(2)  2,115(14)
Ru—S1 2,356(8)  2,372(10) 2,334(6)
C8—S1 1,7213) 1,735(4) 1,711(2) 0,045 0,051
N2—C1 1,320(4) 1,313(5) 1,326 (3) -0,070 -0,083
N2—C8 1,328(4)  1,324(5) 1,321 (3) -0,068 -0,086
C1—01 1,258(4) 1,268(4)  1,256(3) 0,045 0,054
C8—N3 1,338(4) 1,341(5) 1,365 (3) 0,018 0,015
C1—C2 1,496(4) 1,492(5) 1,493 (3) 0,004 0,007

Angulo de ligagéo (°)

SGPPM2 SGPPM4 SGPPM6
P2—Ru—P3 96,4(3) 95,6(3) 96,8(2)
N1—Ru—P1 66,9 (6) 67,2(8) 66,8 (5)
P1—C111—N1 104,3(19) 104,3(2) 103,3(15)

*Estruturas  dos  ligantes livres  N,N-(dimetil)-N’-benzoiltioureia™ e

N,N-(difenil)-N’-benzoiltioureia.*

A coordenacdo dos ligantes aciltioureias nos complexos ocorre pela
formacédo de um quelato de seis membros, com angulos de ligacdo S1—Ru—O01
rigido de aproximadamente 89,5° adotando a conformacdo U em relacdo as
posicdes das ligacdes (1)O=C(1)—N(2)—C(8)=S(1). Apos a coordenacdo dos
ligantes, os comprimentos de ligacdo das ligacGes do anel formado O(1)=C(1),
N(2)—C(1), N(2)—C(8) e C(8)=S(1) apresentaram variagdes significativas
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quando comparados aos ligantes livres (TABELA 4.12), o que leva a sugerir
uma deslocalizagdo eletrénica no sistema para este modo de coordenagdo. As
disténcias das ligacdes C=S e C=0 nos complexos sdo maiores comparadas aos
ligantes livres devido ao enfraquecimento destas ligacGes apds a coordenacdo
dos atomos de enxofre e oxigénio ao metal. Em contrapartida, as ligacdes
N(2—C(1) e N(2)—C(8) apresentaram diminuicdo nos comprimentos de
ligacdo, sendo coerente com a insercéo do par de elétrons do grupo amina para o
anel formado e a deslocaliza¢dao dos elétrons m apds a coordenagdo do ligante ao
metal (FIGURA 4.27-A). Em todos os casos, 0s comprimentos destas ligacoes
apresentaram um carater intermedidrio em comparacdo com as distancias de
ligacdo simples e duplas. Tal comportamento é coerente com os relatos descritos
nos diversos trabalhos envolvendo Ru-aciltioureia.”®""*%

A substituicdo dos ligantes cloridos pelos ligantes aciltioureias
também proporcionou um aumento significativo dos comprimentos da ligacéo
Ru—P1 (2,36-2,40 A), em relacdo ao precursor (Ru—P1, 2,30 A). O
comportamento j& € esperado pelas caracteristicas distintas dos &atomos
substituintes, culminando na diminuicdo da densidade eletrbnica do centro
metalico e na sua capacidade de realizar retrodoacdo. Os aspectos estruturais
observados para o ligante fosfinico 2-(difenilfosfina)piridina (dphppy) nas
estruturas cristalinas dos complexos AMP podem ser estendidos aos complexos
SPPM, uma vez que nesse aspecto houve semelhanca entre as duas series de
compostos. Os comprimentos das ligacbes Ru—O1 e Ru—S1 estdo de acordo
com os valores relatados na literatura para complexos em que os ligantes
aciltioureias apresentam o mesmo modo de coordenacgo.*”""*3

Um aspecto relevante nas estruturas cristalinas é a disposicao
espacial de certos grupos em torno do ligante aciltioureia, a depender dos
substituintes R2 (FIGURA 4.27-B). No caso do complexo SPPM2, o anel
aromatico C32 do ligante dppb fica alocado proximo ao centro do quelato

formado no ligante aciltioureia, uma vez que os grupos metilas ficam distantes
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do anel aromatico do ligante fosfinico. Ao contrério, os grupos volumosos propil
no complexo SPPM4, fazem com que seja adotada uma posicao diferente do
anel aromatico. O anel C32-P3 esta mais proximo do anel aromatico do ligante
aciltioureia do que ao centro do quelato. Para o complexo SPPM6, cujos grupos
substituintes R2 sé@o anéis fenilicos, o rearranjo do anel C32-P3 é similar ao
adotado pelo complexo SPPM2. Os contatos intramoleculares entre os anéis
aromaticos também sdo observados nas estruturas cristalinas dos complexos,
destacando-se a interacdo do tipo m-w stacking entre o grupo piridinico do ligante
dphppy e o anel fenilico C31-P3 do ligante dppb, com disténcias entre 0s
centroides na faixa de 3,76 a 3,92 A.
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FIGURA 4.27- (A) Comprimento de ligacdo de alguns fragmentos do ligante aciltioureia livre e ap6s a coordenacdo ao
ruténio, juntamente com a variacdo dos comprimentos de ligacdo (AA = Ay - Aive); (B) Representacio da conformagcéo

espacial do ligante aciltioureia e do anel aromatico C32-P3, e da interagdo intramolecular do tipo m— stacking.
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Como esperado, o conjunto de sinais nos espectros de RMN de
31p £1H} dos complexos SPPM (FIGURA 4.28) é similar ao apresentado pelos
complexos da série AMP. Os compostos apresentam o sistema de acoplamento
de spin AMX com dois duplo-dubletos referentes aos fésforos da bifosfina dppb
e um pseudo tripleto atribuido ao &omo de fosforo do ligante dphppy.
Adicionalmente, o hepteto € referente ao contra-ion PFg'.

Os deslocamentos quimicos dos atomos de fosforo nos complexos
SPPM em relacéo ao precursor (TABELA 4.13), sdo observados em regides de
maior frequéncia nos espectros (mais desblindados). A variacdo dos sinais é
devido a substituicdo dos ligantes cloridos (¢ e m doador) do complexo precursor
pelo ligantes aciltiourecias com carater o-doador e m-receptor. Como ja
explicado, os ligantes com a capacidade n receptora podem exercer influéncia de
enfraquecer a ligacdo em posicdo trans. Os atomos de fosforo dos ligantes
fosfinicos apresentam um forte carater m-receptor e quando estdo em posicao
trans a atomos que apresentam esta mesma caracteristica, ha um efeito
competitivo entre os ligantes opostos na esfera de coordenacao pela retrodoacéo
do metal. Consequentemente, a menor retrodoacdo para os atomos de fosforo
causa uma diminuicdo na densidade eletronica sobre os mesmos, e fazendo com
que 0s mesmos se encontrem mais desblindados.

O tripleto observado na regido negativa dos espectros de RMN
31p {'H} referente ao 4tomo de fosforo do ligante dphppy (Px) em posicdo trans
ao atomo de enxofre do ligante aciltioureia apresentou uma variagdo do
deslocamento quimico de aproximadamente Ad 5 nos complexos em relagdo ao
precursor. Contudo, os valores de deslocamentos quimicos do fosforo Py néo
mostraram diferencas entre os complexos SPPM. Tal resultado nos sugere que
as diferencas eletronicas, devido aos efeitos indutivo e estérico dos diferentes
tamanhos da cadeia alifatica e dos grupos fenil dos substituintes R2 nas

aciltioureias, ndo sao efetivas nos nucleos dos atomos de fosforo.
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FIGURA 4.28- Espectros de RMN de *'P {"H} do precursor e complexos SPPM
em CDCls.

TABELA 4.13- Dados de RMN de *'P {*H} dos complexos da série SPPM.

Complexo Deslocamento quimico Constante de acoplamento
P Pu  Px P(PFs) “Jam  Jax  “Iux  Jers
Precursor 47,2 37,3 -194 - 34 26 27 -

SPPM2 494 413 -13,8 -1445 34 20 24 711
SPPM3 493 414 -139 -1445 34 20 24 711
SPPM4 49,1 414 -139 -1445 34 20 24 711
SPPM5 49,0 414 -14,1 -1445 34 20 24 711
SPPM6 48,9 41,2 -14,7 -1445 34 20 24 711

151



Galiniel Ft. Ribeiro Resultades e discussao

O sinal mais desblindado nos espectros de RMN *P {'H} é
atribuido ao atomo de fosforo da bifosfina dppb em posicéo trans ao atomo de
oxigénio do ligante aciltioureia e 0 segundo sinal ao atomo fosforo em posicao
trans ao 4&tomo nitrogénio do ligante monofosfinico. Em ambos o0s casos, ocorre
a variacdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de fosforo P, e Py dos
complexos SPPM em relacdo aos sinais do precursor. Porém, a maior variacao
entre os atomos de fosforo é do atomo Py, presente no ligante bifosfinico, o que
evidéncia que outros fatores influenciam no espectro de RMN de fésforo dos
compostos, e ndo somente, o efeito da troca do a&tomo em posicdo trans ao
atomo de fosforo. Além dos possiveis efeitos de anisotropia, também esta
relacionado com o efeito da diminuicdo da densidade eletrénica do metal apos a
coordenacdo do ligante aciltioureia, uma vez que pode ocorrer também a
diminuicao da retrodoacéo ao &tomo de fosforo Py,.

A atribuico dos sinais nos espectros de RMN *H dos complexos da
série SPPM foi realizada por meio das técnicas de COSY *H-'H, HMBC *H-*'P,
HMBC *H-*C e HSQC 'H-C. Os espectros dos complexos exibiram perfis
semelhantes na regido aromaética, apresentando padrbes de ressonancia
consistentes com a baixa simetria dos compostos, bem como ndo se observa um
padréo definido das multiplicidades dos sinais.

A FIGURA 4.29 apresenta o espectro de RMN de *H do complexo
SPPM2 (demais espectros no Apéndice — Parte VI), e os deslocamentos
quimicos dos atomos de hidrogénios estdo apresentados na FIGURA 4.30. Para
os hidrogénios com a multiplicidade do sinal descrita como multipleto, os
deslocamentos quimicos foram definidos pela faixa das curvas de niveis
referentes aos acoplamento entre o 4&tomo de hidrogénios e respectivo carbono

no mapa de correlacdo de HSQC *H-3C.
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FIGURA 4.29- Espectros de RMN 'H do complexo SPPM2 em CDCls.
*Determinacdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio pelo

mapa de correlacdo HSQC *H-*C (TABELAS A9-A13 no Apéndice).
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FIGURA 4.30- Nomenclatura e deslocamentos quimicos dos atomos de

T
""4

hidrogénio do complexo SPPM2 no espectro de RMN 'H. Observacdo: Os
hidrogénios com a multiplicidade do sinal descrita como multipleto, os
deslocamentos quimicos foram definidos pela faixa das curvas de niveis
referentes ao acoplamento entre o(s) atomo(s) de hidrogénio e respectivo

carbono no mapa de correlacéo de HSQC H-"*C.
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O padrdo de distribuicdo dos sinais na regido aromatica dos
complexos foi determinado por meio da analise dos mapas de correlacdo de
RMN HBMC *H-*P. Nos complexos com os ligantes aciltioureias também
apresentam a ndo equivaléncia magnética dos anéis aromaticos dos ligantes
fosfinicos, levando a uma ampla faixa de deslocamento quimicos tanto dos
atomos de hidrogénio, quanto dos atomos de carbono. Em todos os complexos
da série, os deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénios fenilicos de
posicdo orto sdo classificados, na seguinte ordem: dHopa1) > SHopx1) > SHopxz)
~ 0Hopaz) > SHopm) ~ SHopmg). Os hidrogénios de posi¢ao orto foram os mais
desblindados em relagdo aos demais hidrogénios do respectivo anel aromatico,
como também observado para a série AMP.,

Nos mapas de correlacdo de HMBC *H-*'P do complexo SPPM?2
(FIGURA 4.31, A e B), empregado para representar os complexos da série, sdo
evidenciados os acoplamentos com os atomos de fésforo. Os hidrogénios
fenilicos dos anéis ligados ao fosforo P, compreendem uma ampla regido
aromatica (6y 8,07-6,98), enquanto os hidrogénios dos anéis ligados ao atomo de
Pw sd0 0s mais blindados (64 7,26-6,72) entre os hidrogénios fenilicos dos
complexos. Os hidrogénios dos anéis do 4&tomo Py foram observados na regido
de oy 7,85-6,78.
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FIGURA 4.31- Mapas de correlacdo de RMN 2D (A) *H-**P HMBC (constante
de acoplamento de curta distancia, 12 Hz) e (B) *H-*'P HMBC (constante de

acoplamento de longa distancia, 6 Hz) do complexo
[Ru(dmbth)(dphppy)(dppb)]PFs (SPPM2) em CDCls.

Os atomos de hidrogénio do substituinte fenil ligado ao grupo acila
das aciltioureias exibem trés sinais nos espectros de RMN de 'H dos ligantes
aciltioureias livres, cujos sinais sdo dois dubletos em &y 6,65 e oy 6,65, € um
tripleto de 6y 6,65, referentes aos hidrogénios de posicdo orto, meta e para,
respectivamente. Apos a coordenacdo dos ligantes aciltioureias ao complexo

precursor, todos os hidrogénios fenilicos do ligante apresentaram-se mais
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blindados, quando comparados aos a&tomos de hidrogénio dos ligantes livres. Os
espectros de RMN de 'H dos complexos também apresentaram trés sinais
referentes aos hidrogénios fenilicos do ligante aciltioureia, nas regides de:
oy 6,21-6,49 referente aos atomos de hidrogénio de posicao orto; oy 6,63-6,72
referente aos atomos de hidrogénio de posicdo meta; oy 6,98-7,10 referente aos
atomos de hidrogénio de posicao para. Portanto, as varia¢fes dos deslocamentos
quimicos ap6s a coordenacdo foram de aproximadamente Ady -1,4 (Ho),
Ay -0,8 (Hp) e Ady -0,6 (H,). No mapa de correlagio de HMBC 'H-*'P, com
configuracdo para determinar acoplamentos de longo alcance, ndo foram
observadas curvas de niveis que indiqguem acoplamentos entre os atomos de
fésforos e os hidrogénios fenilicos das aciltioureias.

Os sinais dos espectros de RMN de *C dos complexos foram
atribuidos a partir de técnicas bidimensionais de RMN (HMBC 'H-*C e
HSQC 'H-*C). O espectro de RMN de *C do complexo SPPM2 pode ser
observado na (FIGURA 4.32), de maneira representativa aos espectros dos

demais complexos.
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FIGURA 4.32- Regido desblindada do espectro de RMN *C{*H} do complexo
[Ru(dmbth)(dphppy)(dppb)]PFs (SPPM2) em CDCl;. Os deslocamentos

quimicos dos atomos de carbono dos complexos estdo descritos nas TABELAS
A9-A13, no Apéndice.

Os sinais dos atomos de carbono mais desblindados, nos espectros
de RMN de **C dos complexos sdo referentes aos carbonos quaternarios C=S e
C=0 dos ligantes aciltioureias. No mapa de correlacgdo HMBC 'H-*C do
complexo SPPM2 (FIGURA 4.33) observou-se a correlacdo dos atomos de
hidrogénios dos grupos metilicos (3¢ 3,71 e 3,12) do ligante aciltioureia com o
carbono em dc 172,7, sendo este atribuido ao carbono C=S. A correlacdo dos
atomos de hidrogénios fenilicos de posi¢éo orto do ligante aciltioureia (34 6,40)

com o atomo de carbono em &c 171,7, sugere que o simpleto é referente ao
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grupo funcional C=0. Para todos os complexos SPPM, o sinal atribuido ao
carbono do grupo tiol foi deslocado significativamente para regides de menor
frequéncia do espectro apés a coordenacdo ao centro metalico, enquanto 0s
sinais do carbono da carbonila apresentaram deslocamento para regides de maior
frequéncia, quando  comparadas com  0s  respectivos ligantes
livres (TABELA 4.14).%%%

TABELA 4.14- Deslocamentos quimicos dos atomos de carbono referente aos
grupos C=0 e C=S dos ligantes aciltioureias livres, bem como nos complexos
SPPM.

Deslocamento quimico (ppm) Ad* (ppm)
Ligantes livres Complexos Ocomplexo = Olivre
0C=S oC=0 6C=S 6C=0 Ad C=S AdC=0
dmth 180,2 163,6 SPPM2 1727 1717 -7,5 8,1
deth 179,3 163,8 SPPM3 1715 1711 -7,8 7,3
dpth 180,0 163,6 SPPM4 1720 170,9 -8,0 7,3
dbth 179,3 163,9 SPPM5 1718 1711 -7,5 7,2
dfth  180,1 163,5 SPPM6 1759 1724 -4,2 8,9

*Ad= variagdo do deslocamento quimico dos atomos de carbono, Ad= d¢om — Jiig-

Os sinais presentes na regido alifatica dos espectros de *H e **C dos
complexos foram atribuidos tanto aos hidrogénios da cadeia alifatica do ligante
dppb quanto aos hidrogénios dos substituintes R2 dos ligantes aciltioureias. Em
relacdo aos sinais referentes aos hidrogénios alifaticos do ligante foram
atribuidos aos simpletos em &y 3,71 e 3,12 no espectro de 'H do complexo
SPPM2 (FIGURA 4.29). Os grupos de hidrogénios quimicamente distintos
demonstram o forte efeito de anisotropia. Estes sinais sdo correspondentes as
duas metilas ligadas diretamente ao atomo de nitrogénio, 0 que provoca a
desblindagem dos &tomos de hidrogénios, normalmente os sinais atribuidos a
estes grupos teriam deslocamento quimico na faixa de 8y 0,5 a 1,5. E importante

ressaltar, que neste caso, ndo houve variacdes significativas nos valores de
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deslocamento quimico apos a coordenacdo do ligante aciltioureia. Os atomos de
hidrogénio do grupo -CHs; em 6y 3,71 sdo referentes ao carbono em oc 42,0
(FIGURA 4.33-A), enquanto os hidrogénios em oy 3,12 estdo ligados ao
carbono com o sinal em & C 40,5. Para os demais substituintes alifaticos R2 dos
complexos, os hidrogénios fenilicos foram identificados. Via de regra e como
esperado, tanto para os carbonos quanto para os hidrogénios da cadeia alifatica
dos ligantes, os atomos mais distantes do nitrogénio foram os mais blindados.
Outro fato importante € a ocorréncia do acoplamento de longo
alcance dos hidrogénios metilicos, ilustrado no mapa de correlacdo de
HMBC 'H-*'P (FIGURA 4.33-B), com o foésforo Py. Neste caso, 0s
acoplamentos entre os atomos de hidrogénios e foésforo podem ser observados
como curvas de niveis de baixa intensidade, devido as distancias entre 0s &tomos

de 6 ligag0es.
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FIGURA 4.33- Mapas de contorno de (A) HMBC 'H-"*C e (B) HMBC 'H-*'P
(constante de acoplamento de longa distancia, 6 Hz) do complexo

[Ru(dmbth)(dphppy)(dppb)]PFs (SPPM2) na regido alifatica, em CDCls.
Inserida a estrutura quimica do complexo SPPM2.
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O comportamento eletroquimico dos complexos desta série foi
avaliado utilizando-se a técnica de voltametria ciclica, onde observou-se que
todos 0s compostos apresentam processos redox similares. O voltamograma
ciclico (FIGURA 4.34) registrado na presenca do complexo SPPM2 em solucéo
0,1 mol L™ de PTBA em diclorometano, ilustra o comportamento redox similar
dos demais complexos da série (FIGURA A72, no Apéndice — Parte VIII). Os

valores dos potenciais dos processos redox dos complexos estdo ilustrados

na TABELA 4.15.
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FIGURA 4.34- Voltamograma ciclico do SPPM2, em solucdo 0,1 mol L™ de
PTBA, em diclorometano & 100 mV s™. Eletrodo de trabalho de platina.

TABELA 4.15- Valores dos principais parametros eletroquimicos dos

complexos SPPM.

i T T T T T T T d T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
E /mV vs AgCl

Complexo Epai/V Epe/V AE,/V

El/2/ \% Ipal“ch

SPPM2
SPPM3
SPPM4
SPPM5
SPPM6

1,21
1,25
1,21
1,24
1,26

1,10
1,13
1,09
1,14
1,16

0,11
0,12
0,12
0,10
0,10

1,16
1,19
1,15
1,19
1,21

1,33
1,36
1,34
1,21
1,42
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No voltamograma ciclico de cada complexo observou-se um par de
picos redox quasi-reversivel, referente a transferéncia de um elétron do processo
redox do centro metalico. Na varredura anddica dos voltamogramas ciclico, um
pico é atribuido a oxidacdo do Ru(Il)/Ru(lll), enquanto na varredura catodica
um pico referente a reducdo do Ru(lIl)/Ru(ll). De maneira geral, o efeito
indutivo dos diferentes substituintes alifaticos e fenilicos das aciltioureias ndo
acarretou diferencas significativas nos potenciais Ej;, (1,15-1,21 V vs Ag/AgCl)
dos complexos SPPM. No conjunto das caracterizacdes, sugere-se que 0S
diferentes substituintes alifaticos ndo ocasionaram diferencas relacionadas a
efeitos eletronicos.

Os potenciais redox dos complexos SPPM apresentaram um
aumento apods a coordenacdo dos ligantes aciltioureias em relacdo ao precursor
cis-[RuCl,(dphppy)(dppb)] (E1.= 0,87 V). Isso implica na maior estabilizacao
eletroquimica do centro metalico, o que promove a diminuicdo da densidade
eletronica do ruténio e, consequentemente afeta a capacidade de realizar a
retrodoacdo. Tal caracteristica é correlacionada com diversos aspectos
observados nas propriedades dos complexos, tais como as variagdes nos
deslocamentos quimicos dos fésforos no RMN de *P{*H} e o aumento de
alguns comprimentos de ligacao relacionados ao centro metalico.

Como esperado, os potenciais de oxidacdo do par Ru(ll)/Ru(ll1) dos
complexos analogos, contendo o ligante bipiridina (0,94-1,04 V vs Ag/AgCl),
[Ru(OS)(bipy)(dppb)]PFs,”" sintetizados com os mesmos ligantes aciltioureias
empregados neste trabalho sdo menores quando comparados com 0s complexos
SPPM. De fato, o ligante dphppy deixa o centro metalico mais deficiente em
elétrons, estabilizando melhor o estado de oxida¢do Ru(ll) quando comparado
com a bipiridina, uma vez que é mais dificil de retirar um elétron do mesmo.
Como explicado anteriormente, o atomo de fosforo tem propriedades
n-receptoras mais acentuadas que o atomos de nitrogénio dos anéis piridinicos,

da bipiridina.
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Os espectros eletronicos de absorcdo na regido UV-Vis obtidos a
partir da solucéo dos complexos SPPM em diclorometano (FIGURA A73, no
Apéndice — Parte 1X) apresentaram um comportamento espectral idéntico. Uma
banda de absor¢do com alto valor de absortividade molar (TABELA A15, no
Apéndice — Parte IX) centrada em 230 nm foi observada, sendo atribuida as
transicoes eletronicas intraligante do tipo IL (m — =*), presentes nos anéis
aromaticos dos ligantes fosfinicos. Na regido de 362-340 nm, observou-se uma
sobreposicdo das transi¢des eletronicas intraligante do tipo IL (m — m*) dos
ligantes fosfinicos, grupo fenil do ligante aciltioureia e do anel piridinico da
dphppy. Duas bandas de absorcdo de menor absortividade molar foram
observadas em torno de 350 e 370 nm, atribuidas as transicbes de carga
metal-ligante (MLCT) do tipo dnRu — 3po*dn (bifosfina) e dtRu — m*(grupo
aciltioureia). Estas bandas, também tém contribuicdes das transi¢cdes n-n* do
ligante aciltioureia sobrepostas as bandas de transferéncia de carga metal-
ligante. Os resultados estdo em concordancia com os resultados relatados para
complexos similares.'>"*2

As atribuicdes dos espectros vibracionais de absorcdo na regido do
infravermelho foram realizadas por meio de comparagdes dos espectros dos
ligantes livres, precursor e dados da literatura. Os espectros de absorcdo na
regido do infravermelho dos complexos SPPM estdo apresentados na secgao
Apéndice — Parte IX. As TABELAS 4.16 e 4.17 apresentam as tentativas de
atribuicdo das principais bandas vibracionais dos complexos SPPM.

Nos espectros dos complexos da série SPPM € notada a auséncia da
banda alargada atribuidas ao estiramento vN—H na regi&o de 3200-3180 cm™, a
qual é observada nos espectros dos ligantes livres. Tal observacdo indica a
natureza anidnica dos ligantes aciltioureia apds a coordenacdo ao centro
metalico. As bandas de alta intensidade em torno de 840 e 557 cm™ s&o

atribuidas aos modos vibracionais do contraion hexafluorfosfato (PF¢).
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Nos complexos, os modos vibracionais dos ligantes aciltioureias
C=0 e C=S séo caracteristicos na regido do infravermelho (TABELA 4.16).
Apds a coordenacdo do ligante, a banda referente ao estiramento C=S apresenta
um forte deslocamento para regiGes de menor energia. De modo sistematico, as
variacBes dos comprimentos de onda da banda foram de 193-181 cm™ apés a
coordenacdo. De maneira menos intensa, a banda atribuida ao estiramento C=S
também apresentou deslocamento para regides de menor energia em relagcdo aos
ligantes livres. Como discutido na se¢do de raios X, a coordenagdo ao centro
metalico diminuiu o carater de dupla das ligagbes C=S e C=0 e
consequentemente, promove o0 deslocamento para menores frequéncias

destas.>*>!

TABELA 4.16- Tentativa de atribuicdo dos estiramentos caracteristicos dos
ligantes aciltioureias nos espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos

complexos SPPM e dos ligantes aciltioureias livres, em KBr.

Frequéncia Vibracional (cm™)

Ligantes livres Complexos
VNH VvC=0 VvC=S vNH vC=0 VvC=S
dmth 3188 1694 1286 SPPM?2 - 1501 1257
deth 3209 1682 1283 SPPM3 - 1500 1253
dpth 3178 1674 1281 SPPM4 - 1496 1252
dbth 3201 1687 1292 SPPM5 - 1506 1244
dfth 3184 1678 1285 SPPM6 - 1495 1259

v= designa uma vibragao de estiramento.

As bandas de absorcdo nos espectros atribuidas aos sistemas
aromaticos dos ligantes fosfinicos dppb e dphppy foram comuns para todos os
compostos. Entre 1600-1300 cm™ estdo os estiramentos vibracionais de C=N e
C=C dos grupos aroméaticos. Na faixa entre 3100-2800 cm™ tém-se as bandas
largas de média e baixa intensidade caracteristicas dos estiramentos C—H

alifaticos e aromaticos dos ligantes fosfinicos, além dos substituintes R2 das
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aciltioureias. Em torno do centro metélico destacam-se as bandas pouco intensas
na regido de 490-501 cm™ e 490-501 cm™, referentes aos estiramentos Ru—S e

Ru—O, respectivamente.”

TABELA 4.17- Tentativa de atribuicdo das principais frequéncias vibracionais
caracteristicas nos espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos

complexos SPPM, em KBr.

Frequéncia Vibracional (cm™)
Atribuicoes SPPM2 SPPMS3 SPPM4 SPPM5 SPPM6

v CH 3060 3060 3058 3056 3057
vC=0 1501 1500 1496 1506 1495
vC=N/vC=C 1421 1417 1417 1418 1423
9 CHa 1360 1373 1364 1366 1360
vC—S 1257 1253 1252 1244 1259
BC—H () 1160 1159 1159 1159 1156
vC—S 1132 1134 1136 1136 1134
q 1095 1093 1095 1093 1094
vanel 1000 1000 998 999 999
VPFs 839 838 842 840 843
VPFs 557 556 558 557 559
VRU—P 525 524 527 528 522
y 506 507 508 506 508
vRU—S 437 443 445 440 443
vRU—N 420 420 419 413 419

v= designa uma vibracdo de estiramento; = designa uma vibracdo de
deformacdo no plano; g= estiramentos dos atomos carbono e hidrogénio com
contribuicdes dos P-fenil; y= as deformacdes angulares dos atomos carbono e

hidrogénio com contribuicBes dos P-fenil; (¢)= anel fenilico.

4.2.1 - Estabilidade dos complexos SPPM

Da mesma forma que os complexos da serie AMP, os complexos
SPPM séo insolGveis em meio aquoso, sendo apenas sollveis na mistura de
DMSO/meio aquoso em concentracdes de pmol L™. Os estudos de estabilidade
dos complexos foram realizados por RMN de *P {*"H} durante 48 h na mistura
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DMSO/meio de cultura DMEM. A concentragdo dos complexos foi de
2,00 mM, e a propor¢cdo de DMSO e DMEM foi de 75:25 (v/v). Os sinais dos
espectros permaneceram inalterados apés 48 h (FIGURAS A70 e A71, no
Apéndice — Parte VI), atestando que os complexos ndo sofrem alteracdes

estruturais.

4.2.2 - Ensaios de viabilidade celular dos complexos

O ensaio de citotoxicidade dos complexos SPPM foi realizado
frente as linhagens celulares derivadas de tumor humano, MDA-MB-231
(adenocarcinoma de mama triplo-negativo humano de fenétipo mesenquimal) e
A549 (adenocarcinoma epitelial alveolar de células basais de pulm&o humano)
e, frente as linhagens celulares humanas ndo tumorais derivadas de pulméo
(MRC-5) e de mama (MCF-10A). Os valores de I1Cs, (umol L™) em 48 h estdo
apresentados na TABELA 4.18.

A atividade citotoxica dos complexos contendo os ligantes
aciltioureias frente as diferentes linhagens histoldgicas tumorais €
consideravelmente maior quando comparada aos respectivos ligantes livres e ao
precursor. De maneira sistematica, os compostos SPPM sdo ligeiramente mais
citotoxicos nas células tumorais de pulméo em relacdo as células tumorais de
mama. Também, quando comparados ao composto cisplatina, os complexos
apresentam valores menores de 1Cs, em ambas as linhagens tumorais, o que
evidéncia o potencial dos novos compostos. Nas células A549, o valor de ICsg
da cisplatina foi 180 a 40 vezes maior em relacdo aos valores dos complexos
SPPM. Contudo, a diferenca de citotoxicidade entre eles na linhagem de mama
tumoral foi consideravelmente menor, sendo 0os compostos aproximadamente de

10 a 2x mais ativos.
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TABELA 4.18- Valores de ICs, (umol L) em 48 h dos complexos SPPM em diferentes linhagens histolégicas de células e

indices de seletividade (1S).

-1 r 3 . .
IC,, (umol L ) e indices de seletividade (IS)

Complexos Linhagem celular de mama Linhagem celular de pulmiao
Tumoral Nao tumoral IS Tumoral Nao-tumoral IS
MDA-MB- MCF-10A MCF-10 AS549 MRC-5 MRCS
231 MDA A549

SPPM2 0,25 +0,02 1,60 + 0,05 6,4 0,08 £ 0,02 0,80 £ 0,01 10
SPPM3 0,28 +0,01 1,44 + 0,09 5,1 0,10+0,01 1,12+ 0,12 11
SPPM4 0,94 + 0,02 1,20 £ 0,01 1,3 0,12 + 0,02 3,97 £ 0,03 33
SPPM5 1,05+ 0,10 1,74 £ 0,01 1,7 0,36 = 0,01 6,44 + 0,25 18
SPPM6 0,95+0,15 1,61 + 0,06 1,7 0,30 £ 0,02 4,60 + 0,08 15
Precursor 3,51 +0,56 4,07 £0,28 1,1 9,76 + 1,57 5,20 £ 0,67 0,5
Cisplatina 2,44 £0,20 23,90 £0,70 11,9 14,42 + 1,45 29,09 £0,78 2,1

*Dados estdo expressados como media + SD (n= 3) com intervalo de confianca de 95%; Ensaio com 48 h de incubacéo dos

compostos; 1S= 1Csomcr-10a) 1Csopmpa-ms-231); 1S= 1Csomre-s)/ 1Cso(aasg)-
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A andlise pontual da influéncia dos substituintes R2 dos ligantes
aciltioureias na citotoxicidade dos compostos ndo é algo simples de se realizar,
haja vista que para cada linhagem celular segue uma tendéncia. Alguns trabalhos
do grupo com complexos contendo essa classe de ligantes, principalmente com
centro metalico de platina, expdem a correlacdo entre os substituintes R2 dos
ligantes aciltioureias e a citotoxicidade dos complexos metalicos, indicando que
0s grupos alifaticos de cadeia curta sdo mais citotoxicos do que os cadeia longa,
pautadas frequentemente no menor volume, que de alguma forma favorecem tais
complexos.”"® O que de fato justifica, uma vez que a diferenca do tamanho da
cadeia alifatica & mais representativa no volume total dos complexos fosfinicos
de platina e paladio. Entretanto, no caso dos complexos SPPM a adocéo destes
argumentos, para explicar tal correlacdo é complexa.

Na andlise a partir dos dados na linhagem tumoral de pulméo, os
valores de 1Cs, dos complexos SPPM2, SPPM3 e SPPM4 séo estatisticamente
iguais, os quais sao um terco dos valores dos compostos SPPM5 e SPPM6. Para
a linhagem tumoral MDA-MB-231, o comportamento foi similar, com excecéo
do SPPM4 que apresentou citotoxicidade semelhante aos complexos com o0s
substituintes volumosos. Portanto, os complexos SPPM2 e SPPM3 com o0s
substituintes (R2) alifaticos de cadeia curta (metil e etil) sdo ligeiramente mais
citotoxicos frente as células tumorais em relacdo aos complexos SPPM5 e
SPPM6 com os grupos butil e fenil. Ja o complexo SPPM4 com substituinte

propil, possui comportamento dependente da linhagem celular (FIGURA 4.35).
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FIGURA 4.35- Classificagdo dos complexos SPPM de acordo com a atividade

citotoxica nas linhagens celulares tumorais.

Em relacdo a lipofilicidade dos complexos (TABELA 4.19), ndo ha
uma relacéo direta entre o coeficiente de distribuicdo em agua e n-octanol (5%
DMSO) com a atividade citotoxica. O complexo SPPM6 (0,80 + 0,12) com
substituintes R, fenilicos apresenta 0 menor valor do coeficiente de distribuicao
entre os complexos. Adicionalmente, os valores do coeficiente de distribuicéo
dos complexos com os substituintes R, alifaticos ndo apresentam diferengas
significativas, SPPM2 (0,91 + 0,17), SPPM3 (0,95 + 0,13), SPPM4
(1,15 £ 0,22) e SPPM5 (1,12 £+ 0,16). Portanto, para os complexos AMP ndo ha
diferenca estatica significativa entre os valores, o que demonstra que 0S
diferentes substituintes R2 dos ligantes aciltioureias ndo promovem diferenca de

lipofilicidade entre os complexos.

TABELA 4.19- Lipofilicidade dos complexes SPPM.

Composto Lipofilicidade®
[Ru(dmbth)(dphppy)(dppb)]PFs (SPPM2) (0,91+0,17)
[Ru(debth)(dphppy)(dppb)]PFs (SPPM3) (0,95 £ 0,13)
[Ru(dpbth)(dphppy)(dppb)]PFs (SPPM4) (1,15 £0,22)
[Ru(dbbth)(dphppy)(dppb)]PFs  (SPPM5) (1,12 £ 0,16)
[Ru(dfbth)(dphppy)(dppb)]PFs  (SPPM6) (0,80 +0,12)

*Coeficiente de distribuicdo em agua e n-octanol.
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Quando analisamos os indices de seletividade, todos os complexos
demonstraram ser mais seletivos as células tumorais MDA-MB-231 e A549 em
relacdo as respectivas linhagens celulares ndo tumorais. No par de linhagens de
pulmdo MRC-5 (ndo tumoral) e A549 (tumoral) € notavel os indices de
seletividade acima ou igual a 10 para todos os compostos. Destaca-se o indice de
seletividade do complexo SPPM4 com valor de 33, cujo IS € 16 vezes maior do
que o cisplatina. Em relacdo aos valores de IS nas linhagens celulares de mama,
0s complexos SPMM2 e SPPM3 foram os destaques da série com os melhores
valores. Estes resultados nos permitem reafirmar que sistematizar a seletividade
de complexos frentes as células € improvavel.

A biblioteca de complexos fosfinicos de Ru(ll) com os ligantes
aciltioureias empregados neste trabalho ndo é vasta como a dos complexos
fosfinicos de platina e paladio.”*”® Complexos fosfinicos de ruténio com os
ligantes aciltioureias N,N-(dipropil)-N’-benzoiltioureia (dpbth) e
N,N-(dibutil)-N’-benzoiltioureia (dbbth) ndo ha descritos no grupo, com
excecdo dos complexos analogos [Ru(OS)(bipy)(dppb)]PFs.”"*** Os compostos
analogos com a bipiridina aos descritos neste trabalho, ndo foram avaliados
frente as linhagens celulares tumorais de mama (MDA-MB-231) e de pulmao,
inviabilizando a comparacdo entre as séries de complexos. Contudo,
selecionamos 0s poucos compostos de Ru similares ja descritos na literatura do
grupo para analisar as atividades citotoxicas frentes as células tumorais A549,
bem como a seletividade em relacdo a respectiva linhagem celular ndo tumoral
(TABELA 4.20). A partir da anélise dos valores de 1Csq nas células tumorais de
pulmédo, observa-se que 0s compostos com ligantes aciltioureias s&o
notavelmente ativos. Destaca-se a citotoxicidade dos complexos
[Ru(dmth)(dphppy)(dppb)]PFs (SPPM2), quando se compara com demais
complexos com o ligante dmth. O complexo SPPM2 apresenta valor de I1Csy 3x
menor quando se compara com 0s analogos bifosfinicos contendo a bipiridina.

Em termos de indice de seletividade as células tumorais de pulméo, os
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compostos contendo bipiridina apresentam valores modestos, enquanto a serie

de complexos SPPM se diferencia pelos altos valores de |IS.
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TABELA 4.20- Valores de 1Cs, (umol L™ e indices de seletividade (IS) dos complexos sintetizados no LERCI na linhagem

celular de cancer de pulméo.

-1 14 3 . .
IC,, (nmol L ) (A549) e indices de seletividade (IS)

3 T /)~ o<1
St S o Ko
R “N 0,08 + 0,01 - 023+0,01 241+0,03  0,25+0,06
~N 10 - 3,1 0,76 32
R._ ™ 0,10%0,02 : : 0,87 + 0,02 -
N\,_,f 11 - - 1,0 -
RHN_..»mf 0,12 + 0,02 - - - -
\f’\\ 33 - - - -
RHN,@-ﬁR/‘““x 0,36 + 0,01 - - - -
\ﬁ\f 18 B B B -

(") 030%002 0282015 i i 5

@ 15 Nd ; ; ;
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4.2.3 - Estudos de interacéo entre os complexos e 0 DNA

A fim de avaliar se o acido desoxirribonucleico (DNA) é um
possivel alvo biologico dos complexos, os possiveis modos de interacdo entre 0s
compostos SPPM e o DNA foram avaliados. As técnicas empregadas para o
estudo foram medidas de viscosidade do DNA (FIGURA 4.36-A), avaliacdo da
mobilidade eletroforética de plasmideo em gel de agarose (FIGURA 4.36-B) e
estudo por fluorescéncia do deslocamento do Hoechst do DNA
(FIGURA 4.36-C). Alguns conceitos referentes aos ensaios foram abordados na
seccdo 4.1.4 (Estudos de interacdo entre os complexos e DNA) descrita para 0s
complexos da série AMP.

As medidas de viscosidade do CT-DNA foram realizadas em
diferentes concentracdes de complexos. Os efeitos dos complexos e do padréo
na viscosidade da biomolécula estdo apresentados na FIGURA 4.36-A,

13 versus [complexo]/[DNA]. No experimento

expressos em uma relagdo (n/no)
utilizou-se o composto laranja de tiazol como padrdo. Como esperado, o laranja
de tiazol utilizado como padrdo do modo intercalativo, ocasionou o aumento da
viscosidade da biomolécula.’*"*?® A viscosidade do CT-DNA apés a adicdo dos
complexos SPPM ndo foi alterada significativamente nas razoes
complexo/DNA analisadas, sugerindo que ndo h& modificacbes drasticas na
estrutura secundaria da biomolécula.

O efeito dos complexos sobre a estrutura do plasmideo também foi
avaliado pela capacidade de tais compostos em modificar a mobilidade do
plasmideo pUC18 no ensaio de eletroforese em gel.”***! A FIGURA 4.36-B
ilustra o gel de eletroforese do plasmideo pUC18 em presenca e auséncia dos
complexos. Na linha 2, encontra-se o controle, 0 DNA plasmidial em tampé&o
Trisma-HCI a 10% DMSO, é possivel observar as conformacdes circular (NC) e
superenovelado (SC) do plasmideo. As amostras de plasmideo pUC18 tratadas
com diferentes concentracdes dos complexos (razdes molares complexo/pUC18

de 0,5 e 1,0) estdo representadas nas linhas 3-12. As amostras de plasmideo
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tratadas com os complexos apresentaram mobilidade eletroforética semelhante
do controle (Linha 2). Tais resultados sugerem que 0s complexos ndo causam
clivagem das fitas, torcOes, relaxamento ou mudangas conformacionais
significativas no DNA, que sejam capazes de alterar a taxa de migracdo do
plasmideo.

Uma vez que as técnicas empregadas mostraram que os complexos
ndo levam a alteracOes significativas nas estruturas secundéria e terciaria do
DNA, realizou-se 0 ensaio competitivo com Hoechst 33324, com o intuito de
averiguar se 0s compostos sao capazes de deslocar o corante do sulco menor do
DNA. O experimento possibilitou avaliar se os complexos SPPM interagem no
sulco menor do DNA ou em regifes proximas.

Os espectros obtidos da espécie biomolecular DNA-Hoechst apds a
adicdo crescente do complexo SPPM2 (FIGURA 4.36-C e, FIGURA A79 no
Apéndice — Parte X), mostraram que o complexo levou a uma diminui¢do na
intensidade de fluorescéncia do aduto. Todos os complexos da série SPPM
atuaram como agentes supressores da fluorescéncia do DNA-Hoechst, de
maneira que a supressdo foi crescente com 0 aumento da concentracdo dos
compostos. Na maior concentracdo dos complexos teve-se um decréscimo na
intensidade do sinal de 75% a 86% do valor inicial (FIGURA A79-F, no
Apéndice — Parte X). Os resultados demonstram a capacidade dos complexos em
deslocar o marcador fluorescente e, consequentemente, indicando que o0s
mesmos interagem no sulco menor do DNA ou regides proximas.

Quando se analisa as afinidades de ligagdo do DNA com os
complexos fosfinicos de ruténio com ligantes aciltioureias, praticamente todos
os relatos literarios associam as interacBGes reversiveis, € na sua maioria Sao
fracas, descartando os modos de ligacdo covalente e intercalativo ao DNA. Os
compostos que foram avaliados por ensaios que possibilitaram a averiguacdo da
interacdo no sulco menor do DNA, apresentaram resultados positivos.”*>*

Sendo assim, 0 modo de associacédo reversivel com o DNA via sulco menor é
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caracteristico desta classe de complexos. Por fim, analisando os resultados,
sugerimos que ndo ha "acgéo direta” dos complexos ao DNA, uma vez que as
técnicas convergiram para conclusdes semelhantes, os complexos ndo causam
alteracdes significativas nas estruturas secundaria e terciaria do DNA. Desta
forma, conclui-se que provavelmente o mecanismo de a¢ao dos complexos que
leva a morte celular ndo esta relacionado a uma “acédo direta” ao DNA, como € 0

caso de diversos compostos de ruténio relatados na literatura.
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FIGURA 4.36- (A) Viscosidade relativa do CT-DNA na auséncia e presenca dos
complexos SPPM (0,0; 7,5; 15; 30; 45 e 60 uM) e do padrdo tiazol laranja, em
diferentes raz6es molares [composto]/[DNA]= 0,05; 0,10; 0,20; 0,3 e 0,40, com
concentracdo constante da DNA de 150 pmol L™; *Estrutura cristalina de um
fragmento de DNA contendo o tiazol intercalado (adaptada)®; (B) Eletroforese

em gel de agarose do plasmideo pUC18 (58 uM) na auséncia e presenca dos
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complexos (0, 29 e 58 pM), em diferentes razbes molares
[Complexo]/[plasmideo] (a= 0,50 e b=1,00); MPM - Marcador de peso
molecular; DNA- Controle negativo (em tampao Trisma-HCI com 10% DMSO);
(C) Espectros de supressdo de fluorescéncia do DNA-Hoechst na auséncia (a) e
presenca dos compostos SPPM2 (b-f; b= 7,5 pM; c= 15 uM; d= 22,5 uM;
e= 30,0 uM e f= 37,5 uM), concentracdo constante da DNA-Hoechst de
75 e 2,5 pM, respectivamente. Razdo [Complexo]/[DNA-Hoechst]= 0; 0,1; 0,2;
0,3; 0,4 e 0,5. Comprimento de onda de excitacdo a 350 nm, em tampéo
Trisma-HCI. **Estrutura cristalina de um fragmento de DNA inserido o Hoechst

no sulco menor do DNA (adaptada)®”.

4.2.4 - Ensaios biologicos

A partir da triagem dos complexos baseada na citotoxicidade e,
principalmente na seletividade, o complexo SPPM4 que se destacou frente a
linhagem tumoral de pulmao (A549) foi selecionado para os estudos biologicos
in vitro frente as células desta linhagem. O objetivo foi investigar as mudancas

morfoldgicas, bem como a influéncia do composto no ciclo celular.

4.2.4.1 - Ensaio de sobrevivéncia celular

A capacidade das celulas tumorais A549 sobreviverem e se
proliferarem para a formacdo de colOnias foi avaliada pelo ensaio de
sobrevivéncia celular. Apos o tratamento com diferentes concentragbes do
complexo SPPM4 (*/,x1Cso (0,03 pM), Y/,xICso (0,06 pM), 1xICs (0,12 uM) e
2%X1Csy (0,24 puM)) por 48 h, as células foram mantidas por um periodo de
10 dias em condic¢des adequadas para proliferarem e, ao fim foram registradas as
fotografia apresentadas na FIGURA 4.37-A. Na concentracdo de ¥ x ICs, as
celulas que sobreviveram a exposicdo ao complexo conseguiram se proliferar e
formar colbnias, de maneira semelhante as células ndo tratadas. Contudo, nas

demais concentracGes do composto, as células foram drasticamente afetadas. O
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nimero e tamanho de coldnias formadas decresceram proporcionalmente com o
aumento da concentracdo do SPPM4. Na concentracdo de 2xI1Csp, 0 COMposto
inibiu totalmente a formacéo de colbnias. O ensaio de sobrevivéncia demonstrou
que o complexo apresenta efeito citotoxico e citostatico nas células tumorais de

pulméo (A549), a depender da concentracdo do composto.'*

o000

Controle %X IC, 7R3 [P

Area da colénia (%)

\- J

FIGURA 4.37- Sobrevivéncia clonogénica analisada para a linhagem de célula

A549, apos tratamento com diferentes concentracbes do complexo SPPM4
(“/4x1Cs0 (0,03 pM), */2xICs0 (0,06 M), 1x1Cs, (0,12 uM) e 2xICs (0,24 PM))
por 48 h. (A) Imagens micrograficas correspondentes a uma das triplicatas

representativas; (B) Grafico da area de coldnias.
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4.2.4.2 - Ensaio de morfologia celular

A influéncia do composto SPPM4 na morfologia das ceélulas
tumorais de pulmdo A549 foi investigada com o auxilio de um microscépio
invertido acoplado a uma camera fotografica. As células foram micrografadas
em 0, 24 e 48 h de exposicdo ao composto em concentracOes distintas
(FIGURA 4.38).

Apds 24 h de exposicdo ao composto, ndo foi possivel observar
modificacbes morfologicas em comparacédo as células do controle negativo. No
entanto, nas células tratadas com o composto apds 48 h, foram observadas
algumas alteragdes, como a diminuicdo da confluéncia celular em todas as
amostras, e uma morfologia distinta das células do controle nas concentracdes
superiores ao 1Csq. Essas diferencas sdo mais significativas na concentragéo de
4x1Cs, em que células com formato irregular e circular podem ser observadas.
Esses danos na morfologia das células, principalmente na concentracdo de

4x1Csy, sdo indicativos de morte celular.®*
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~

Controle §

FIGURA 4.38- Alteracdes morfologicas das celulas tumorais de pulméo (A549)
apds o tratamento com diferentes concentracdes do complexo SPPM4 (*/,x1Cs
(0,06 uM), 1xICs (0,12 uM), 2xI1Cs; (0,24 uM) e 4x1Cs, (0,48 uM)). As celulas
foram tratadas com o AMP4 e micrografadas por diferentes periodos. Imagens

correspondentes a uma das triplicatas representativas.
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4.2.4.3 - Ensaio de ciclo celular
A capacidade do complexo SPPM4 em alterar o ciclo celular das
células tumorais da linhagem A549 foi avaliada pela quantificacdo do DNA

intracelular a partir da técnica de citometria de fluxo (FIGURA 4.39).
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FIGURA 4.39- Ciclo celular das células tumorais de pulmdo A549 apds
tratamento com o complexo SPPM4 (*/,xICs, (0,06 pM), 1x1Cso (0,12 pM) e
2%1Csy (0,24 pM). (A) Histogramas do perfil de fluorescéncia Pl (eixo x) vs
contagens de células (eixo y), definindo as células em diferentes fases do ciclo
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celular (GO/G1, S e G2/M) e com conteudo anormal de DNA (sub-G1). Os
histogramas sdo correspondentes a uma das triplicatas representativas;
(B) Grafico da distribuicdo do ciclo celular das células A549 em diferentes fases
do ciclo celular e Sub-G1, apos tratamento com diferentes concentracdes do
SPPM4 por 48 h. Diferencas significativas do controle sdo indicadas por
*p <0,05; **p <0,01 e ***p <0,001.

Nas células A549 do controle negativo (0,5% DMSO), a proporcao
das células as fases do ciclo celular GO/G1, S e G2/M foi de 74,6; 9,1 e 11,6%,
respectivamente, e a porcentagem de células hipodipldides (sub-G1) foi de
5,1%. O tratamento das células tumorais com o composto SPPM4 alterou pouco
a proporcao de células das fases do ciclo celular em comparacdo com as celulas
ndo tratadas. Na maior concentracdo de complexo (0,24 uM), a populagéo das
celulas tratadas foi estatisticamente diferente quando comparada das células do
controle negativo. Como pode ser observado no histograma da FIGURA 4.39-B,
h& um decréscimo na porcentagem das celulas na fase S, (5,8 £ 0,3)%, tratadas
com 0,24 uM de complexo, enquanto nas células ndo tratadas foi de
(9,1 £ 1,6)%. Para as células das demais fases do ciclo celular ndo foram
observadas variagdes. A porcentagem de células mais afetada foi referente as
células fora do ciclo celular (células sub-G1), com padrdo anormal no contetido
de DNA. Nas celulas tratadas com 0,24 uM do complexo, a fracdo de celulas
mortas e com DNA fragmentado mais que duplicou, (12,4 = 1,3)%, quando
comparada com a populagdo no controle negativo (5,1 * 2,2)%.

O acumulo de ceélulas hipodipléides é compativel com a ocorréncia
de apoptose celular, uma vez que o processo de morte por apoptose leva a
fragmentacdo do DNA. Tal resultado devera ser confirmado com o ensaio de
apoptose por Anexina V. Contudo, outros processos de morte celular, como

autofagia, poderéo estar envolvidos na morte das células A549.*%14¢
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4.2.4.4 - Ensaio de “Wound healing”

A habilidade do complexo SPPM4 de inibir a migracéo das celulas
tumorais A549 foi avaliada pelo experimento de “Wound healing” em uma
monocamada celular confluente com diferentes periodos de exposicdo ao
composto (FIGURA 4.40).

(A) ontrole | Ya % 1C5q Y2 % 1C5q

Oh |

24 h
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FIGURA 4.40- Ensaio de fechamento da “Wound healing” das células A549.

Imagens micrograficas do fechamento da risca obtidas das células na auséncia
de tratamento (controle negativo) e tratadas com diferentes concentracdes do
complexo SPPM4 (*/,xICs, (0,03 pM) e /,xICg (0,06 pM)). Imagens

correspondentes a uma das triplicatas representativas.

No controle negativo, a area livre foi ocupada pelas células apds
48 h, cuja porcentagem de fechamento foi de aproximadamente 99%. De forma
semelhante ao controle, as células expostas as diferentes concentracfes do
composto mantiveram suas capacidades de migrar para a zona livre de células.
Apols 48 h de tratamento, o fechamento da ferida das células tratadas com o

composto também foi completo em ambas as concentragdes testadas. Em suma,
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0 complexo SPPM4 ndo inibiu a migracdo das celulas tumorais A549, nas

concentracgdes que ndo causam morte celular.

4.2.5 - Conclusdo da série SPPM

Nesta secdo do trabalho foi apresentada a série dos complexos
fosfinicos de ruténio contendo os ligantes aciltioureias, de férmula geral
[Ru(OS)(dphppy)(dppb)]PFs (SPPM). Por meio dos dados das estruturas
cristalinas dos complexos SPPM2, SPPM4 e SPPM6 obtidos por difragao de
raios X, observou-se a coordenacdo dos ligantes aciltioureias de maneira
bidentada com o atomo de oxigénio O1 em posicédo trans ao atomo de fosforo
(P2) do ligante dppb e, 0 atomo de enxofre (S1) trans ao atomo de Ny, do ligante
dphppy. A coordenacdo do ligante leva a formagcdo de um quelato de seis
membros com angulo de ligacdo S1—Ru—O1 rigido de aproximadamente
89,5°, adotando a conformacdo U em relacdo as posicOes das ligaches
(1)0=C(1)—N(2)—C(8)=S(1). Os espectros de RMN 'H dos complexos
também sdo consistentes com complexos de baixa simetria, em solucédo. Apds a
coordenacdo dos ligantes aciltioureias ao complexo precursor, os hidrogénios
fenilicos do ligante aciltioureia foram blindados quando comparados aos dos
ligantes livres, enquanto os hidrogénios alifaticos ndo apresentaram variagdes
significativas nos deslocamentos quimicos. Nos experimentos de RMN HMBC
'H-3'p foram observadas as curvas de niveis de baixa intensidade referentes aos
acoplamentos de longo alcance dos hidrogénios metilicos dos ligantes
aciltioureias com o atomo de fosforo Px.

Os novos complexos apresentaram excelente atividade citotdxica
frente as linhagens celulares derivadas de tumores humanos, MDA-MB-231
(adenocarcinoma de mama triplo-negativo humano de fendtipo mesenquimal) e
A549 (adenocarcinoma epitelial alveolar de células basais de pulmao humano).
Os valores de ICs, foram consideravelmente inferiores quando comparados aos

dos ligantes aciltioureias, precursor e o composto cisplatina. Na linhagem de
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mama MDA-MB-231, os valores de ICs, dos complexos foram na faixa de
0,25 a 1,05 pM. Os valores de ICsy foram de 0,08 a 0,36 uM na linhagem
tumoral de pulmédo A549. Contudo, o destaque para esta série foi a seletividade
frente as células tumorais de pulmdo A549 em comparacdo a respectiva
linhagem ndo tumoral de pulmdo (MRC-5). Os valores dos indices de
seletividade foram acima ou igual a 10 para todos os compostos, sendo para o
SPPM4 de 33. Em relagéo a analise pontual da influéncia dos substituintes R2
das aciltioureias na citotoxicidade dos compostos, observa-se que 0s compostos
SPPM2 e SPPM3 com substituintes alifaticos de cadeia curta (metil e etil) séo
ligeiramente mais citotoxicos em células tumorais em relacdo aos complexos
SPPM5 e SPPM6 com os grupos butil e fenil.

O composto SPPMA4 foi escolhido para os estudos adicionais nas
células tumorais de pulmdo. O complexo exibiu efeito citotdoxico e citostatico
nas celulas tumorais de pulmédo (A549), levando a inibicdo da formacédo de
colonias e diminuicdo do tamanho de colbnias. Além disso, o complexo
promoveu alteracdes morfologicas das celulas da linhagem A549, bem como a
diminuicdo da confluéncia celular, porém ndo mostrou capacidade de inibir a
migracdo celular quando avaliado pelo ensaio de Wound Healing. O tratamento
das células tumorais com o composto SPPM4 alterou pouco a proporcdo de
celulas das fases do ciclo celular em comparagdo com as células ndo tratadas. A
alteracdo observada foi um ligeiro decréscimo na porcentagem das células na
fase S. A porcentagem de células mais afetada foi referente as células que néo
estdo em nenhuma fase do ciclo celular, com padrdo anormal no conteudo de
DNA, denominadas de células sub-G1. O acumulo de ceélulas hipodiploides
(células sub-G1) é compativel com a ocorréncia de apoptose, uma vez que 0
processo de morte por apoptose leva a fragmentacdo do DNA. Entretanto,
devido a porecetagem da populacdo das células hipodiploides, também sugere-se
que outros processos de morte das células tratadas com o composto SPPM4

podem estar envolvidos.
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Os complexos SPPM apresentaram interacdes reversiveis via sulco
menor do DNA, conforme evidenciado no ensaio de deslocamento do Hoechst
do sulco menor-DNA devido as interaces dos complexos. Os complexos ndo
causam alteracdes significativas nas estruturas secundaria e terciaria do DNA, o
que nos permite sugerir que 0 mecanismo de agdo dos complexos SPMM que

leva a morte celular ndo esté relacionado a uma “acao direta” ao DNA.
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No presente trabalho foram sintetizados e caracterizados complexos
fosfinicos de ruténio de férmulas gerais [Ru(NS)(dphppy)(dppb)]PFs (AMP) e
[Ru(OS)(dphppy)(dppb)]PFs (SPPM), contendo os ligantes fosfinicos
1,2’-bis(difenilfosfina)butano (dppb) e 2-(difenilfosfina)piridina (dphppy), bem
como os ligantes mercaptos (NS) ou aciltioureias (OS). As estruturas cristalinas
dos complexos de ambas as séries, obtidas por difracdo de raios X
demonstraram a coordenacdo bidentada do ligante 2-(difenilfosfina)piridina de
forma assimétrica por meio de um anel quelato de quatro membros com angulo
rigido de aproximadamente 67° no fragmento P1—Ru—N1. Nos complexos da
primeira série AMP, os ligantes mercaptos estdo coordenados de maneira
bidentada com o atomo de nitrogénio N2 em posi¢éo trans ao atomo de fosforo
(P2) do ligante dppb e, 0 atomo de enxofre (S1) trans ao atomo de N, do ligante
dphppy. Ja 0 modo de coordenagdo dos ligantes aciltioureias nos complexos
SPPM foi via atomos de enxofre e oxigénio, mantendo a conformacdo em U dos
ligantes.

A técnica de RMN de HMBC *H-*'P permitiu a atribuicdo dos
hidrogénios fenilicos com seu respectivo atomo de fosforo, bem como a posicéo
orto, meta e para dos hidrogénios. Para os complexos de ambas as séries, a
seguinte ordem foi estabelecida para os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios de posicdo orto dos diferentes aneis fenilicos dos ligantes
fosfinicos: SHopa1) > Hopx1) > 0Hopx2) =~ 0HOpA2) > SHopm1) =~ dHopmy). Para a
maioria dos anéis, os hidrogénios de posic¢ao orto sdo os mais desblindados entre
os hidrogénios fenilicos. Nos experimentos de RMN HMBC *H-*'P também
foram observados acoplamentos escalar de longo alcance via centro metéalico
entre o0s hidrogénios dos ligantes mercaptos ou aciltioureias com os atomos de
fésforo.

Os novos complexos apresentaram de boas a excelentes atividades
citotoxicas frente as linhagens celulares derivadas de tumores humanos,

MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama triplo-negativo humano de fenoétipo
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mesenquimal) e A549 (adenocarcinoma epitelial alveolar de células basais de
pulm@ humano). Além disso, os compostos foram mais seletivos frente as
células tumorais de pulmdo e de mama quando comparado as linhagens ndo
tumorais. Todos os 10 compostos foram mais seletivos as células tumorais de
pulmdo, quando comparado ao composto cisplatina, farmaco comercial
amplamente usado no tratamento do cancer. Quando se compara as atividades
citotdxicas das duas series de complexos, ambas apresentaram elevada atividade
citotoxica nas linhagens tumorais testadas. Os melhores complexos da cada série
exibiram valores préximos de citotoxicidades, porém a principal diferenca entre
as séries € a seletividade frente a linhagem tumoral de pulméo A549, uma vez
que os complexos com os ligantes aciltioureias sdo menos citotoxicos para a
linhagem ndo tumoral de pulmédo (MRC-5), quando comparados aos complexos
com os ligantes mercaptos. Os valores dos indices de seletividade para a série
SPPM foram igual ou acima de 10 para todos os compostos, enquanto 0 maior
valor para a série AMP foi de 6,7. Para ambas as séries, as analises pontuais da
influéncia dos ligantes mercaptos e aciltioureias foram realizadas e estdo
descritas nas conclusdes de cada série.

Outro aspecto analisado foi a presenca do ligante monofosfinico
2-difenilfosfinapiridina (dphppy) no cerne dos complexos, o qual resultou em
compostos mais citotoxicos que o0s correspondentes complexos analogos
contendo a bipiridina, [Ru(L)(bipy)(dppb)]PFs. Nossa sugestdo € que a presenca
do ligante monofosfinico dphppy aumenta o carater lipofilico dos complexos em
comparacdo aos analogos com bipiridina, o que possivelmente proporcionar
maior acumulo e interagdes hidrofébicas no meio intracelular. Desta forma,
destaca-se a tendéncia de quanto mais grupos fosfinicos, maior € a
citotoxicidade dos complexos frente as linhagens tumorais de mama
(MDA-MB-231) e pulmdo (A549). O maior conjunto de dados para 0s
complexos com os ligantes mercaptos possibilitou uma comparacdo da atividade

citotoxica entre diferentes cernes de complexos. Comparando os valores de 1Cs,
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0s compostos AMP estdo entre os mais citotoxicos em relacdo aos demais
complexos de Ru-mercapto/aciltioureia, especificamente, quando se compara
com seus respectivos analogos [Ru(NS)(bipy)(dppb)]PFe.*® e, em alguns
casos tdo citotdxicos quanto 0s respectivos compostos com duas bifosfinas®.

Diante desses resultados de seletividade para as células A549, o
composto com melhor indice de seletividade de cada série foi selecionado para
estudos adicionais nas células tumorais de pulméo, sendo eles o composto
[Ru(pySm)(dphppy)(dppb)]PFs (AMP4) da primeira série e 0
[Ru(dpbth)(dphppy)(dppb)]PFs (SPPM4) da segunda série. Ambos o0s
complexos foram capazes de inibir a formacao de colonias e alterar a morfologia
de células da linhagem Ab549 nas concentracdes proximas ao ICs, e néo
mostraram capacidade de inibir a migracao celular quando avaliados pelo ensaio
de Wound Healing.

Uma caracteristica principal para as celulas A549 tratadas com o0s
complexos AMP4 e SPPM4 foi observada no ensaio de quantificacdo e
distribuicdo das celulas nas diferentes fases do ciclo celular. As células A549
tratadas com o0s compostos nas diferentes concentragbes apresentaram um
acumulo da populacdo com padrdo anormal no conteddo de DNA, denominadas
de células sub-G1. A populacdo de Sub-G1 séo células hipodiploides, ou seja,
que representa a fracdo de células mortas e com DNA fragmentado, justificando
a baixa quantidade de DNA nas células. A proporcdo de células nas fases do
ciclo celular GO/G1 e G2/M tambem apresentou varia¢do, quando comparadas
ao controle das células ndo tratadas. A variacdo na proporcao das fases do ciclo
celular sugere que os complexos interferem progressdo do ciclo celular,
principalmente o complexo AMP4. Adicionalmente, o acumulo de células
hipodiploides é compativel com a ocorréncia de apoptose, uma vez que 0
processo de morte por apoptose leva a fragmentacdo do DNA. O mecanismo de
morte por apoptose foi confirmado para os compostos da série AMP4, a partir

da realizacdo do experimento de apoptose via citometria de fluxo, utilizando o
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marcador fluorescente Anexina V-PE. Entretanto, possivelmente outros
processos de morte celular das células tratadas com o composto SPPM4 estédo
envolvidos.

Na busca dos possiveis alvos bioldgicos dos complexos, 0s
complexos foram avaliados em relacéo a interagdo com o DNA. Os complexos
de ambas as séries apresentaram interacdes reversiveis e fracas via sulco menor
do DNA, porém ndo causaram danos na estrutura da biomolécula. Sendo assim,
possivelmente 0s compostos ndo interferem nos processos de transcricéo,
replicacdo e outros do DNA, em uma “agdo direta” na biomolécula.
Consequentemente, 0 DNA néo é considerado um alvo principal dos compostos.
Por outro lado, os compostos inibiram parcialmente a atividade enzimatica da
topoisomerase 1B, em concentragfes proximas do I1Cs. O estudo de relaxamento
do plasmideo superenovelado forneceu indicios iniciais que a topoisomerase 1B
humana é um potencial alvo bioldgico para os complexos da série AMP.
Também, a capacidade dos compostos AMP2, AMP4 e AMP5 de inibir a
atividade proteassomal foi avaliada. O composto [Ru(damc)(dphppy)(dppb)]PFs
(AMP5) levou o acumulo de proteina verde fluorescente ubiquitinada (UGFP)
em células viaveis derivadas de rim embrionario humano (HEK293T), indicando
que o complexo inibi a atividade proteolitica do proteassomo 26S no meio
intracelular.

Os complexos da série AMP apresentaram de moderada a alta
afinidade pela proteina HSA, viabilizando o transporte e a solubilidade dos
compostos na corrente sanguinea. O processo de interacdo entre os complexos e
HSA ocorre de forma espontanea e por meio de interagcdes hidrofdbicas.

Por fim, reitera-se que 0s novos complexos apresentados neste
trabalho contribuem para o desenvolvimento de uma biblioteca sobre a atividade
citotoxica e possiveis alvos biolégicos dos complexos fosfinicos de ruténio
contendo os ligantes mercaptos ou aciltioureias. A potencialidade dos

complexos estimula a continuacdo de novos estudos neste ambito.
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Como perspectivas futuras a esse trabalho, novos ensaios podem ser
sugeridos, 0s quais podemos citar:
() A conducéo de novos ensaios a fim de melhor compreender os mecanismos
bioquimicos da acdo citotdxica dos complexos frente as células tumorais, como
por exemplo a analise das principais proteinas envolvidas nos mecanismos de
morte celular induzidos pelos compostos pela técnica de Western Blotting.
(111) Pretende-se avaliar a toxicidade aguda associada aos complexos in vivo
empregando o modelo Zebrafish. Os testes toxicoldgicos possibilitardo uma
triagem toxicolégica mais completa que permita a obtencdo de resultados
plausiveis para determinacdo da toxicidade aguda, toxicidade cronica,
enddcrina, genotoxicidade, hepatotoxicidade e cardiotoxicidade.
(111) Como principal perspectiva futura, pretende se realizar testes de toxicidade
e atividade antitumoral associada aos complexos in vivo em camundongos para

avaliar a seguranca e eficiéncia dos complexos.

194



6 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

195



Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

(1)
(2)
3)
(4)
()
(6)

(7)
(8)

(9)

(10)
(11)

(12)

(13)

(14)

(15)
(16)
(7)
(18)

(19)

Kauffman, G. B. "Theories of Coordination Compounds". 2, 1994,

Kenny, R. G.; Marmion, C. J. "Toward Multi-Targeted Platinum and
Ruthenium Drugs - A New Paradigm in Cancer Drug Treatment
Regimens?". Chem. Rev. 119:, 1058, 2019.

Beller, M. "“Organometallics as Catalysts in the Fine Chemical Industry”™".
J. Chem. Educ. 57:, 272, 2013.

Mjos, K. D.; Orvig, C. "Metallodrugs in Medicinal Inorganic Chemistry".
Chem. Rev. 114:, 4540, 2014.

Orvig, C.; Abrams, M. J. "Medicinal Inorganic Chemistry: Introduction”.
Chem. Rev. 99:, 2202, 1999.

Rosenberg, B.; VanCamp, L.; Trosko, J.; Mansour, V. "Platinum
Compounds: A New Class of Potent Antitumour Agents”. Nature 222,
385, 1969.

Calvert, H. "The Clinical Development of Carboplatin — A Personal
Perspective". Inorganica Chim. Acta 498:, 118987, 20109.

Ibrahim, A.; Hirschfeld, S.; Cohen, M. H.; Griebel, D. J.; Williams, G. A;
Pazdur, R. "FDA Drug Approval Summaries: Oxaliplatin™. Oncologist 9:,
8, 2004.

Shimada, M.; Itamochi, H.; Kigawa, J. "Nedaplatin: A Cisplatin Derivative
in Cancer Chemotherapy". Cancer Manag. Res. 5:, 67, 2013.

Limited, A. I. "Lobaplatin*. Drugs R&D 4:, 369, 2003.

Kang, J. H.; Kuh, H. J.; Lee, J. H.; Shin, J. Y.; Lee, K. S.; Jung, J. A;;
Chang, D. Y. "Phase I/11 Clinical and Pharmacokinetic Trial of Heptaplatin
and 5-FU Combination Treatment in Advanced Head and Neck Cancer". J.
Clin. Oncol. 23:, 5550, 2005.

Oun, R.; Moussa, Y. E.; Wheate, N. J. "The Side Effects of Platinum-
Based Chemotherapy Drugs: A Review for Chemists”. Dalt. Trans. 47:,
6645, 2018.

IARC. Cancer https://gco.iarc.fr/today/online-analysis-
map?projection=globe (accessed Mar 20, 2020).

Schilithz, A. O. C.; de Lima, F. C. da S.; Oliveira, J. F. P. O.; Santos, M.
de O. S.; Rebelo, M. S. Estimativa 2020: Incidéncia de Cancer No Brasil;
Rio de Janeiro, 2019.

Hanahan, D.; Weinberg, R. A. "Hallmarks of Cancer. The next
Generation". Cell 144:, 646, 2011.

Hassanpour, S. H.; Dehghani, M. "Review of Cancer from Perspective of
Molecular". J. Cancer Res. Pract. 4:, 127, 2017.

Fouad, Y. A.; Aanei, C. "Revisiting the Hallmarks of Cancer". Am J
Cancer Res 7:, 1016, 2017.

Fidler, I. "The Pathogenesis of Cancer Metastasis: The ‘Seed and Soil’
Hypothesis Revisited". Nat. Rev. 3:, 46, 2003.

Dasari, S.; Bernard Tchounwou, P. "Cisplatin in Cancer Therapy:
Molecular Mechanisms of Action™. Eur. J. Pharmacol. 740:, 364, 2014.

196



Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

Aldossary, S. A. "Review on Pharmacology of Cisplatin: Clinical Use,
Toxicity and Mechanism of Resistance of Cisplatin®. Biomed. Pharmacol.
J.12:,7, 20109.

Kartalou, M.; Essigmann, J. M. "Mechanisms of Resistance to Cisplatin™.
Mutat. Res. Mol. Mech. Mutagen. 478:, 23, 2001.

Rocha, C.; Silva, M.; Quinet, A.; Cabral-Neto, J.; Menck, C.; Rocha, C. R.
R.; Silva, M. M.; Quinet, A.; Cabral-Neto, J. B.; Menck, C. F. M. "DNA
Repair Pathways and Cisplatin Resistance: An Intimate Relationship".
Clinics 73:, 1, 2018.

Chen, D.; Milacic, V.; Frezza, M.; Dou, Q. "Metal Complexes, Their
Cellular Targets and Potential for Cancer Therapy". Curr. Pharm. Des.
15:, 777, 2000.

Allardyce, C. S.; Dyson, P. J. "Metal-Based Drugs That Break the Rules".
Dalt. Trans. 45:, 3201, 2016.

Englinger, B.; Pirker, C.; Heffeter, P.; Terenzi, A.; R. Kowol, C.; K.
Keppler, B.; Berger, W. "Metal Drugs and the Anticancer Immune
Response”. Chem. Rev. 119:, 1519, 2018.

Ndagi, U.; Mhlongo, N.; Soliman, M. "Metal Complexes in Cancer
Therapy — An Update from Drug Design Perspective”. Drug Des. Devel.
Ther. 11:, 599, 2017.

Pedrosa, P.; Carvalho, A.; Baptista, P.; Alexandra, F. Inorganic
Coordination Chemistry: Where We Stand in Cancer Treatment? In Basic
Concepts Viewed from Frontier in Inorganic Coordination Chemistry;
Takashiro, A., Ed.; IntechOpen: London, 2018; Vol. 1, pp 37-65.

Zeng, L.; Gupta, P.; Chen, Y.; Wang, E.; Ji, L.; Chao, H.; Chen, Z. S. "The
Development of Anticancer Ruthenium(ll) Complexes: From Single
Molecule Compounds to Nanomaterials”. Chem. Soc. Rev. 46:, 5771,
2017.

Lin, K.; Zhao, Z.-Z.; Bo, H.-B.; Hao, X.-J.; Wang, J.-Q. "Applications of
Ruthenium Complex in Tumor Diagnosis and Therapy”. Front.
Pharmacol. 9:, 1323, 2018.

Bacher, F.; Arion, V. B. "Ruthenium Compounds as Antitumor Agents:
New Developments". Ref. Modul. Chem. Mol. Sci. Chem. Eng. 1, 2014.
Alessio, E. "Thirty Years of the Drug Candidate NAMI-A and the Myths
in the Field of Ruthenium Anticancer Compounds: A Personal
Perspective". Eur. J. Inorg. Chem. 2017:, 1549, 2017.

Gianferrara, T.; Bratsos, l.; Alessio, E. "A Categorization of Metal
Anticancer Compounds Based on Their Mode of Action". Dalt. Trans. 37,
7588, 2009.

Medici, S.; Peana, M.; Nurchi, V. M.; Lachowicz, J. I.; Crisponi, G.;
Zoroddu, M. A. "Noble Metals in Medicine: Latest Advances". Coord.
Chem. Rev. 284:, 329, 2015.

Thota, S.; Rodrigues, D. A.; Crans, D. C.; Barreiro, E. J. "Ru(ll)

197



Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

Compounds: Next-Generation Anticancer Metallotherapeutics?". J. Med.
Chem. 61:, 5805, 2018.

Lenis-Rojas, O. A.; Robalo, M. P.; Tomaz, A. I.; Carvalho, A.; Fernandes,
A. R.; Marques, F.; Folgueira, M.; Yéanez, J.; Vazquez-Garcia, D.; Lopez
Torres, M.; Fernandez, A.; Fernandez, J. J. "Rull(p-Cymene) Compounds
as Effective and Selective Anticancer Candidates with No Toxicity in
Vivo". Inorg. Chem. 57:, 13150, 2018.

Pefia, B.; Saha, S.; Barhoumi, R.; Burghardt, R. C.; Dunbar, K. R.
"Ruthenium(I1)-Polypyridyl Compounds with n-Extended Nitrogen Donor
Ligands Induce Apoptosis in Human Lung Adenocarcinoma (A549) Cells
by Triggering Caspase-3/7 Pathway". Inorg. Chem. 57:, 12777, 2018.
Alessio, E.; Messori, L. "NAMI-A and KP1019/1339, Two Iconic
Ruthenium Anticancer Drug Candidates Face-to-Face: A Case Story in
Medicinal Inorganic Chemistry". Molecules 24:, 1, 2019.

Meier-Menches, S. M.; Gerner, C.; Berger, W.; Hartinger, C. G.; Keppler,
B. K. "Structure-Activity Relationships for Ruthenium and Osmium
Anticancer Agents-towards Clinical Development”. Chem. Soc. Rev. 47:,
909, 2018.

Babak, M. V.; Meier, S. M.; Huber, K. V. M.; Reynisson, J.; Legin, A. A,;
Jakupec, M. A.; Roller, A.; Stukalov, A.; Gridling, M.; Bennett, K. L,;
Colinge, J.; Berger, W.; Dyson, P. J.; Superti-Furga, G.; Keppler, B. K;;
Hartinger, C. G. "Target Profiling of an Antimetastatic RAPTA Agent by
Chemical Proteomics: Relevance to the Mode of Action”. Chem. Sci. 6:,
2449, 2015.

Trondl, R.; Heffeter, P.; Kowol, C. R.; Jakupec, M. A.; Berger, W.;
Keppler, B. K. "NKP-1339, the First Ruthenium-Based Anticancer Drug
on the Edge to Clinical Application”. Chem. Sci. 5:, 2925, 2014.

Gill, M. R.; Cecchin, D.; Walker, M. G.; Mulla, R. S.; Battaglia, G;
Smythe, C.; Thomas, J. A. "Targeting the Endoplasmic Reticulum with a
Membrane-Interactive Luminescent Ruthenium(ll) Polypyridyl Complex™.
Chem. Sci. 4:, 4512, 2013,

Smithen, D. A.; Yin, H.; Beh, M. H. R.; Hetu, M.; Cameron, T. S.;
McFarland, S. A.; Thompson, A. "Synthesis and Photobiological Activity
of Ru(ll) Dyads Derived from Pyrrole-2-Carboxylate Thionoesters". Inorg.
Chem. 56:, 4121, 2017.

De Grandis, R. A.; de Camargo, M. S.; da Silva, M. M.; Lopes, E. O.;
Padilha, E. C.; Resende, F. A.; Peccinini, R. G.; Pavan, F. R.; Desideri, A.;
Batista, A. A.; Varanda, E. A. "Human Topoisomerase Inhibition and
DNA/BSA Binding of Ru(l1)-SCAR Complexes as Potential Anticancer
Candidates for Oral Application™. BioMetals 30:, 321, 2017.

Neves, S. P.; de Carvalho, N. C.; da Silva, M. M.; Rodrigues, A. C. B. C,;
Bomfim, L. M.; Dias, R. B.; Sales, C. B. S.; Rocha, C. A. G.; Soares, M.
B. P.; Batista, A. A.; Bezerra, D. P. "Ruthenium Complexes Containing

198



Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

(50)

(51)

(52)

(53)

Heterocyclic Thioamidates Trigger Caspase-Mediated Apoptosis Through
MAPK Signaling in Human Hepatocellular Carcinoma Cells". Front.
Oncol. 9:, 562, 2019.

Oliveira, K. M.; Peterson, E. J.; Carroccia, M. C.; Cominetti, M. R;
Deflon, V. M.; Farrell, N. P.; Batista, A. A.; Correa, R. S. "Ru(ll)-
Naphthoquinone Complexes with High Selectivity for Triple-Negative
Breast Cancer". Dalt. Trans. 2020.

Velozo-Sa, V. S.; Pereira, L. R.; Lima, A. P.; Mello-Andrade, F.; Rezende,
M. R. M.; Goveia, R. M.; Pires, W. C.; Oliveira, K. M.; Ferreira, A. G.;
Atista, A. A.; Silveira-Lacerda, E. P. "In Vitro Cytotoxicity and in Vivo
Zebrafish ~ Toxicity  Evaluation of  Ru(ll)/2-Mercaptopyrimidine
Complexes”. Dalt. Trans. 48:, 6026, 2019.

Correa, R. S.; De Oliveira, K. M.; Delolo, F. G.; Alvarez, A.; Mocelo, R;
Plutin, A. M.; Cominetti, M. R.; Castellano, E. E.; Batista, A. A. "Ru(ll)-
Based Complexes with N-(Acyl)-N’,N'-(Disubstituted)Thiourea Ligands:
Synthesis, Characterization, BSA- and DNA-Binding Studies of New
Cytotoxic Agents against Lung and Prostate Tumour Cells". J. Inorg.
Biochem. 150:, 63, 2015.

Becceneri, A. B.; Popolin, C. P.; Plutin, A. M.; Maistro, E. L.; Castellano,
E. E; Batlsta A. A, Cominettii, M. R. "The Trans-
[Ru(PPh3)2(0,S)(Bipy)]PF6 Complex Has pro-Apoptotic Effects on
Triple Negative Breast Cancer Cells and Presents Low Toxicity in Vivo".
J. Inorg. Biochem. 186:, 70, 2018.

da Silva, M.; de Camargo, M.; Castelli, S.; de Grandis, R.; Castellano, E.;
Deflon, V.; Cominetti, M.; Desideri, A.; Batista, A. "Ruthenium(ll)-
Mercapto Complexes with  Anticancer Activity Interact with
Topoisomerase IB". J. Braz. Chem. Soc. 2019.

Cunha, B. N.; Colina-Vegas, L.; Plutin, A. M.; Silveira, R. G.; Honorato,
J.; Oliveira, K. M.; Cominetti, M. R.; Ferreira, A. G.; Castellano, E. E;
Batista, A. A. "Hydrolysis Reaction Promotes Changes in Coordination
Mode of Ru(ll)/Acylthiourea Organometallic Complexes with
Cytotoxicity against Human Lung Tumor Cell Lines". J. Inorg. Biochem.
186:, 147, 2018.

Cunha, B. N.; Luna-Dulcey, L.; Plutin, A. M.; Silveira, R. G.; Honorato,
J.; Cairo, R. R.; De Oliveira, T. D.; Cominetti, M. R.; Castellano, E. E.;
Batista, A. A. "Selective Coordination Mode of Acylthiourea Ligands in
Half-Sandwich Ru(ll) Complexes and Their Cytotoxic Evaluation". Inorg.
Chem. 59:, 5072, 2020.

Colina-Vegas, L.; Luna-Dulcey, L.; Plutin, A. M.; Castellano, E. E;
Cominetti, M. R.; Batista, A. A. "Half Sandwich Ru(ll)-Acylthiourea
Complexes: DNA/HSA-Binding, Anti-Migration and Cell Death in a
Human Breast Tumor Cell Line". Dalt. Trans. 46:, 12865, 2017.
Colina-Vegas, L.; Villarreal, W.; Navarro, M.; De Oliveira, C. R;

199



Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

(54)

(55)

(56)

(57)

(58)

(59)

(60)

(61)

Graminha, A. E.; Maia, P. I. D. S.; Deflon, V. M.; Ferreira, A. G,;
Cominetti, M. R.; Batista, A. A. "Cytotoxicity of Ru(ll) Piano-Stool
Complexes with Chloroquine and Chelating Ligands against Breast and
Lung Tumor Cells: Interactions with DNA and BSA". J. Inorg. Biochem.
153:, 150, 2015.

Valle, E. M. A.; Nascimento, F. B. do; Ferreira, A. G.; Batista, A. A.;
Monteiro, M. C. R.; Machado, S. de P.; Ellena, J.; Castellano, E. E.;
Azevedo, E. R. de. "Sobre Uma Degenerescéncia Acidental Nos
Deslocamentos Quimicos de RMN de 31P{*H} Em Complexos
Difosfinicos de Ruténio". Quim. Nova 31:, 807, 2008.

De Grandis, R. A.; Santos, P. W. da S. dos; Oliveira, K. M. de; Machado,
A. R. T.; Aissa, A. F.; Batista, A. A.; Antunes, L. M. G.; Pavan, F. R.
"Novel Lawsone-Containing Ruthenium(ll) Complexes: Synthesis,
Characterization and Anticancer Activity on 2D and 3D Spheroid Models
of Prostate Cancer Cells". Bioorg. Chem. 85:, 455, 2019.

Von Poelhsitz, G.; Batista, A. A.; Ellena, J.; Castellano, E. E.; Lang, E. S.
"Synthesis and Characterization of Nitrosyl Complexes Containing 4,6-
Dimethyl-Pyrimidine-2-Thiolato (‘SpymMe2’) as Ligand:
[Ru(‘SpymMe2’,-N,-S) (‘SpymMe2’,-S)(NO)(P-P)](PF6) (P-P = 1,2-
Bis(Diphenylphosphino)Ethane or 1,2-Bis(Diphenylphosphino)Ethylene:
X-R". Inorg. Chem. Commun. 8:, 805, 2005.

Poelhsitz, G. Von; Batista, A. A.; Castellano, E. E.; Ellena, J. "On a
Ruthenium Nitrosyl and Monocoordinated Biphosphine Monoxide
Complex: Synthesis, Characterization and X-Ray Structure of
[Ru(PyS)2(NO)(DppmO-P)]CI-12H20". Inorg. Chem. Commun. 9:, 773,
2006.

Lima, B. A. V. Avaliacdo Das Atividades Citotoxicas de Alguns
Complexos Fosfinicos de Ruténio (Células Tumorais MDA-MB 231)
Benedicto, UFSCar, 2010.

do Nascimento, F. B.; Von Poelhsitz, G.; Pavan, F. R.; Sato, D. N.; Leite,
C. Q. F.; Selistre-de-Araujo, H. S.; Ellena, J.; Castellano, E. E.; Deflon, V.
M.; Batista, A. A. "Synthesis, Characterization, X-Ray Structure and in
Vitro Antimycobacterial and Antitumoral Activities of Ru(ll)
Phosphine/Diimine Complexes Containing the “SpymMe2” Ligand,
SpymMe2=4,6-Dimethyl-2-Mercaptopyrimidine". J. Inorg. Biochem. 102:,
1783, 2008.

Lima, B. A. V.; Corréa, R. S.; Graminha, A. E.; Kuznetsov, A.; Ellena, J.;
Pavan, F. R.; Leite, C. Q. F.; Batista, A. A. "Anti-Mycobacterium
Tuberculosis and Cytotoxicity Activities of
Ruthenium(11)/Bipyridine/Diphosphine/Pyrimidine-2-Thiolate Complexes:
The Role of the Non-Coordinated n-Atom". J. Braz. Chem. Soc. 27:, 30,
2016.

Pires, W. C.; Lima, B. A. V.; de Castro Pereira, F.; Lima, A. P.; Mello-

200



Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

(62)

(63)

(64)

(65)

(66)

(67)

(68)

(69)

(70)

(71)

Andrade, F.; Silva, H. D.; da Silva, M. M.; Colina-Vegas, L.; Ellena, J.;
Batista, A. A de Paul Silveira-Lacerda, E.
"Ru(lI1)/Diphenylphosphine/Pyridine-6-Thiolate Complexes Induce S-180
Cell Apoptosis through Intrinsic Mitochondrial Pathway Involving
Inhibition of Bcl-2 and P53/Bax Activation”. Mol. Cell. Biochem. 438:,
199, 2018.

Silva, M. M. Busca Por Complexos De Ruténio (I1) Com Propriedades
Quimioterapéuticas: Avaliagdo Da Atividade Antitumoral, Potencial
Mutagénico E Inibicdo Da Enzima Topoisomerase 1B, UFSCar, 2017.
Takarada, J. E.; Guedes, A. P. M.; Correa, R. S.; Silveira-Lacerda, E. de
P.; Castelli, S.; lacovelli, F.; Deflon, V. M.; Batista, A. A.; Desideri, A.
"Ru/Fe Bimetallic Complexes: Synthesis, Characterization, Cytotoxicity
and Study of Their Interactions with DNA/HSA and Human
Topoisomerase IB". Arch. Biochem. Biophys. 636:, 28, 2017.

Guedes, A. P. M.; Mello-Andrade, F.; Pires, W. C.; de Sousa, M. A. M,;
da Silva, P. F. F.; de Camargo, M. S.; Gemeiner, H.; Amauri, M. A,
Gomes Cardoso, C.; de Melo Reis, P. R.; Silveira-Lacerda, E. de P.;
Batista, A. A. "Heterobimetallic Ru(ll)/Fe(ll) Complexes as Potent
Anticancer Agents against Breast Cancer Cells, Inducing Apoptosis
through Multiple Targets". Metallomics 12:, 547, 2020.

Da Silva, M. M.; De Camargo, M. S.; Correa, R. S.; Castelli, S.; De
Grandis, R. A.; Takarada, J. E.; Varanda, E. A.; Castellano, E. E.; Deflon,
V. M.; Cominetti, M. R.; Desideri, A.; Batista, A. A. "Non-Mutagenic
Ru(ll) Complexes: Cytotoxicity, Topoisomerase 1B Inhibition, DNA and
HSA Binding". Dalt. Trans. 48:, 14885, 20109.

Camargo, M. S.; da Silva, M. M.; Correa, R. S.; Vieira, S. D.; Castelli, S.;
D’Anessa, 1.; De Grandis, R.; Varanda, E.; Deflon, V. M.; Desideri, A.;
Batista, A. A. "Inhibition of Human DNA Topoisomerase IB by
Nonmutagenic Ruthenium(ll)-Based Compounds with Antitumoral
Activity". Metallomics 8:, 179, 2016.

Stewart, L.; Redinbo, M. R.; Qiu, X.; Hol, W. G. J.; Champoux, J. J. "A
Model for the Mechanism of Human Topoisomerase I". Science (80-. ).
279:, 1534, 1998.

Pommier, Y. "Diversity of DNA Topoisomerases 11 and Inhibitors".
Biochimie 80:, 255, 1998.

Sordet, O.; Khan, Q. A.; Kohn, K. W.; Pommier, Y. "Apoptosis Induced
by Topoisomerase Inhibitors". Curr. Med. Chem.-Anti-Cancer Agents 3.,
271, 2003.

Bjornsti, M. A.; Kaufmann, S. H. "Topoisomerases and Cancer
Chemotherapy: Recent Advances and Unanswered Questions".
F1000Research 8:, 1, 20109.

You, F.; Gao, C. "Topoisomerase Inhibitors and Targeted Delivery in
Cancer Therapy". Curr. Top. Med. Chem. 19:, 713, 2019.

201



Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

(72)

(73)

(74)

(75)

(76)

(77)

(78)

(79)

(80)

(81)

(82)

(83)

(84)

Saeed, A.; Mustafa, M. N.; Zain-ul-Abideen, M.; Shabir, G.; Erben, M. F.;
Florke, U. "Current Developments in Chemistry, Coordination, Structure
and Biological Aspects of 1-(Acyl/Aroyl)-3- (Substituted)Thioureas:
Advances Continue™. J. Sulfur Chem. 40:, 312, 2019.

Saeed, A.; Florke, U.; Erben, M. F. "A Review on the Chemistry,
Coordination, Structure and Biological Properties of 1-(Acyl/Aroyl)-3-
(Substituted) Thioureas". J. Sulfur Chem. 35:, 318, 2014.

Plutin, A. M.; Alvarez, A.; Mocelo, R.; Ramos, R.; Castellano, E. E.; da
Silva, M. M.; Villarreal, W.; Pavan, F. R.; Meira, C. S.; Filho, J. S. R.;
Moreira, D. R. M.; Soares, M. B. P.; Batista, A. A. "Palladium(I1)/N,N-
Disubstituted-N'-Acylthioureas Complexes as Anti-Mycobacterium
Tuberculosis and Anti-Trypanosoma Cruzi Agents". Polyhedron 132:, 70,
2017.

Plutin, A. M.; Mocelo, R.; Alvarez, A.; Ramos, R.; Castellano, E. E,;
Cominetti, M. R.; Graminha, A. E.; Ferreira, A. G.; Batista, A. A. "On the
Cytotoxic Activity of Pd(ll) Complexes of N,N-Disubstituted-N'-
Acylthioureas". J. Inorg. Biochem. 134:, 76, 2014.

Plutin, A. M.; Alvarez, A.; Mocelo, R.; Ramos, R.; Castellano, E. E.; Da
Silva, M. M.; Colina-Vegas, L.; Pavan, F. R.; Batista, A. A. "Anti-
Mycobacterium Tuberculosis Activity of Platinum(l1)/N,N-Disubstituted-
N’-Acylthiourea Complexes". Inorg. Chem. Commun. 63:, 74, 2016.
Barolli, J. P.; Maia, P. I. S.; Colina-Vegas, L.; Moreira, J.; Plutin, A. M;
Mocelo, R.; Deflon, V. M.; Cominetti, M. R.; Camargo-Mathias, M. |,;
Batista, A. A. "Heteroleptic Tris-Chelate Ruthenium(ll) Complexes of
N,N-Disubstituted-N'-Acylthioureas: ~ Synthesis,  Structural  Studies,
Cytotoxic Activity and Confocal Microscopy Studies”. Polyhedron 126:,
33, 2017.

Maggini, S. "Classification of P,N-Binucleating Ligands for Hetero- and
Homobimetallic Complexes”. Coord. Chem. Rev. 253:, 1793, 2009.
Essoun, E.; Wang, R.; Aquino, M. A. S. "Disassembly of
Diruthenium(l1,111) Tetraacetate with P-N Donor Ligands"”. Inorganica
Chim. Acta 454:, 97, 2017.

Chelucci, G.; Orru, G.; Pinna, G. A. "Chiral P,N-Ligands with Pyridine-
Nitrogen and Phosphorus Donor Atoms. Syntheses and Applications in
Asymmetric Catalysis". Tetrahedron 59:, 9471, 2003.

Carroll, M. P.; Guiry, P. J. "P,N Ligands in Asymmetric Catalysis". Chem.
Soc. Rev. 43:, 819, 2014.

Wajda-Hermanowicz, K.; Ciunik, Z.; Kochel, A. "Syntheses and
Molecular Structure of Some Rh and Ru Complexes with the Chelating
Diphenyl (2-Pyridyl)Phosphine Ligand". Inorg. Chem. 45:, 3369, 2006.
Espinet, P.; Soulantica, K. "Phosphine-Pyridyl and Related Ligands in
Synthesis and Catalysis". Coord. Chem. Rev. 193-195:, 499, 1999.

Zhang, Z.-Z.; Cheng, H. "Chemistry of 2-(Diphenylphosphino)Pyridine".

202



Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

(85)

(86)

(87)

(88)

(89)

(90)

(91)
(92)
(93)
(94)

(95)

(96)

(97)

(98)

Coord. Chem. Rev. 147:, 1, 1996.

Kumar, P.; Yadav, M.; Singh, A. K.; Pandey, D. S. "Synthesis and
Characterization of Some Novel Ruthenium(ll) Complexes Containing
Thiolate Ligands". J. Organomet. Chem. 695:, 994, 2010.

Kumar, P.; Singh, A. K.; Sharma, S.; Pandey, D. S. "Structures,
Preparation and Catalytic Activity of Ruthenium Cyclopentadienyl
Complexes Based on Pyridyl-Phosphine Ligand”. J. Organomet. Chem.
694:, 3643, 2009.

Schutte, R. P.; Rettig, S. J.; Joshi, A. M.; James, B. R. "Synthesis,
Structure, and Reactivity of [RuCI(PP)L]JPF6 (PP) = (PPh 3)2 ,
Ph2P(CH2)4PPh2 ; L) P(Py)3, PPh(Py)2, Py) 2-Pyridyl). The “Missing”
P,N,N’-Coordination Mode for 2-Pyridylphosphines”. Inorg. Chem. 36:,
5809, 1997.

Stephenson, T. A.; Wilkinson, G. "New Complexes Of Ruthenium (Il) and
(111)  With  Triphenylphosphine, Triphenylarsine, Trichlorostannate,
Pyridine and Other Ligands". J. Inorg. NucL Chem. 28:, 945, 1966.

Jung, C. W.; Garrou, P. E.; Hoffman, P. R.; Caulton, K. G.
"Reexamination of the Reactions of Ph2P(CH2)NPPh2 (n = 1-4) with
RuCI2(PPh3)3". Inorg. Chem. 23:, 726, 1984.

Cairo, R. R.; Stevens, A. M. P.; de Oliveira, T. D.; Batista, A. A.;
Castellano, E. E.; Duque, J.; Soria, D. B.; Fantoni, A. C.; Corréa, R. S;;
Erben, M. F. "Understanding the Conformational Changes and Molecular
Structure of Furoyl Thioureas upon Substitution”. Spectrochim. Acta - Part
A Mol. Biomol. Spectrosc. 176:, 8, 2017.

Farrugia, L. J. "WIinGX Suite for Small-Molecule Single-Crystal
Crystallography". J. Appl. Crystallogr. 32:, 837, 1999.

Farrugia, L. J. "WinGX and ORTEP for Windows: An Update". J. Appl.
Crystallogr. 45:, 849, 2012.

Sheldrick, G. M. "A Short History of SHELX". Acta Crystallogr. Sect. A
Found. Crystallogr. 64:, 112, 2008.

Farrugia, L. J. "ORTEP-3 for Windows- a Version of ORTEP-III with a
Graphical User Interface (GUI)". 30:, 568, 1997.

Macrae, C. F.; Bruno, I. J.; Chisholm, J. A.; Edgington, P. R.; McCabe, P.;
Pidcock, E.; Rodriguez-Monge, L.; Taylor, R.; van de Streek, J.; Wood, P.
A. "Mercury CSD 2.0} - New Features for the Visualization and
Investigation of Crystal Structures”. J. Appl. Crystallogr. 41:, 466, 2008.
Garcia Velho, R. Medidas de Condutividade Na Caracterizacdo de
Complexos Inorganicos: Um Levantamento Bibliografico, 2006.

Baka, E.; Comer, J. E. A.; Takacs-Novék, K. "Study of Equilibrium
Solubility Measurement by Saturation Shake-Flask Method Using
Hydrochlorothiazide as Model Compound”. J. Pharm. Biomed. Anal. 46:,
335, 2008.

Gilroy, E. L.; Hicks, M. R.; Smith, D. J.; Rodger, A. "Viscosity of

203



Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

Aqgueous DNA Solutions Determined Using Dynamic Light Scattering".
Analyst 136:, 4159, 2011.

(99) Scruggs, R. L.; Ross, P. D. "Viscosity Study of DNA". Biopolymers 2:,
593, 1964.

(100) Naveenraj, S.; Anandan, S. "Binding of Serum Albumins with Bioactive
Substances — Nanoparticles to Drugs". J. Photochem. Photobiol. C
Photochem. Rev. 14:, 53, 2013.

(101) Ross, P. D.; Subramanian, S. "Thermodynamics of Protein Association
Reactions: Forces Contributing to Stabilityl”. Biochemistry 20:, 3096,
1981.

(102) Dantuma, N. P.; Lindsten, K.; Glas, R.; Jellne, M.; Masucci, M. G.
"Short-Lived  Green  Fluorescent  Proteins  for  Quantifying
Ubiquitin/Proteasome- Dependent Proteolysis in Living Cells". Nat.
Biotechnol. 18:, 538, 2000.

(103) Mosmann, T. "Rapid Colorimetric Assay for Cellular Growth and
Survival: Application to Proliferation and Cytotoxicity Assays”. J.
Immunol. Methods 65:, 55, 1983.

(104) Yamaguchi, H.; Wyckoff, J.; Condeelis, J. "Cell Migration in Tumors".
Curr. Opin. Cell Biol. 17:, 559, 2005.

(105) Paul, C. D.; Mistriotis, P.; Konstantopoulos, K. "Cancer Cell Motility:
Lessons from Migration in Confined Spaces"”. Nat. Rev. Cancer 17:, 131,
2017.

(106) Clark, A. G.; Vignjevic, D. M. "Modes of Cancer Cell Invasion and the
Role of the Microenvironment". Curr. Opin. Cell Biol. 36:, 13, 2015.
(107) Carbalho, A. T.; Ribeiro, G. A.; Nogueira, R. F.; dos Santos, A. L. B.

Citometria de Fluxo; Rio de Janeiro, 2010.

(108) Otto, T.; Sicinski, P. "Cell Cycle Proteins as Promising Targets in
Cancer Therapy". Nat. Rev. Cancer 17:, 94, 2017.

(109) Gordon, E.; Ravicz, J.; Liu, S.; Chawla, S.; Hall, F. "Cell Cycle
Checkpoint Control: The Cyclin G1/Mdm2/P53 Axis Emerges as a
Strategic Target for Broad-spectrum Cancer Gene Therapy - A Review of
Molecular Mechanisms for Oncologists™. Mol. Clin. Oncol. 9:, 115, 2018.

(110) Kumar, P.; Singh, A. K.; Yadav, M.; Li, P. Z.; Singh, S. K.; Xu, Q.;
Pandey, D. S. "Synthesis and Characterization of Ruthenium(ll)
Complexes Based on Diphenyl-2-Pyridylphosphine and Their Applications
in Transfer Hydrogenation of Ketones". Inorganica Chim. Acta 368:, 124,
2011.

(111) Corréa, R. S.; Da Silva, M. M.; Graminha, A. E.; Meira, C. S.; Dos
Santos, J. A. F.; Moreira, D. R. M.; Soares, M. B. P.; VVon Poelhsitz, G.;
Castellano, E. E.; Bloch, C.; Cominetti, M. R.; Batista, A. A.
"Ruthenium(ll) Complexes of 1,3-Thiazolidine-2-Thione: Cytotoxicity
against Tumor Cells and Anti-Trypanosoma Cruzi Activity Enhanced upon
Combination with Benznidazole™. J. Inorg. Biochem. 156:, 153, 2016.

204



Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

(112) El-khateeb, M.; Damer, K.; Gorls, H.; Weigand, W. "Pyridine- and
Pyrimidine-2-Thiolate Complexes of Ruthenium”. J. Organomet. Chem.
692:, 2227, 2007.

(113) Caramor, G. F.; Oliveira, K. T. de. "Aromaticidade — Evolucdo Historica
Do Conceito e Critérios Quantitativos”. Quim. Nova 32:, 1871, 2009.

(114) Lin, C.; Skufca, J.; Partch, R. E. "New Insights into Prediction of Weak
n—n Complex Association through Proton-Nuclear Magnetic Resonance
Analysis". BMC Chem. 14:, 1, 2020.

(115) Abbehausen, C.; de Paiva, R. E. F.; Formiga, A. L. B.; Corbi, P. P.
"Studies of the Tautomeric Equilibrium of 1,3-Thiazolidine-2-Thione:
Theoretical and Experimental Approaches”. Chem. Phys. 408:, 62, 2012.

(116) Gobmez-Zavaglia, A.; Reva, I. D.; Frija, L.; Cristiano, M. L.; Fausto, R.
"Molecular Structure, Vibrational Spectra and Photochemistry of 5-
Mercapto-1-Methyltetrazole™. J. Mol. Struct. 786:, 182, 2006.

(117) Spinner, E. "The Infrared Sjpectra and Structures of the Hydrochlorides
of 4- Mercaptopyridine and 4- Mercaptoquinoline™. Spinner 604:, 3127,
1962.

(118) Poelhsitz, G. Von. Nitrosilo Complexos De Ruténio Com Ligantes
Bifosfinicos: Espectroscopia, Eletroquimica, Estudo Da Reatividade E
Liberagdo De NO, UFScar, 2005.

(119) Tavares, L. C. "QSAR: A Abordagem de Hansch". Quim. Nova 27:, 631,
2004,

(120) Andrés, A.; Rosés, M.; Rafols, C.; Bosch, E.; Espinosa, S.; Segarra, V.;
Huerta, J. M. "Setup and Validation of Shake-Flask Procedures for the
Determination of Partition Coefficients (Log D) from Low Drug
Amounts". Eur. J. Pharm. Sci. 76:, 181, 2015.

(121) Lee, P.; Wu, X. "Review: Modifications of Human Serum Albumin and
Their Binding Effect”. Curr Pharm Des. 21:, 1862, 2015.

(122) Ghuman, J.; Zunszain, P. A.; Petitpas, |.; Bhattacharya, A. A.; Otagiri,
M.; Curry, S. "Structural Basis of the Drug-Binding Specificity of Human
Serum Albumin®. J. Mol. Biol. 353:, 38, 2005.

(123) Rilak Simovi¢, A.; Masnikosa, R.; Bratsos, 1.; Alessio, E. "Chemistry
and Reactivity of Ruthenium(ll) Complexes: DNA/Protein Binding Mode
and Anticancer Activity Are Related to the Complex Structure"”. Coord.
Chem. Rev. 398:, 1, 2019.

(124) Helms, M. K.; Petersen, C. E.; Bhagavan, N. V; Jameson, D. M. "Time-
Resolved Fluorescence Studies on Site-Directed Mutants of Human Serum
Albumin”. FEBS Lett. 408:, 67, 1997.

(125) Pages, B. J.; Ang, D. L.; Wright, E. P.; Aldrich-Wright, J. R. "Metal
Complex Interactions with DNA". Dalt. Trans. 44:, 3505, 2015.

(126) Kellett, A.; Molphy, Z.; Slator, C.; McKee, V.; Farrell, N. P. "Molecular
Methods for Assessment of Non-Covalent Metallodrug-DNA
Interactions". Chem. Soc. Rev. 48:, 971, 2019.

205



Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

(127) Wei, Y.; Guo, L. H. "Binding Interaction between Polycyclic Aromatic
Compounds and DNA by Fluorescence Displacement Method". Environ.
Toxicol. Chem. 28:, 940, 2009.

(128) Biver, T.; Garcia, B.; Leal, J. M.; Secco, F.; Turriani, E. "Left-Handed
DNA: Intercalation of the Cyanine Thiazole Orange and Structural
Changes. A Kinetic and Thermodynamic Approach”. Phys. Chem. Chem.
Phys. 12:, 13309, 2010.

(129) Villarreal, W.; Colina-Vegas, L.; Rodrigues De Oliveira, C.; Tenorio, J.
C.; Ellena, J.; Gozzo, F. C.; Cominetti, M. R.; Ferreira, A. G.; Ferreira, M.
A. B.; Navarro, M.; Batista, A. A. "Chiral Platinum(ll) Complexes
Featuring Phosphine and Chloroquine Ligands as Cytotoxic and
Monofunctional DNA-Binding Agents". Inorg. Chem. 54:, 11709, 2015.

(130) Makovets, S. DNA Electrophoresis- Methods and Protocols, 1st ed.;
Walker, J. M., Ed.; Humana Press: London, 2013.

(131) Alotaibi, S. H.; Momen, A. A. Anticancer Drugs’ Decoxyribonucleic
Acid (DNA) Interactions. In Biophysical Chemistry - Advance
Applications resembles; Chetty, G., Ed.; IntechOpen: London, 2012; pp 1-
24,

(132) Chen, J. C.; Jockusch, R. A. "Protomers of DNA-Binding Dye Fluoresce
Different Colours: Intrinsic Photophysics of Hoechst 33258". Phys. Chem.
Chem. Phys. 21:, 16848, 2019.

(133) Bucevicius, J.; Lukinavi¢ius, G.; Gerasimaite, R. "The Use of Hoechst
Dyes for DNA Staining and Beyond". Chemosensors 6:, 1, 2018.

(134) Moravek, Z.; Neidle, S.; Schneider, B. "Protein and Drug Interactions in
the Minor Groove of DNA". Nucleic Acids Res. 30:, 1182, 2002.

(135) Oguey, C.; Foloppe, N.; Hartmann, B. "Understanding the Sequence-
Dependence of DNA Groove Dimensions: Implications for DNA
Interactions™. PLoS One 5:, 1, 2010.

(136) de Oliveira, T. D.; Plutin, A. M.; Luna-Dulcey, L.; Castellano, E. E.;
Cominetti, M. R.; Batista, A. A. "Cytotoxicity of Ruthenium-N,N-
Disubstituted-N’-Acylthioureas Complexes". Mater. Sci. Eng. C 115;,
111106, 2020.

(137) Bianchi, G.; Oliva, L.; Cascio, P.; Pengo, N.; Fontana, F.; Cerruti, F,;
Orsi, A.; Pasqualetto, E.; Mezghrani, A.; Calbi, V.; Palladini, G.; Giuliani,
N.; Anderson, K. C.; Sitia, R.; Cenci, S. "The Proteasome Load versus
Capacity Balance Determines Apoptotic Sensitivity of Multiple Myeloma
Cells to Proteasome Inhibition". Blood 113:, 3040, 2009.

(138) Manasanch, E. E.; Orlowski, R. Z. "Proteasome Inhibitors in Cancer
Therapy". Nat. Rev. Clin. Oncol. 14:, 417, 2017.

(139) Rastogi, N.; Mishra, D. P. "Therapeutic Targeting of Cancer Cell Cycle
Using Proteasome Inhibitors™. Cell Div. 7:, 1, 2012.

(140) Siu, F. M,; Lin, I. W. S;; Yan, K.; Lok, C. N.; Low, K. H.; Leung, T. Y.
C.; Lam, T. L.; Che, C. M. "Anticancer Dirhodium(ll,1l) Carboxylates as

206



Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

Potent Inhibitors of Ubiquitin-Proteasome System". Chem. Sci. 3:, 1785,
2012.

(141) Tong, M.; Smeekens, J. M.; Xiao, H.; Wu, R. "Systematic Quantification
of the Dynamics of Newly Synthesized Proteins Unveiling Their
Degradation Pathways in Human Cells". Chem. Sci. 11:, 3557, 2020.

(142) Santos, A. F.; Schiefer, E. M.; Atherino, M. C.; Atherino, J. C.; Negri, L.
H.; Weffort-Santos, A. M.; Crisma, A. R.; de Souza, W. M.; Felipe, K. B.
"Schiefer Counter: An Alternative Method for Clonogenic Assay
Evaluation". J. Pharmacol. Toxicol. Methods 106911, 2020.

(143) Carneiro, B. A.; El-Deiry, W. S. "Targeting Apoptosis in Cancer
Therapy". Nat. Rev. Clin. Oncol. 17:, 395, 2020.

(144) Chaudhry, R. J. G.-S. "Understanding Apoptosis and Apoptotic
Pathways Targeted Cancer Therapeutics™. J. Cardiovasc. Thorac. Res. 7:,
113, 2015.

(145) Lin, L.; Baehrecke, E. H. "Autophagy, Cell Death, and Cancer". Mol.
Cell. Oncaol. 2:, 1, 2015.

(146) Pucci, B.; Kasten, M.; Giordano, A. "Cell Cycle and Apoptosis 1".
Neoplasia 2:, 291, 2000.

(147) Almeida, V. L. De; Leitdo, A.; Barrett, C.; Alberto, C.; Luis, C. "Céancer
e Agentes Antineoplasicos Ciclo-Celular Especificos e Ciclo-Celular Ndo
Especificos Que Interagem Com o DNA: Uma Introducdo”. Quim. Nova
28:, 118, 2005.

(148) Ribeiro, G. H.; Guedes, A. P. M.; de Oliveira, T. D.; de Correia, C. R. S.
T. B.; Colina-Vegas, L.; Lima, M. A.; Nbbrega, J. A.; Cominetti, M. R.;
Rocha, F. V.; Ferreira, A. G.; Castellano, E. E.; Teixeira, F. R.; Batista, A.
A. "Ruthenium(ll) Phosphine/Mercapto Complexes: Their in Vitro
Cytotoxicity Evaluation and Actions as Inhibitors of Topoisomerase and
Proteasome Acting as Possible Triggers of Cell Death Induction”. Inorg.
Chem. 59:, 2020.

(149) Pérez, H.; Corréa, R. S.; Plutin, A. M.; Alvarez, A.; Mascarenhas, Y. "N-
Benzoyl-N',N'-Dimethylthiourea”. Acta Crystallogr. Sect. E Struct.
Reports Online 67:, 1, 2011.

(150) Arslan, H.; Florke, U.; Kiilcii, N. "N’-(4-Chloro-benzoyl)-N,N-
Di-phenyl-thio-urea”. Acta Crystallogr. Sect. E 59:, 0641, 2003.

(151) Barolli, J. P.; Corréa, R. S.; Miranda, F. S.; Ribeiro, J. U.; Bloch, C.;
Ellena, J.; Moreno, V.; Cominetti, M. R.; Batista, A. A. "Polypyridyl
Ruthenium Complexes: Novel DNA-Intercalating Agents against Human
Breast Tumor". J. Braz. Chem. Soc. 28:, 1879, 2017.

(152) Colina-Vegas, L.; Luna-Dulcey, L.; Plutin, A. M.; Castellano, E. E,;
Cominetti, M. R.; Batista, A. A. "Half Sandwich Ru(ll)-Acylthiourea
Complexes: DNA/HSA-Binding, Anti-Migration and Cell Death in a
Human Breast Tumor Cell Line". Dalt. Trans. 46:, 12865, 2017.

207



Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

7 - APENDICE

208



Caracterizagoes - Complexos [Ru(NS)(dppb)(dphppy)]PFs

(Série AMP)

Parte |- Dados de ressonancia magnética nuclear 1D e 2D

AMP1 - AMP5

Mercapto ligands (NS)

[ 3 I
C 4
C, oH” "~ N\cs
\ L 1)
tzdt | mpac
C4 C4
AN
03/ \N is/ N
C C C C
NN SRR\
N SH N SH
pySm damp

FIGURA Al- Padréo de numeracgéo das estruturas dos complexos AMP para as

atribuicdes de RMN.

209

Apéndice




Galbivicl Ft. Rilieine (péndice
/ [No. [ No. p =C H via HSQC 'THP HMBC | 'H-"C HMBC | \
®[Px | — |00t | — — "
sk X1 1T seskehe 1349d(44) *% &-‘k
75 13504 (12) 7881(9.1) 2H T 5
35 130.2 dd (21, 10) 7491(7.1) 2H 0.0 1349
T 1327-1332m 757-762miH | -10.0
sof X2 T 1340 d (35)
ETE: T327-1332m 736-743m2A | 100
35 130.2 dd (21, 10) 734-740m2H | -10.0 1340
T T316-1323 m 740-745miH | -10.0
g P %o *(referente ao atomo de fosforo)
31p- _
Ex. *'P; -10.0 t (21) **(referente a qual anel )
a4 *h *c *#*(referente a posicao do(s) atom(s)o de H e C no anel)
1B3C- 12
Ex. PC; 1349 d (44) *#%* (atomo(s) de fosforo que acopla com o
respectivo hidrogénio(s))
*a *b *c *d sk kokk (A
Ex. 'H; 7.88 t1 (9.1) 2H (latomlo(s) dﬁe (.:arbono que acopla com o
respectivo hidrogénio(s))
ke *p  “a(deslocamento quimico)
Ex. BC; 132.7 - 1332 m e .
> 17 27 *b (multiplicidade do sinal)
%o b *d *¢ (valor da constante de acoplamento)
1 N I - r . o~ .
Ex. 'H; 7.57 -7.62 m 1H *d (quantidade de atomos de hidrogénio
correspondente ao sinal)

\_

*e (faixa do deslocamento quimico ref. ao multiplet(y

ESQUEMA Al- Detalhamento geral dos significados dos termos das
TABELAS Al1-A5 e A9-A13, que descrevem a atribuicdo dos dados de RMN

dos complexos AMP e SPPM.
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TABELA Al- Atribuicdes dos espectros de RMN de 'H, P {’H} e **C {'H} e
dados de correlagdo heteronuclear 2D em acetonitrila para AMPL.

Deslocamento quimico (ppm), constantes de acoplamento (Hz), multiplicidade e

integral.
No. No. Ip Bc "H via HSQC "HP HMBC | TH-C HMBC
Px | - -100t21) [ — |
X1 1 134.9 d (44)
2.6 135.0 d (12) 7.881(9.1) 2H -10.0
35 130.2 dd (21; 10) 7.491l (7.1) 2H -10.0 134.9
4 132.7-133.2m 7.57-7.62m 1H -10.0
X2 1 134.0 d (35)
276" 132.7-133.2m 7.38-7.43m 2H -10.0
3,5 130.2 dd (21; 10) 7.34-7.40m 2H -10.0 134.0
4 131.6 - 132.3m 7.40-7.45m 1H -10.0
Xpy 17 171.1 d (55)
2” 149.1 d (15) 7.56-7.61m 1H -10.0 128.9; 138.4;
171.3
3” 129.9d (7) 6.90 tl (6.0) 1H 51.4; -10.0 128.9; 139.5;
149.1
4”7 137.8-138.9m 7.70t1(7.5;1.3)1H | -10.0 149.1; 171.1
(138.6 d (2))
5” 128.9d (7) 7.53-7.62m 1H 171.3
PA 51.4 dd
(34; 21)
Al 1 130.6 —131.3m
(131.0 d (40))
2.6 135.4-135.9m 8.03 1l (8.2) 1H 51.4;-10.0
3,5 128.9d (7) 7.53-7.62m 2H 51.4 131.0
4 131.6 —132.3m 7.57-7.65m 1H 51.4;-10.0
A2 1" 138.0 —138.9m
(138.4 d (44))
2’6" 131.6 -132.3m 7.32-7.41m2H 51.4; -10.0
(131.8 (6))
3”5 128.13 dd (17; 9) 6.95-7.04 m 2H 51.4 138.4
4 129.9 - 130.4m 7.00-7.07m 1H
(129.7 s)
PM 38.0dd
(34; 21)
M1 1 139.5 d (44)
2.6 131.6 —132.3m 7.17-7.25m2H 38.0
3,5 128.9 d (7) 7.19-7.27m2H 38.0 139.5
4 129.9 - 130.4m 7.23-7.31m1H 38.0
(130.2 dd (21; 10))
M2 1" 138.1 - 127.3 (*)
2’6 135.0d (12) 7.07-7.15m2H 38.0
3”5 128.13 dd (17; 9) 6.73-6.81m 2H 38.0
4 130.6 — 131.3m 7.10-7.17m1H 38.0
(130.8 s)
pyS 17 180.3 s
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2" 148.6 d (44) 6.051(6.5;1.1) 1H | 38.0 116.7; 135.6;
180.3
37 116.9s 5.70 dl (5.2) 1H 38.0 127.3; 148.7
4 135.4-135.9m 6.82dl (8.1) 1H 148.7; 180.3
5" 127.3s 6.381(7.8; 1.1) 1H 116.7; 180.3
Alif. 17 27.3d (31) 3.21-3.30m 1H 51.4
27.3d (31) 2.63-2.77m1H 51.4
2 20.5d (5) 1.21-1.35m 1H 51.4
20.5d (5) 0.76-0.91m 1H 51.4
3™ 23.0 (s) 1.56 — 1.73m 1H 38.0
23.0 (s) 0.76 -0.93m 1H 38.0
47 30.4 d (31) 2.84-2.96m 1H 38.0
30.4 d (31) 2.43-255m1H 38.0
PFg -144.5 hept
(*Jpe = 705)

tl- tripleto largo, dd- duplo dubleto, hept- hepteto, s- simpleto, t-tripleto,

tt- triplo tripleto.
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TABELA A2- Atribuices dos espectros de RMN de 'H, *'P {’H} e **C {'H} e
dados de correlagdo heteronuclear 2D em acetonitrila para AMP2.

Deslocamento quimico (ppm), constantes de acoplamento (Hz), multiplicidade e

integral.
No. No. Ip Bc 'H via HSQC 'H-'P HMBC | 'H-®C HMBC
Px | - 7.1t(21)
X1 1 | - 132.1d (37)
26 |- 135.3-135.9m 7.87 dd (11.1; 7.8) 2H 7.1
35 | 129.6 d (10) 7.41-7.47m 2H 7.1 132.1
A 130.9 (s) 7.53-7.59m 1H 7.1
X2 17| 133.4 d (37)
26 | - 132.8-133.1m 7.30-7.37m2H 7.1
35 | 129.8 —130.5m 7.32-7.37m2H 7.1 133.4
VA — 131.9-132.4m 7.42-7.48m 1H 7.1
(132.1s)
Xpy 17 ] 171.7 d (56)
2” 148.9 d (15) 7.60 —7.63m 1H 7.1 138.8
3| 128.8 -129.2m 7.06 —7.10 m 1H 7.1 128.0; 148.9
VA — 138.8d (3) 7.791(7.8; 1.6) 1H 7.1 148.9; 171.7
5 | 128.0 d (10) 7.50 - 7.55m 1H 171.7
PA 53.3dd
(34; 21)
Al 1| - 133.9 d (40)
26 |- 135.3-135.9m 8.01 dd (9.6; 8.4) 2H 53.3;-7.1
35 | 128.2 -128.8m 7.55 - 7.60 m 2H 53.3 133.9
VA 131.5 dd (7; 4) 7.60 — 7.66 m 1H 53.3
A2 17 ] 140.6 d (43)
26 | - 131.5 dd (7; 4) 7.60 — 7.66 m 2H 53.3
35 | 128.0 d (10) 7.33-7.40m 2H 53.3 140.6
VA 132.8-133.2m 7.30-7.37m 1H 53.3
PM 40.1 dd
(34; 21)
M1 I 139.4 d (44)
26 |- 131.5dd (7; 4) 7.16 11 (7.9) 2H 40.1
35 | 128.8 -129.2m 7.22-7.30m 2H 40.1 139.5
A 129.9s 7.25-7.31m1H 40.1
M2 17 ] 130.5 d (39)
26 | - 135.0 d (11) 7.01-7.08m 2H 40.1;-7.1
35 | 128.0 d (10) 6.72t(7.2) 2H 40.1 130.5
VA — 1309 s 7.07-7.12m1H 40.1
tzdt 17| 185.8 s
P 58.3d (5) 2.19-2.29m 1H 185.8; 31.6
----- 58.3d (5) 1.58 —1.70 m 1H 40.1 185.8; 31.6
3| 31.0-31.6m 2.26-2.34m 1H 185.8; 58.3
----- 31.0-31.6m 2.02-2.12m1H 58.3
Alif 177 ] 27.5d (30) 3.05-3.15m 1H 53.3
----- 27.5d (30) 2.68-2.83m 1H 53.3
27| 20.5d (5) 1.20-1.34m 1H 53.3
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----- 20.5d (5) 0.60-0.77m 1H 53.3
3| - 232s 157 -1.71m 1H 40.1
----- 232s 0.74-0.86 m 1H 40.1
PR f— 31.6-31.0m 2.72-2.83m1H 40.1
31.6-31.0m 2.48-2.61m1H 40.1
PFg -144.5 hept
(*Jpe = 705)

tl- tripleto largo, dd- duplo dubleto, hept- hepteto, s- simpleto, t-tripleto,
tt- triplo tripleto.
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TABELA A3- Atribuices dos espectros de RMN de 'H, *'P {’H} e **C {'H} e
dados de correlagdo heteronuclear 2D em acetonitrila para AMP3.

Deslocamento quimico (ppm), constantes de acoplamento (Hz), multiplicidade e

integral.
No. No. Ip Bc "H via HSQC "H-P HMBC | 'H-®C HMBC
Px | - -1120t21) | — |
X1 ] 131.3d (35)
26 |- 134.2 -134.8m 7.88dd (10.1;7.5) 2H | -11.0
(134.5 d (12))
35 | 130.3 d (10) 7.45-7.62m 2H -11.0 131.3
A 133.3s 7.56 - 7.62m 1H -11.0
X2 17| - 133.6 d (35)
26 | 132.8 d (10) 7.36-7.41m2H -11.0
35 | 130.3 d (10) 7.32-7.39m 2H -11.0 133.6
VN 132.2 s 7.40 - 7.46 m 1H -11.0
Xpy 17 ] 170.9 d (55)
2” 149.3 d (15) 7.54-7.60m 1H -11.0 129.1;138.7
3| 129.1 dd (20; 11) 6.90 - 6.96 m 1H -11.0 129.1; 149.3
VA — 138.7 d (3) 7.72t(7.8) 1H -11.0; 50.7 149.3; 170.9
5 | 129.1 dd (20; 11) 7.53-7.61m 1H 170.9
PA 50.7 dd
(34; 20)
Al | - 134.2 -134.8m
(134.5 d (40))
26 |- 135.5 d (8) 8.02t(8.7) 2H 50.7; -11.0
35 | 129.1 dd (20; 11) 7.53-7.61m2H 50.7 134.5
X 132.2 s 7.56 —7.63m 1H 50.7;
A2 17 ] 137.9.d (43)
26 | 131.7 t (8) 7.28 -7.36 m 2H 50.7; -11.0
35 | 128.3d (9) 6.95-7.01m 2H 50.7 137.9
VA 129.7 s 6.98 —7.05m 1H 50.7
PM 38.0dd
(34; 22)
M1 | - 139.2 d (45)
26 |- 131.7 t (8) 7.16 -7.25m 2H 38.0
35 | 129.1 dd (20; 11) 7.20-7.25m 2H 38.0 139.2
A 130.0 s 7.25-7.30m 1H 38.0
M2 17 ] 130.5-131.0m
(130.7 d (37))
26 | - 134.9d (11) 7.05-7.13m 2H 38.0 130.7
35 | 128.0 d (10) 6.76 t1 (7.0) 2H 38.0
VA 130.7-131.0m 7.08-7.14m 1H 38.0
(130.9 s)
mpca 17 | - 186.4 s
27| 151.0 s 6.82s 1H 38.0 119.6; 135.8;
165.0; 186.4
3| 119.6 s
VA — 1358 s 7.25-7.31m 1H 186.4; 165.0;
151.0
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57 126.7 s 6.44 d (8.6) 1H 119.6; 186.4
6” 165.0 s
Alif. K — 27.3d (31) 3.14-3.26 m 1H 50.7
----- 27.3d (31) 2.65-2.79m 1H 50.7
N — 20.4d (5) 1.21-1.36m 1H 50.7
----- 20.4d (5) 0.76-0.92m 1H 50.7
3| 23.1(s) 155-1.73m 1H 38.0
----- 23.1(s) 0.74-0.87 m 1H 38.0
P f— 30.4d (31) 2.83-2.94m1H 38.0
30.4d (31) 2.45-257m1H 38.0
PF§ -144.5 hept
(*Jpe =705)

tl- tripleto largo, dd- duplo dubleto, hept- hepteto, s- simpleto, t-tripleto,

tt- triplo tripleto.
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TABELA A4- Atribuicdes dos espectros de RMN de 'H, P {’H} e **C {'H} e
dados de correlagdo heteronuclear 2D em acetonitrila para AMPA4.

Deslocamento quimico (ppm), constantes de acoplamento (Hz), multiplicidade e

integral.
No. No. p Bc 'H via HSQC "H-P HMBC | 'H-"C HMBC
Px | - -108t(21) | - |
X1 v [ 131.3-1319 | -— ||
(131.7 d (39))
26 |- 134.7.d (12) 7.86 1l (7.61) 2H -10.8
35 |- 130.3 dd (9; 5) 7.47-7.54 m 2H -10.8; 50.6
AN [ 132.2s 7.58-7.64 m 1H -10.8 131.7
X2 17| 133.2d@35) | -—— |
26 |- 132.8 d (10) 7.37-7.45 m 2H -10.8
35 | 130.3 dd (9; 5) 7.34-7.43m 2H -10.8 133.2
X - 132.1s 7.43-7.50m 1H -10.8
Xpy 17| 170.7d(55) | -— | -
2 149.1 d (15) 7.48-7.53 m 1H -10.8; 50.6 129.2; 138.8
3| 128.8 —129.3m 6.931t(6.30) 1H -10.8; 50.6 129.2; 149.1
A — 138.8 d (3) 7.73t(7.8;1.7)1H | -10,8 130.0; 149.1;170.7
5 | - 128.8-129.3m 7.53-7.62 m 1H -10.8; 50.6 129.2
PA 50.6 dd
(34; 21)
Al [ - 1341d@41)y | -— |
26 |- 135.5 d (8) 8.03 1 (8.5) 1H 50.6; -10.8
35 |- 128.8 —129.3m 7.53-7.62m 1H 50.6 134.1
AN [ 132.8 d (10) 7.58-7.64m 1H 50.6
A2 17 | e 138.1d (43)
26 |- 131.5 dd (14; 7) 7.28-7.34m 2H 50.6
35 | 128.5 d (9) 7.00-7.07 m 2H 50.6 138.1
VA — 130.0 d (6) 7.04-7.09m 1H 50.6
PM 38.5 dd
(34; 21)
M1 1| e 139.2d@45) | -— |
26 |- 131.5 dd (14; 7) 7.17-7.25m 2H 385
35 |- 128.8 —129.3m 7.20-7.27m 2H 385 139.2
A — 130.0 d (6) 7.23-7.31m 1H 385
M2 17 | e 130.5 - 131.0
(130.7 d (39))
26 |- 135.0d (11) 7.08-7.15m 2H 38.5
35 | 128.1 d(10) 6.76 tl (7.4) 2H 385 130.7
| 130.8-131.1m 7.09-7.14m 1H 385
(130.9 s)
pySm 17 | - 186.2s | - | -
27| e 155.8s 6.05-6.09 m 1H 38.5 114.5; 157.1; 186.2
3| 1145s 575t(J=5.30)1H | 385 157.1
4| 157.1s 7.79.dd (4.7; 2.3) 1H 129.2; 155.8; 186.2
Alif 1™ | e 27.1d (31) 3.16 —3.26 m 1H 50.6
----- 27.1d (31) 2.65-2.78 m 1H 50.6
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-------- 20.5d (5) 1.22-137m1H 50.6
----- 20.5d (5) 0.71-0.88 m 1H 50.6
-------- 23.1s 1.58-1.74m1H 38.5
----- 23.1s 0.76 —0.88 m 1H 38.5
-------- 31.1d(31) 2.87 -2.98 m 1H 38.5
31.1d(31) 2.54 -2.65m 1H 38.5

PF;

-144.5 hept
(*Jpr = 705)

TI- tripleto largo, dd- duplo dubleto, hept- hepteto, s- simpleto, t-tripleto,

tt- triplo tripleto.
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TABELA A5- Atribuicdes dos espectros de RMN de 'H, P {’H} e **C {'H} e
dados de correlagdo heteronuclear 2D em acetonitrila para AMPS.

Deslocamento quimico (ppm), constantes de acoplamento (Hz), multiplicidade e

integral.
No. No. Ip Bc "H via HSQC 'H-'P HMBC | TH-®C HMBC
Px | - -180t(21) | -— ]
X1 R — 136.0d(30) | -—— ||
26 |- 134.0d (11) 7.81-7.88m 2H -18.0
35 |- 130.4 —130.6 m 7.41-7.47m2H -18.0 136.0
A — 132.6 - 132.9m 7.52 -7.57 (t) 1H -18.0
X2 17 ] 1345-135.0m | — |
26 | 131.5-131.9m 7.40 - 7.46 m 2H -18.0
35 |- 130.0 — 130.3m 7.25-7.34m2H -18.0
(130.2 d(9))
A — 131.5-131.9m 7.30-7.34m1H -18.0 134.9
Xpy |17 | 1706d®B4) | -— | -
2” 148.8 d (16) 7.59-7.63m 1H -18.0; 49.7 170.6
37 | 130.4 - 130.7 m 7.00-7.06 m 1H -18.0; 49.7 148.8
A — 138.7d (J=3) 7.78 tt (7.7;1.3) 1H -18.0 170.6; 148.8
5 | - 130.4 — 130.7 m 7.59 -7.64m 1H -18.0 170.6
PA 49.7 dd
(35/21)
Al 7| 136.5d40) | -— | -
26 |- 135.6 dd (10; 2) 8.08-8.15m 2H 49.7;-18.0
35 |- 128.9-129.2m 7.59 —7.65m 2H 49.7
AN — 132.1s 7.65-7.69m 1H 49.7 136.5
A2 17| 139.9 d (44)
26 | - 132.6 —133.0m 7.37-7.44m2H 49.7
35 |- 128.1 dd (9; 4) 7.06 —7.13m 2H 49.7 139.9
A — 129.6 s 7.13-7.20m 1H 49.7
PM 38.5dd
(35/21)
M1 R — 138.6-139.2m | - | -
(138.9 d (45))
26 |- 132.3d (8) 7.22-7.29m 2H 38.5
35 |- 128.7 d (9) 7.18-7.24m2H 38.5 138.9
O N.D. 7.18 - 7.24 m 1H* 38.5
M2 17| 131.1d (38)
26 | - 134.6 d (10) 7.06 —7.13 m(t) 2H 38.5
35 |- 128.1 dd (9; 4) 7.79 — 6.85 m(t) 2H 38.5 131.1
4| 130.4—130.7 m 7.06-7.12m 1H 38.5
damp | 1”7 | - 183.6s |- | -
27| 162.6s | -
37| - 79.1s 4.26s 1H 385 183.6; 162.6;
162.3
A — 162.3s | -
NH, 4.76 s 2H
NH, 3.55s 2H
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Alif. 17 ] - 27.6d (31) 3.11-321m1H 49.7
----- 27.6d (31) 2.63-251m1H 49.7
A - 20.3d (4) 1,24 -1.42m 1H 49.7
----- 20.3d (4) 0.81-1.01m 1H 49.7
3| 237s 1.46 — 1.61 m 1H 385
----- 237s 0.65-0.77 m 1H 38.5
P f— 31.1d (32) 2.85-2.96m 1H 38.5
31.1d(32) 2.21-234m1H 38.5
PFg -144.5 hept
(*Jpe = 705)

tl- tripleto largo, dd- duplo dubleto, hept- hepteto, s- simpleto, t-tripleto,

tt- triplo tripleto.
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Espectros e mapas de correlacao de RMN 1D e 2D do complexo
[Ru(pyS)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP1), Figura A2 a Figura A8

8.2 7.9 7.6 7.3 7.0 6.4 6.1 5.8 5.5

FIGURA A2- Regido desblindada do espectro de RMN 'H do complexo
[Ru(pyS)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP1) em CD;CN.
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FIGURA A3- Regifo blindada do espectro de RMN 'H do complexo
[Ru(pyS)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP1) em CD;CN.
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el J _—
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f1 (ppm)

FIGURA A4- Espectro de RMN BC{'H} do complexo
[Ru(pyS)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP1) em CD3;CN.

[52 150 148 146 144 142 140 138 136 134 132 130 128 126
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FIGURA A5- Regido desblindada do espectro de RMN *C{*H} do
complexo [Ru(pyS)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP1) em CD;CN.
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FIGURA A6- Mapas de correlagdo de RMN 2D: (A) 'H-*P HMBC
(constante de acoplamento de curta distancia, 6 Hz) e (B) 'H-'H COSY do
complexo [Ru(pyS)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP1) em CD3;CN.

223



Cabiiel J. Ribeino Apéndice

[(A)
120
S, Dy P . I
by 2 &= 130
o P = @
- 1140

= e @ 150

f1 (ppm)

r160

r170

180

||||||||||||||||||||||||||||||

=0

r130

’ « 140

- ® o ° H150

f1 (ppm)

r160
r170

— @ i a0 r180

8.1 74 6.7 6.0
12 (ppm)

FIGURA A7- Mapas de correlagdo de RMN 2D: (A) 'H-*C HSQC e (B)
'H-C HMBC do complexo [Ru(pyS)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP1) em
CDsCN.
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FIGURA A8- Mapas de correlacdo de RMN 2D: (A) 'H-*P HMBC
(constante de acoplamento de curta distancia, 6 Hz) e (B) *H-**C HSQC do
complexo [Ru(pyS)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP1) em CD3;CN.
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Espectros e mapas de correlacao de RMN 1D e 2D do complexo
[Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP2), Figura A9 a Figura Al5
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FIGURA A9- Regido desblindada do espectro de RMN 'H do complexo
[Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP2) em CDsCN.
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FIGURA A10- Regifo blindada do espectro de RMN 'H do complexo
[Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP2) em CD3CN.
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FIGURA All- Espectro de RMN “C{'H} do complexo
[Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP2) em CDsCN.
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FIGURA A12- Regido desblindada do espectro de RMN *C{*H} do

complexo [Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP2) em CD;CN.
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FIGURA A13- Mapas de correlagdo de RMN 2D: (A) 'H-**P HMBC
(constante de acoplamento de curta distancia, 6 Hz) e (B) *H-'H COSY do
complexo [Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP2) em CD;CN.
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FIGURA Al4- Mapas de correlacdo de RMN 2D: (A) *H-*C HSQC e (B)
'H-*C HMBC do complexo [Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP2) em

CD;CN.
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FIGURA A15- Mapas de correlagdo de RMN 2D: (A) 'H-**P HMBC
(constante de acoplamento de curta distancia, 6 Hz) e (B) *H-**C HSQC do
complexo [Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP2) em CD;CN.
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Espectros e mapas de correlagio de RMN 1D e 2D do complexo

[Ru(mpca)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP3), Figura A16 a Figura A22
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FIGURA Al6- Regido desblindada do espectro de RMN 'H do complexo
[Ru(mpca)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP3) em CD;CN.
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FIGURA Al7- Regifo blindada do espectro de RMN 'H do complexo
[Ru(mpca)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP3) em CD;CN.
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FIGURA A18- Espectro de RMN “C{'H} do complexo
[Ru(mpca)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP3) em CD5;CN.
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FIGURA A19- Regi&o desblindada do espectro de RMN “*C{*H} do complexo
[Ru(mpca)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP3) em CD5;CN.
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FIGURA A20- Mapa de correlagdo de RMN 2D 'H-'H COSY do complexo

[Ru(mpca)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP3) em CD5;CN.
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FIGURA A21- Mapas de correlacdo de RMN 2D: (A) 'H-"*C HSQC e
(B) *H-"*C HMBC do complexo [Ru(mpca)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP3) em
CD;CN.
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FIGURA A22- Mapa de correlagdo de RMN 2D *H-*C HSQC do complexo

[Ru(mpca)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP3) em CD5;CN.

235



Apéndice

Espectros e mapas de correlagio de RMN 1D e 2D do complexo
[Ru(damp)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP5), Figura A23 a Figura A29
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FIGURA A23- Regido desblindada do espectro de RMN 'H do complexo

[Ru(damp)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP5) em CD5CN.
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FIGURA A24- Regido blindada do espectro de RMN 'H do complexo

[Ru(damp)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP5) em CD5CN.
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FIGURA A25- Espectro de RMN “C{'H} do complexo
[Ru(damp)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP5) em CD;CN.
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FIGURA A26- Regi&o desblindada do espectro de RMN **C{*H} do complexo
[Ru(damp)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP5) em CD3CN.
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FIGURA A27- Mapa de correlacdo de RMN 2D 'H-'H COSY do complexo
[Ru(damp)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP5) em CD3CN.
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FIGURA A28- Mapas de correlacdo de RMN 2D: (A) 'H-*C HSQC e (B)
'H-C HMBC do complexo [Ru(damp)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP5) em
CDsCN.
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FIGURA A29- Mapa de correlagdo de RMN 2D *H-*C HSQC do complexo
[Ru(damp)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP5) em CD3CN.
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FIGURA A30- Espectros de RMN de *P {*H} dos complexos AMP em
DMSO/DMEM registrados com 0,5 h. Espectros registados com 5K de scans.
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FIGURA A31- Espectros de RMN de *'P {*H} dos complexos AMP em
DMSO/DMEM registrados com 60 h. Espectros registados com 5K de scans.
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Parte I1- Dados cristalograficos dos complexos

TABELA AG6- Principais parametros cristalograficos para as estruturas obtidas para os complexos [Ru(pyS)(dppb)(dphppy)]PFs

(AMP1) e [Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP2).

Compound AMP1 AMP2

Empirical formula Cso Has F§ N, P4 RU S CagHis Fs N, PLRU S,

Formula weight 1045.90 1051.92

Temperature 296(2) K 293(2) K

Wavelength 0.71073 A 0.71073 A

Crystal system Monoclinic Triclinic

Space group P 21/c P-1

Unit cell dimensions a=14.966(2) A =90°. a=11.9069(6) A = 88.592(4)°
b = 15.4067(19) A =107.280(4)° b=13.6132(7) A [ = 89.434(4)°
c=21.782(3) A =90° c=14.6833(8) A [1=76.637(4)°

Volume 4795.7(11) A3 2314.9(2) A3

VA 4 2

Density (calculated) 1.449 Mg/m3 1.509 Mg/m3

Absorption coefficient 0.564 mm-1 0.628 mm-1

F(000) 2136 1072

Crystal size 0.172 x 0.1331 x 0.111 mm3 0.097 x 0.089 x 0.076 mm3

Theta range for data collection 1.425 to 25.996°. 2.452 to 25.997°.

Index ranges

-16<=h<=18, -19<=k<=17, -26<=1<=26

-14<h<14,-16<k<16,-18<1<18

Reflections collected

46741

46382

Independent reflections

9413 [R(int) = 0.0345]

9092 [R(int) = 0.0646]

Completeness to theta = 25.242°

100.0%

99.9%

Max. and min. transmission

None

None

Refinement method

Full-matrix least-squares on F2

Full-matrix least-squares on F2

Data / restraints / parameters

9413/0/577

9092 /0/569

Goodness-of-fit on F2

1.074

1.059

Final R indices [1>2sigma(l)]

R1 =0.0393, wR2 = 0.0951

R1 = 0.0464, wR2 = 0.1096

R indices (all data)

R1 =0.0567, wR2 = 0.1095

R1=0.0704, wR2 = 0.1281

Extinction coefficient

n/a

0.0011(4)

Largest diff. peak and hole

0.814 and -0.783 e.A-3

0.960 and -0.793 e.A-3
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TABELA A7- Principais parametros cristalograficos para as estruturas obtidas para os complexos [Ru(mpca)(dppb)(dphppy)]PFs

(AMP3) e [Ru(pySm)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP4) e [Ru(damp)(dppb)(dphppy)]PFs (AMPS5).

Compound AMP3 AMP4 AMP5

Empil’ical fOrmUIa C53 H5z F6 NZ 03 P4 Ru S C50 H47 CIZ Fe N3 P4 Ru S C49 H47 Fe N5 P4 Ru S

Formula weight 1135.97 1131.81 1076.92

Temperature 293(2) K 296(2) K 296(2) K

Wavelength 0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A

Crystal system Monoclinic Triclinic Monoclinic

Space group P 2l/c P-1 P 21/n

Unit cell dimensions a=16.7548(14) A =90° a=11.6100(3) A = 83.7760(10)° a=15.4939(3) A =90°
b =14.7953(10) A =97.661(7)° b=15.2784(4) A [1=73.4450(10)° b=18.2001(4) A = 108.5310(10)°
¢ =20.9407(16) A =90° c=15.6993(4) A 1= 69.3920(10)° c=18.9303(4) A = 90°

Volume 5144.7(7) A3 2498.43(11) A3 5061.39(18) A3

Z 4 2 4

Density (calculated) 1.467 Mg/m3 1.504 Mg/m3 1.413 Mg/m3

Abs. coefficient 0.536 mm-1 0.652 mm-1 0.538 mm-1

F(000) 2328 1152 2200

Crystal size 0.222 x 0.213 x 0.122 mm3 0.121 x 0.111 x 0.097 mm3 0.166 x 0.155 x 0.131 mm3

Theta range for data collection

2.571 to 25.998°.

1.424 to 25.999°.

1.486 to 26.000°.

Index ranges

-20<h<15,-18<k<16,-25<1<24

-14<h<13,-18<k<18,-19<1<19

-19<h<19,-22<k<21,-23<1<18

Reflections collected

19790

45059

40907

Independent reflections

10110 [R(int) = 0.0562]

9798 [R(int) = 0.0404]

9957 [R(int) = 0.1260]

Completeness to theta = 25.242° 99.9% 99.8% 100.0%
Absorption correction Semi-empirical from equivalents None None
Max. and min. transmission 1.00000 and 0.92730 none None

Refinement method

Full-matrix least-squares on F2

Full-matrix least-squares on F2

Full-matrix least-squares on F2

Data / restraints / parameters

10110/0/632

9798 /0/604

9957 /0/595

Goodness-of-fit on F2

1.024

1.042

0.805

Final R indices [1>2sigma(l)]

R1 =0.0576, wR2 = 0.1386

R1=0.0390, wR2 = 0.1011

R1=0.0616, wR2 = 0.1727

R indices (all data)

R1=0.1115 wR2 = 0.1737

R1 =0.0442, wR2 = 0.1065

R1 =0.0801, wR2 = 0.1951

Extinction coefficient

n/a

n/a

n/a

Largest diff. peak and hole

0.821 and -0.719 e.A-3

0.928 and -0.816 e.A-3

0.934 and -1.094 e.A-3

243

(péndice




Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

Parte I11- Dados de voltametria dos complexos
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FIGURA A32- Voltamogramas ciclico registrado em presenca de: (A)
[Ru(pyS)(dppb)(dphppy)IPFs  (AMP1),  (B)  [Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFs
(AMP2), (©) [Ru(mpca)(dppb)(dphppy)]PFe (AMP3), (D)
[Ru(pySm)(dppb)(dphppy)IPFs (AMP4) e (E) [Ru(damp)(dppb)(dphppy)]PFs
(AMP5) em solucdo 0,1 mol L™ de PTBA em diclorometano a 100 mV s™.
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Parte IV- Dados de analise elementar, condutividade e espectroscopia de

absorcdo na regido do infravermelho e UV/visivel dos complexos

[Ru(pyS)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP1). Rendimento 99 mg (82%). Analise
elementar (%) Calc. para C50H46F6N2P4RuS: C 57.05; H 4.32; N 1.97; S 2.91
Encontrado: C 57.25; H 4.71; N 2.47; S 3.06. Selecionado IR (KBr, cm™):
v(C—H) 3072, 2936 e 2864; v(C=C, py) 1585; v C=N /6 C—N 1549; v (C = C,
ring phosphine) 1489; v (C=N, py) 1450; v (C=N) 1433; v (C=C, ¢) 1420;
v (C—S) 1268; B (C—H, ¢) 1159; v (C—S) 1136; q 1093; v ring 1001; v (PFg)
840; y (C—S) 740; v (CH, ¢) 695; v (P—CH?2) 664; v (PF6) 558; v (P—C, ¢)
518; y 508; v (Ru—S) 464; v (Ru—N) 413. UV/vis [DMSO; A max, nm
(e, Mt cm™)]: 262 (31958), 396 (13201), 352 (5392). Condutividade molar
(uS/cm, DMSO) 33.7.

[Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP2) Rendimento 92 mg (75%). Analise
elementar (%) Calc. for C48H46F6N2P4RuS2: C 63.21; H 5.42; N 3.07; S 7.03;
Encontrado: C 63.06; H 5.35; N 2.83; S 6.92. Selecionado IR (KBr, cm™):
v (C—H) 3071, 2932 and 2848; v (C=C, py) 1588; v (C = C, ring phosphine)
1482; v (C=N, py) 1449; v (C=N) 1435; v (C=C, ¢) 1413; v (C—S) 1273;
B (C—H, ¢) 1159; v (C—S) 1132; q 1095; vring 999; v (PF6) 837; vy (C—S)
740; vy (CH, ¢) 698; v (P—CH,) 660; v (PF6) 557; v (P—C, ¢) 519; y 507;
v (Ru—S) 463; v (Ru—N) 413. UV/vis [DMSO; A max, nm (g, M cm™)]: 262
(30815), 308 (6061), 366 (2207). Condutividade molar (uS/cm, DMSO) 36.1.

[Ru(mpca)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP3). Rendimento 109 mg (86%). Analise
elementar (%) Calc. for C51H46F6N202P4RuS.1/4CH2CI2: C 55.26; H 4.48;
N 2.51; S 2.88; Encontrado: C 55.47; H 3.96; N 2.29; S 2.69. Selected IR
(KBr, cm™): v (O—H) 3351; v (C—H) 3071, 2935 and 2862; v (C=0) 1715;
v (C=C)py 1585; v C=N / & C—N 1546; v (C = C, ring phosphine) 1481;
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1265; p (C—H, ¢) 1152; v (C—S) 1135; q 1092; v ring 1001; v (PFs") 845;
v (C—S) 738; v (CH, ¢) 695; v (P—CH,) 660; v (PF¢) 561; v (P—C, ¢) 519;
y 507; v (Ru—S) 461; v (Ru—N) 420. UV/vis [DMSO; A max, nm (¢, M™ cm’
H]: 262 (28277), 358 (6832). Condutividade molar (uS/cm, DMSO) 34.1.

[Ru(pySm)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP4). Rendimento 108 mg (89%). Analise
elementar (%) Calc. for C49H45F6N3P4RuS: C 54,95; H 4,55; N 3.90; S 2.97;
Encontrado: C 54.99; H 4.43; N 3.27; S 2.87. Selecionado IR (KBr, cm™):
v (C—H) 3059, 2939 and 2866; v (C=C) py 1583; v C=N / 8 C—N 1543;
v (C=C, ring phosphine) 1482; v (C=N, py) 1450; v (C=N) 1433; v (C—S) 1257,
B (C—H, ¢) 1160; v (C—S) 1136; q 1094; v ring 1001; v (PF6) 839; y (C—S)
738; vy (CH, ¢) 695; v (P—CH,) 668; v (PF6) 558; v (P—C, ¢) 519; y 508;
v (Ru—S) 464; v (Ru—N) 420. UV/vis [DMSO; A max, nm (g, M cm™)]: 262
(25185), 306 (8456), 356 (ombro). Condutividade molar (uS/cm, DMSQ) 33.9.

[Ru(damp)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP5). Rendimento 99 mg (79%). Analise
elementar (%) Calc. for C49H47F6N5P4RuUS.3/2CH,Cl,: C 52.48; H 4.55;
N 6.16; S 2.82; Encontrado: C 52.48; H 4.57; N 5.71; S 2.68. Selecionado IR
(KBr, cm™): v (N—H, NH,) 3503 — 3200; v (C—H) 3059, 2932 and 2856;
o0 (N—H, NH2) 1543 v (C=C, py) 1584; v C=N / 6 C—N 1535; v (C = C, ring
phosphine) 1474; v (C=N, py) 1448; v (C=N) 1433; v (C=C, ¢) 1409; 6 (N—H)
and v (C=C) 1321; v (C—S) 1253; B (C—H, ¢) 1160; v (C—S) 1130; g 1091;
v ring 999; v (PF¢) 847; v (C—S) 744; vy (CH, ¢) 700; v (P—CH,) 656; v (PFs)
558; v (P—C, ¢) 519; y 507; v (Ru—S) 462; v (Ru—N) 424. UV/vis [DMSO;
A max, nm (g, M cm™)]: 262 (30982), 306 (9087), 368 (2296). Condutividade
molar (uS/cm, DMSQO) 35.4.
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FIGURA A33- Espectros de absor¢do na regido do UV/Vis para (A)
[Ru(pyS)(dppb)(dphppy)IPFs  (AMP1),  (B)  [Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFs
(AMP2), (C)  [Ru(mpca)(dppb)(dphppy)]PFs  (AMP3), (D)
[Ru(pySm)(dppb)(dphppy)IPFs (AMP4) e (E) [Ru(damp)(dppb)(dphppy)]PFs
(AMP5) em dimetilsulfoxido.
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TABELA A8- Dados dos espectros de absorcdo na regiao do UV/Vis dos

complexos.

Complexo A Absortividade molar (g)
(nm) (cm™ mol™ L)

AMP1 262 31958 +£2914
296 13201 +911
352 5392 + 382

AMP2 262 30815 + 434
308 6061+14
366 2207 £ 21

AMP3 262 28277 =489
358 6832+44

AMP4 262 25185 + 462
306 8456 £ 60
356* Ombro

AMP5 262 30982 + 1707
306 9087 £ 21
368 2296 + 4
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FIGURA A34- Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo
AMP1,
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Parte V- Dados de espectroscopia da supressédo da fluorescéncia da HSA
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FIGURA A35- Espectros de fluorescéncia da HSA na auséncia e presenca dos
compostos em diferentes razbes [composto]/[HSA] (a=0; b=1; c=2; d= 3; e=
4; f=5; g= 6 e h=7), com comprimento de onda de excitacdo a 270 nm, a 25°C
(A)  [Ru(pyS)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP1), (B)
[Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFs  (AMP2),  (C) [Ru(mpca)(dppb)(dphppy)]PFs
(AMP3), (D)  [Ru(pySm)(dppb)(dphppy)IPFs  (AMP4) e  (E)
[Ru(damp)(dppb)(dphppy)]PFs (AMPS).

em tampdo Trisma-HCI:
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FIGURA A36- Gréaficos de Stern-Volmer para supressdo de fluorescéncia da
HSA na auséncia e presenca dos compostos a 25 °C. (A)
[Ru(pyS)(dppb)(dphppy)IPFs  (AMP1), (B) [Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFs
(AMP2), (C)  [Ru(mpca)(dppb)(dphppy)IPFs  (AMP3), (D)
[Ru(pySm)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP4) e (E) [Ru(damp)(dppb)(dphppy)]PFs
(AMP5). Representacédo de uma das triplicadas.
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FIGURA A37- Gréaficos de Stern-Volmer para supressdo de fluorescéncia da

HSA na auséncia e presenca dos compostos a 37 °C. (A)
[Ru(pyS)(dppb)(dphppy)IPFs  (AMP1),  (B)  [Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFe
(AMP2), (C)  [Ru(mpca)(dppb)(dphppy)IPFs  (AMP3), (D)

[Ru(pySm)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP4) e (E) [Ru(damp)(dppb)(dphppy)IPFs
(AMP5). Representacédo de uma das triplicadas.
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Parte V- Espectroscopia da fluorescéncia do DNA-Hoechst, série AMP

75000 { (A) AMP1 — AMP4

60.000

60000 A

45.000 45000 -

30.000 30000 A

15.000 - 15000 4

Fluorescence intensity
Fluorescence intensity

00 0

350 400 450 500 550 600 650 700 350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

AMP1

75.000

75000 A

60.000
60000

45.000 A
45000 A

30.000 A
30000 A

15.000 A1
15000 A

Intensidade de fluorescéncia

Fluorescence intensity

00 T T T T T T i
350 400 450 500 550 600 650 700 0

Wavelength (nm) 370 420 470 520 570 620 670
Comprimento de onda (nm)

75000 AMP3 (F) ~+AMP] -=AMP2 -+~AMP3
<AMP4 -=AMP5

60000 1
45000 41

30000 A

15000 A

% Fluorescéncia
em relacio a incial
N
(=}

Fluorescence intensity

350 400 450 500 550 600 650 700 20
Wavelength (nm)

0

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Ri= [complexo]/[DNA_Hoechst]

FIGURA A38- Espectros de fluorescéncia do DNA-Hoechst na auséncia e
presenca dos compostos em diferentes razées [composto]/[DNA-Hoechst] ( a=
0; b=1;,c=2;d=3;e=4; =5, 9=6; h=7; 1= 8; j= 9 e *k= 10), com
comprimento de onda de excitacdo a 340 nm, a 37 °C em tampdo Trisma-HCI:
(A) [Ru(pyS)(dppb)(dphppy)]PFs (AMP1), (B) [Ru(tzdt)(dppb)(dphppy)]PFe
(AMP2), (C)  [Ru(mpca)(dppb)(dphppy)]PFs  (AMP3), (D)
[Ru(pySm)(dppb)(dphppy)IPFs (AMP4) e (E) [Ru(damp)(dppb)(dphppy)]PFe
(AMP5); (E) Gréafico de decaimento da intensidade da fluorescensceia em

funcdo das diferentes razdes [composto]/[DNA-Hoechst].
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Caracterizagtes- Complexos [Ru(SO)(dppb)(dphppy)]PFs

(Serie SPPM)

Parte VI- Dados de ressonancia magnética nuclear 1D e 2D
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FIGURA A39- Padrdo de numeracdo das estruturas dos complexos para as

atribuicdes de RMN.
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TAREL A AQ. Atriliiimmes Ao nemormtroe Ao DAAM Ao 1t 3D LN & B~ TIL &
TABELA A9- Atribuicdes dos espectros de RMN de "H, P {{H} e “C {"H} e

Apéndice

dados de correlacdo heteronuclear 2D em cloroférmio para SPPM2.

Deslocamento quimico (ppm), constantes de acoplamento (Hz), multiplicidade e

integral.
No. No. p 3C via HSQC H "H-BC HMBC
Px | -13.8dd
(24; 20)
X1 1 131.9 - 138.4 (*)
26 |- 135.8d (11) 7.77-7.85m 2H
[7.811(8.7)]
35 | 128.6 —128.9m 7.23-7.32m2H
[128.8 d(9)]
P/ 131.1d (8) () 7.44-752m1H
X2 I 131.9 - 138.4 (*)
26" | - 132.0 - 132.5 (%) 7.23-7.382H (%)
35 | 129.2 - 129.5 (¥) 7.23-7.29 2H (*)
4 130.8d (7) () 7.19-7.38 1H (*)
Xpy N [ 170.4 d (53)
2" 148.7 d (15) 7.29-7.33m1H 170.4; 138.1;
137.7
= 127.4s 6.78—6.84m 1H 148.6
47 137.7d (2) 7.59 - 7.67m 1H 170.4; 148.6
[7.63 1 (7.8)]
57 | 127.8 s 7.40 - 7.46 m 1H 170.4;
PA 49.4 dd
(34; 20)
Al  E 131.9 - 138.4 (¥)
26 |- 134.6 dd (10; 3) 7.99 - 8.07 m 2H
[8.03 1t (8.7)]
35 | 127.9-128.3m 7.44 -750m 2H
A [ 131.1d (8) 7.51-7.58m 1H
A2 I 137.1d (43)
26" | - 132.0-132.6 m 7.33-7.38m2H
35 |- 127.6 d (8) 6.98—7.04m 2H 137.1
4 128.6 —128.9m 7.09-7.15m 1H
(128.8 s)
PM 41.3 dd
(34; 24)
M1 R 131.9 - 138.4 (¥)
26 |- 134.2 d (10) 7.16-7.22m 2H
35 | 127.3 d (10) 6.72-6.79 m 2H
A [ 130.0 s 7.03-7.08m 1H
M2 T 19.4 d (46)
26" | - 132.6 - 130.6 (*) 7.19-7.26 m 2H
35 | 127.9-128.3m (¥) 7.16 —7.23 2H (*) 139.4
4 127.9-130.8m (¥) 7.16 —7.26 1H (*)
Lig. dmth
Cc=S 172.7 s
c=0 171.7 s
Subst. R1 L 138.2 s
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Apéndice

----- 128.4s 6.40 — 6.45 m 2H 171.7; 130.3
[6.43d (7.6)]
----- 126.9s 6.62 —6.69 m 2H 138.2
[6.65t (7.6)]
----- 130.3s 6.98—-7.02m 1H
Subst. R2 420s 3.71s3H 172.7
405s 3.12s3H 172.7
Alif-dppp [ 17 | 26.4 d (30) 2.97-3.08 m 1H
----- 26.4 d (30) 2.39-252m1H
----- 189s 1.33-1.50 m 1H
----- 189s 1.05-1.23m 1H
----- 232s 1.68 —1.85m 1H
----- 232s 0.65—0.80 m 1H
----- 28.3d (30) 3.36-3.48m 1H
28.3d (30) 2.20-2.31m1H
PFg -144.5 hept
(*Jpr = 705)

tl- tripleto largo, dd- duplo dubleto, hept- hepteto, s- simpleto, t-tripleto,

tt- triplo tripleto e (*) determinacdo imprecisa do deslocamento quimico do

atomo.
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TAREL A AR Ateih iR e e aamartrme Ao DN Ao 1 3D FIL & B~ L &
TABELA A10- Atribuices dos espectros de RMN de "H, P {{H} e °C {"H} e

dados de correlacdo heteronuclear 2D em cloroférmio para SPPMS3.

Deslocamento quimico (ppm), constantes de acoplamento (Hz), multiplicidade e

integral.
No. No. p 3C via HSQC H "H-BC HMBC
Px | - -13.9dd
(24; 20)
X1 | - 129.0 — 138.5 (*)
26 | - 135.1d (39) 7.73-7.81m2H
35 |- 128.7-129.0m 7.23-7.31m2H
XN — 130.7-1314m 7.44-752m1H
[131.2 8]
X2 17| - 129.0 — 138.5 (¥)
26" | - 130.7 - 132.7m (¥) 7.18—=7.35m 2H (¥)
35 | 128.4 - 130.3m (¥) 7.18—-7.31m2H (*)
LR — 128.4 - 132.7 (*) 7.18-7.31m 1H (¥)
Xpy 1| 170.3d (54)
2" 148.6 d (15) 7.24—7.29m 1H 170.3; 137.9;
3" | 127.4s 6.81—6.88 m 1H 148.6
P — 137.7-138.0m 7.65—7.71m 1H 170.3; 148.6
[137.9d (2)] *
5 | 127.8-128.4m 7.39-7.44m 1H 170.3
PA 49.3 dd
(34; 20)
Al | 129.0 — 138.5 (¥)
26 | - 134.6d (7) 7.99-8.08 m 2H
35 |- 127.9-128.4m 7.44-752m2H
VX — 130.7-131.4m 7.55—7.60 m 1H
[131.2 8]
A2 [ p— 137.3d (43)
26" | - 132.1d (8) 7.28—7.37m2H
375" | 127.7d (8) 6.88—6.96 m 2H 137.3
VLI — 128.7-129.0 m 6.96—7.02m 1H
PM 41.4 dd
(34; 24)
M1 ]| 129.0 — 138.5 (¥)
26 | - 134.1d (10) 7.10-7.19m 2H
35 |- 127.3d (10) 6.70—-6.78 m 2H
A 130.2's 6.98—7.07m 1H
M2 [ — 139.3 d (46)
26" | - 128.7 - 1325 (¥) 7.16 —7.332H (%)
35 | 128.4-127.9m 7.13-7.22m2H 139.3
VX — 132.5-128.7 (*) 7.16 —7.33 2H (%)
Lig. deth
Cc=S 1715s
c=0 171.1s
Subst. R1 | 1™ | - 138.4d (4)
27| 128.6 s 6.41 - 6.48 m 2H 171.1
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6.46 d (7.0)
----- 126.8 s 6.63—6.70 m 2H 138.4; 171.1
----- 1300 s 6.98—7.07 m 1H
Subst. R2 | 1™ 46.4 s 4.20—4.36 m 1H 171.5
3.94-4.14m 1H 171.5
""" 454 s 3.43-3.74m2H 1715
""" 13.5d (14) 1.43-1.80m 3H
""" 13.5d (14) 0.93-1.22m 3H
Alif-dppb | 1™ [ 26.5 d (30) 2.89-3.11m 1H
----- 26.5 d (30) 2.37-256m 1H
-------- 19.3s 1.34—1.60m 1H
----- 19.3s 0.98—-1.20 m 1H
-------- 23.0s 1.67—1.80m 1H
----- 23.0s 0.65 - 0.84 m 1H
-------- 27.8d (30) 3.20-3.43m 1H
27.8d (30) 2.12-231m1H
PF; -144.5 hept
("Jpe = 705)

tl- tripleto largo, dd- duplo dubleto, hept- hepteto, s- simpleto, t-tripleto,

tt- triplo tripleto e (*) determinacdo imprecisa do deslocamento quimico do

atomo.
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TABELA A11- Atribuices dos espectros de RMN de "H, P {{H} e °C {"H} e

dados de correlacdo heteronuclear 2D em cloroférmio para SPPMA4.

Deslocamento quimico (ppm), constantes de acoplamento (Hz), multiplicidade e

integral.
No. No. p 3C via HSQC ™H '"H-BC HMBC
Px | - -139dd | -— |-
(24; 20)
X1 T 129.0 - 138.3 (*)
26 | - 135.3d (11) 7.75—7.83m2H
35 | - 128.4-129.9m 7.25—7.34m2H
A f— 130.6 - 131.3m 7.47-755m 1H
X2 I — 129.0 — 138.3 (¥)
26" | - 132.4 - 130.6 (*) 7.29-7.33(*) 2H
35" | - 129.6 — 128.4 (¥) 7.45-7.37 (*) 2H
A f— 132.3-130.6 (*) 7.19-7.37 (*)1H
Xpy T — 170.1d (54)
2” 148.4 d (15) 7.23-7.27m1H
3" | - 127.3-127.7m 6.86 — 6.96 m 1H
(127.5s)
N f— 137.9-138.3m 7.73-7.80m 1H 170.1; 148.4
57 | 127.7-128.4m 7.44—-750m 1H
PA 49.1 dd
(34; 20)
Al T E 129.0 - 138.3 (*)
26 | - 134.4 d (10) 8.03-8.10m 2H
[8.07 1l (8.8)]
35 | - 127.7-128.4m 7.50 — 7.55m 2H
128.0 dd (15/9)
A f— 130.6 -131.3m 7.56 — 7.64m 1H
A2 IR — 137.3d (43)
26" | - 131.8-132.3m 7.30—7.36 m 2H
35" | - 127.3-127.7m 6.87 —6.95m 2H 137.3
A f— 128.4-129.9m 6.97 —7.03m 1H
(128.6 s)
PM 41.4 dd
(34; 24)
M1 T 129.0 — 138.3 (¥)
26 | 133.9d (11) 7.11-7.19m2H
35 | - 127.2d (10) 6.73—6.80 m 2H
[6.77 1 (6.9)]
A f— 130.1s 7.03-7.10m 1H
M2 1" ] 139.0 d (46)
26" | 132.3-130.6 (¥) 7.19-7.27 (*) 2H
35" | - 128.3-127.8 (%) 7.18—7.24 (*) 2H 139.0
X f— 132.3-130.6 (¥) 7.19-7.27 (*)1H
Liga. dpth
Cc=S 1720s
c=0 1709's
Subst. R1 | 1™ | —- 137.9-138.3m
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Apéndice

[138.0 5]
27| - 128.4-129.9m 6.49d (7.4) 2H 170.9
[128.5 s]
37| - 126.7 s 6.72t(7.4) 2H 138.0
4" | e 1299s 7.03-7.10m 1H
Subst. R2 | 1™ 53.8s 417 -4.29m 1H 172.0
3.90-4.00m 1H 172.0
2" 529s 3.45-3.64m2H 172.0
3™ 21.5d (12) 1.97-212m2H
4™ 21.5d (12) 1.50-1.59 m 2H
5™ 11.8s 1.18-1.30m 3H
[1.271(7.3)]
& 11.4s 0.79-0.94m 3H
[0.87 t (7.3)]
Alif-dppb | 17 | — 26.5 d (30) 297-310m1H
----- 26.5d (30) 244 -257m 1H
o 19.3s 1.43-1.59m 1H
_____ 19.3s 1.12-1.29m 1H
37| 228s 1.65-1.77m 1H
..... 22.8s 0.69-0.85m 1H
P — 27.4d (30) 3.26 -3.39 m 1H
27.4d (30) 2.19-2.30m 1H
PF; -144.5 hept
(*Jpr = 705)

tl- tripleto largo, dd- duplo dubleto, hept- hepteto, s- simpleto, t-tripleto,

tt- triplo tripleto e (*) determinacdo imprecisa do deslocamento quimico do

atomo.
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TABELA A12- Atribuices dos espectros de RMN de "H, P {"{H} e °C {"H} e

dados de correlacdo heteronuclear 2D em cloroférmio para SPPMD5.

Deslocamento quimico (ppm), constantes de acoplamento (Hz), multiplicidade e

integral.
No. No. p 8¢ via HSQC ™H "H-BC HMBC
Px | - -14.1dd
(24; 20)
X1 T 135.2 d (40)
26 | - 135.5d (11) 7.74—-7.82m2H
35 | - 128.7-129.1m 7.23-7.32m2H 135.2
(128.9 d (10))
P/ 130.7 - 131.4m 7.44-752m 1H
(131.2 s)
X2 [ 129.1 - 135.7 (¥)
26" | 130.7 — 132.4 (¥) 7.28—7.36 (*) 2H
35 | 128.5—129.6 (*) 7.23-7.31 (% 2H
N 130.7 — 132.4 (%) 7.28 -7.36 (*) 1H
Xpy T 170.2 d (53)
2" 148.5d (15) 7.24—7.27m1H 170.2; 138.1
3| 1275s 6.84 —6.90 m 1H 1485
(6.86 t (6.6))
4| 138.1s 7.71-7.77m1H 170.2; 148.5
57 | 127.9-128.5m 7.43-753m 1H 170.2;
(128.3 s)
PA 49.0 dd
(34; 20)
Al T 129.1 - 135.7 (¥)
26 | - 134.5d (7) 8.00 —8.08 m 2H
[8.04 1l (8.7)]
35 |- 127.9-1285m 7.42-753m2H
(128.2d (9))
P 130.7 - 131.4m 7.54—-7.61m1H
(131.2s)
A2 [ 137.4 d (43)
276" | 131.9-132.3m 7.29-7.35m 2H
(132.1.d (8))
35 | 127.7.d (8) 6.90 — 6.96 m 2H 137.4
P/ — 128.7-129.0 m 6.97 —7.04m 1H
(128.8 s)
PM 41.4 dd
(34; 24)
M1 T 129.10 —129.9 m
26 |- 134.0d (11) 7.11-7.18 m 2H
35 |- 127.3d (10) 6.73—6.80 m 2H 129.1
(6.76 £ (6.9))
A 130.2 s 7.01-7.09m 1H
M2 [ 139.1 d (46)
26" | - 131.9-132.4m 7.21-7.26m 2H
35 | 127.9-128.4m 7.15-7.23m 2H 139.1
4| 130.7-131.5m 7.18-7.23m 1H
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Lig. dpth
C=S 171.8s
C=0 171.1s
Subst. R1 ™| - 138.4d (4)
27 | - 128.6s 6.45 - 6.50 m 2H 171.1
6.47 d (7.6)
3| - 126.8 s 6.66 —6.73 m 2H 138.4
6.691(7.6)
47| - 130.0s 7.01-7.09 m 1H
Subst. R2 17 52.1s 4.15-427m 1H 171.8
3.92-4.02m 1H 171.8
2" 51.2s 3.55-3.64m 1H
3.45-3.55m 1H
3" 30.3d (4) 1.91-2.07m2H
4™ 30.3d (4) 1.39-154m2H
5" 20.7 1.58-1.76 m 2H
6™ 20.5 1.24-136m2H
7 14.3 1.14-1.33m 3H
[1.21t(7.4)]
8" 14.0 0.85-1.01m 3H
[0.89t (7.4)]
Alif-dppb ™| - 26.7 d (30) 2.95-3.08 m 1H
----- 26.7 d (30) 243 -256m 1H
27| - 19.4s 1.40-155m1H
----- 19.4 s 1.14-129m 1H
K 23.0s 1.65-177m1H
----- 23.0s 0.69 -0.83 m 1H
4| e 27.6d (30) 3.24-3.37m1H
27.8d (30) 216 —2.29 m 1H
PFg -144.5 hept

("Jpr = 705)

tl- tripleto largo, dd- duplo dubleto, hept- hepteto, s- simpleto, t-tripleto,

tt- triplo tripleto e (*) determinacdo imprecisa do deslocamento quimico do

atomo.

262



TAREL A A19 Ateih iR oe A aomartrme Ao DN Ao 1 3D FIL & B~ L &
TABELA A13- Atribuicdes dos espectros de RMN de "H, P {{H} e °C {"H} e

dados de correlacdo heteronuclear 2D em cloroférmio para SPPMBS.

Deslocamento quimico (ppm), constantes de acoplamento (Hz), multiplicidade e

integral.
No. No. p 3¢ via HSQC ™H
'H-5C HMBC
Px |- -147dd | — [ =
(24; 20)
X1 T | - 128.3 - 135.4 (¥)
26 |- 135.1d (11) 7.77-7.84m2H
35 |- 128.6 — 129.7m 7.29-7.37m2H
XN 130.9-131.3m 7.49 - 7.56 m 1H
X2 T — 128.3 - 135.4 (¥)
26" | - 128.3 - 129.6 (*) 7.23-7.37 (%) 2H
35" | - 128.3 - 129.6 (¥) 7.23-7.37(*)2H
VL 128.3 - 129.6 (*) 7.23-7.37(*)1H
Xpy T — 169.8 d (53)
2" 148.3 d (16) 7.38—7.43m 1H 169.8; 138.1
3" [ 127.6-127.9m 6.99 — 7.09 m 1H 148.3
VN 138.1s 7.77—-7.84m1H 169.8; 148.3
57 [ 127.6 — 129.6 (*) 7.45—7.56m 1H 169.8
PA 48.9 dd
(34; 21)
AL 1] 128.3 - 135.4 (¥)
----- 134.5d (8) 8.02—8.10m 2H
[8.06 1 (8.8)]
----- 127.5-128.3m 7.46 — 7.56 m 2H
----- 130.9-131.4m 7.58 —7.65m 2H
A2 1] 136.9 - 137.5m
[137.2 d (43)]
----- 132.3d (8) 7.38—7.44m 2H
----- 127.6 —128.3m 7.00—7.07m 2H 137.2
----- 128.7-129.6 m 7.06—7.12m2H
PM 41.2 dd
(34; 21)
Mi 1| 128.3 - 135.4 (¥)
----- 133.9 d (10) 7.07-7.15m2H
----- 127.2 d (10) 6.70 —6.76 m 2H
[6.751 (7.1)]
----- 129.9 s 7.03-7.09m 1H
M2 1| 138.9 d (47)
----- 131.9d (10) 7.18—-7.26 m 2H
----- 127.6 —128.3m 7.15-7.22m2H 138.9
----- 132.5-127.1 (%) 7.15-7.33 (*) 1H
Lig. dfth
1759 s
172.4s
Subst. R1 | 1”7 | —-—- 136.9-137.5m
[137.2]
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Apéndice

gl ﬁ - E %. %.K -
27,67 | - 128.3-129.5m 6.18 — 6.24 m 2H 172.4
[129.1 5] [6.21 d (8.0)]
37,57 | 126.7 s 6.55 — 6.63 m 2H 137.2
[6.60 t (8.0)]
4”7 | 130.5-130.8 m 6.98 — 7.04 m 1H
Subst. R2’
17”7 | - 127.0 - 131.6 (*)
27,67 | - 127.6 —128.3m 7.15-7.22 m 2H
37,57 | - 130.5 - 130.8 6.87 — 6.95 m 2H
[130.7 5]
4”7 | 127.4 —131.7 (*) 7.23-7.45 (*) 1H
Subst. R2” | 1 | —-- 127.0 - 131.6 (*)
27,67 | - 127.0 - 131.6 (*) 6.97 — 7.43 (*) 2H
37,57 | 127.0 — 131.6 (*) 6.97 — 7.43 (*) 2H
4”7 | 127.0 — 131.6 (*) 6.97 — 7.43 (*) 1H
Alif.-dppb 177 | - 26.6 d (30) 2.73-2.82m 1H
----- 26.6 d (30) 2.37-2.53m 1H
[2.45 dd (25; 13)]
A - 18.8s 1.26 - 1.43m 1H
----- 18.8s 1.01-1.20 m 1H
3™ | e 228s 1.50 - 1.63m 1H
----- 22.8s 0.55-0.71m 1H
R 27.2 d (30) 2.83-2.94m 1H
27.2 d (30) 1.93-2.05m 1H
PF; -144.5 hept
(*Jpe = 705)

tl- tripleto largo, dd- duplo dubleto, hept- hepteto, s- simpleto, t-tripleto,

tt- triplo tripleto e (*) determinacdo imprecisa do deslocamento quimico do

atomo.
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Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

Espectros e mapas de correlagio de RMN 1D e 2D do complexo
[Ru(dmth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM2), Figura A40 a Figura A45.
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82 81 80 79 7.8 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 6.7 66 65 64 6.
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FIGURA A40- Regido desblindada do espectro de RMN 'H do complexo
[Ru(dmth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM2) em CDCls.

I N PV S

[=}
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FIGURA A41- Regido blindada do espectro de RMN 'H do complexo
[Ru(dmth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM2) em CDCls.
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Cabiiel JE. Ribeino Apéndice

’ N

170 160 150 140 130 45 40 35 30 25 20 15 1(
f1 (ppm)

FIGURA A42- Espectro de RMN “C{*H} do complexo
[Ru(dmth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM2) m CDCls.

-

140.5 138.0 135.5 133.0 130.5 128.0
f1 (ppm)

FIGURA A43- Regifo desblindada do espectro de RMN **C{*H} do complexo
[Ru(SO)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM2) em CDCls.
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Gabviel FE. Ribieine pindice
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FIGURA A44- Regido desblindada dos mapas de correlagdo de RMN 2D: (A)
'H-'H cosy, (B) 'H-*C HSQC e (C) 'H-*C HMBC do complexo
[Ru(dmth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM2) em CDCls.
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Cabiiel JE. Ribeino Apéndice
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FIGURA A45- Regido blindada dos mapas de correlacdo de RMN 2D:
(A) 'H-'H cosY, (B) 'H-*C HSQC e (C) 'H-"*C HMBC do complexo
[Ru(dmth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM2) em CDCls.
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Espectros e mapas de correlagdo de RMN 1D e 2D do complexo
[Ru(deth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM3), Figura A46 a Figura A51.

T T T £ T T T
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Q| 1.2+

8.1 7.9 7.

FIGURA A46- Regido desblindada do espectro de RMN *H do complexo
[Ru(deth)(dppb)(dphppy)]PF¢ (SPPM3) em CDCls.

FIGURA A47- Regifo blindada do espectro de RMN 'H do complexo
[Ru(deth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM) em CDCls.
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Cabiiel JE. Ribeino Apéndice
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FIGURA A48- Espectro de RMN “C{!H} do complexo
[Ru(deth)(dppb)(dphppy)]PF¢ (SPPM3) em CDCls.
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FIGURA A49- Regifo desblindada do espectro de RMN **C{*H} do complexo
[Ru(deth)(dppb)(dphppy)]PF¢ (SPPM3) em CDCls.
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FIGURA A50- Regido desblindada dos mapas de correlacdo de RMN 2D:
(A) 'H-'H COSY, (B) 'H-*C HSQC e (C) 'H-**C HMBC do complexo

[Ru(deth)(dppb)(dphppy)]PF¢ (SPPM3) em CDCls.
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FIGURA A51- Regido blindada dos mapas de correlacdo de RMN 2D:
(A) 'H-'H cosY, (B) 'H-*C HSQC e (C) 'H-"*C HMBC do complexo
[Ru(SO)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM3) em CDCls.
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Espectros e mapas de correlagdo de RMN 1D e 2D do complexo
[Ru(dpth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM4), Figura A52 a Figura A57
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FIGURA A52- Regido desblindada do espectro de RMN *H do complexo
[Ru(dpth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM4) em CDCls.
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FIGURA A53- Regifo blindada do espectro de RMN 'H do complexo
[Ru(dpth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM4) em CDCls.
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FIGURA A54- Espectro de RMN “C{'H} do complexo
[Ru(dpth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM4) em CDCls.
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FIGURA A55- Regifo desblindada do espectro de RMN **C{*H} do complexo
[Ru(dpth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM4) em CDCls.
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FIGURA A56- Regido desblindada dos mapas de correlacdo de RMN 2D:
(A) 'H-'H cosY, (B) 'H-*C HSQC e (C) 'H-"*C HMBC do complexo

[Ru(dpth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM4) em CDCls.
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FIGURA A57- Regido desblindada dos mapas de correlacdo de RMN 2D:
(A) 'H-'H COSY, (B) 'H-*C HSQC e (C) 'H-"*C HMBC do complexo

[Ru(dpth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM4) em CDCls.
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Espectros e mapas de correlacio de RMN 1D e 2D do complexo
[Ru(dbth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM5), Figura A58 a Figura A63
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FIGURA A58- Regido desblindada do espectro de RMN *H do complexo

[Ru(dbth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM5) em CDCl..
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FIGURA A59- Regifo blindada do espectro de RMN 'H do complexo

[Ru(dbth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM5) em CDCls.
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FIGURA  A60- Espectro de RMN “C{'H} do complexo
[Ru(dbth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM5) em CDCl..
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FIGURA A61- Regifo desblindada do espectro de RMN **C{*H} do complexo
[Ru(dbth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM5) em CDCl..
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FIGURA A62- Regido desblindada dos mapas de correlacdo de RMN 2D:
(A) 'H-'H COSY, (B) 'H-C HSQC e (C) 'H-**C HMBC do complexo
[Ru(dbth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM5) em CDCls.
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FIGURA A63- Regido desblindada dos mapas de correlacdo de RMN 2D:
(A) 'H-'H cosY, (B) 'H-*C HSQC e (C) 'H-"*C HMBC do complexo

[Ru(dbth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM5) em CDCls.
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Espectros e mapas de correlagio de RMN 1D e 2D do complexo

[Ru(dfth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM6), Figura A64 a Figura A69.
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FIGURA AB64- Regido desblindada do espectro de RMN *H do complexo
[Ru(dfth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPMBG).
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FIGURA A65- Regido blindada do espectro de RMN 'H do complexo
[Ru(dfth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPMBG).
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FIGURA A66- Espectro de RMN “C{*H} do complexo
[Ru(dfth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPMG).
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FIGURA A67- Regi&o desblindada do espectro de RMN **C{*H} do complexo
[Ru(dfth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPMG6).
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FIGURA A68- Regido desblindada dos mapas de correlacdo de RMN 2D:
(A) 'H-'H cosY, (B) 'H-*C HSQC e (C) 'H-*C HMBC do complexo

[Ru(dfth)(dppb)(dphppy)]PF¢ (SPPMS6).
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FIGURA A69- Regido desblindada dos mapas de correlacdo de RMN 2D:
(A) 'H-'H COSY, (B) 'H-C HSQC e (C) 'H-**C HMBC do complexo
[Ru(dfth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM6).
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FIGURA AT70- Espectros de RMN de *P {*H} dos complexos SPPM em
DMSO/DMEM registrados com 0,5 h.
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FIGURA A71- Espectros de RMN de *P {'H} dos complexos SPPM em
DMSO/DMEM registrados com 48 h.
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Parte VII- Dados cristalograficos dos complexos
TABELA Al4- Principais parametros cristalograficos para as estruturas obtidas para 0s complexos

[Ru(dmth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM2), [Ru(dpth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM4) e [Ru(dfth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM6).

Identification code SPPM2 SPPM4 SPPM6

Empirical formula C27.48H26.48F3N1.500.5P2RU0 5S0.5 Ca29.5H30.27F3N1500.5P2RU0 5S0.5 CesHs7FsN3OP,RUS

Formula weight 571.28 599.33 1267.14

Temperature/K 293(2) 293(2) 293(2)

Crystal system triclinic triclinic triclinic

Space group (A) P-1 P-1 P-1
a= 11.8098(4) A; a= 80.038(3)° a= 10.3975(6) A; a= 87.764(4)° a=12.2429(3) A; o= 92.996(2)°
b= 13.9780(5) A; B= 80.311(3)° b= 16.6850(8) A; p= 84.493(4)° b= 14.4851(4) A; B= 108.144(2)°
c= 16.8008(5) A; y= 86.976(3)° c=17.1629(8) A; y= 81.443(4)° c=17.2230(4) A; y= 95.926(2)°

Volume/A® 2691.85(16) 2929.8(3) 2875.40(13)

z 4 4 2

Peacg/cm’® 1.410 1.359 1.464

u/mm‘1 0.511 0.473 0.487

F(000) 1172.0 1235.0 1300.0

Crystal size/mm®

0.827 x 0.679 x 0.476

0.746 x 0.157 x 0.06

0.582 x 0.359 x 0.113

Radiation

MoKa (A = 0.71073)

MoKa (A = 0.71073)

MoKa (A = 0.71073)

20 range for data collection/°

5.36 t0 53.998

5.174 t0 51.998

5.348 to 53.998

Index ranges

A5<h=<15 17<k<17, 21 <I< 21

42<h=<12, 18<k<20, 21 << 21

A5<h<15 18<k<18, 22<(<22

Reflections collected 47905 26864 63497

Independent reflections 11724 [Riny = 0.0284, Rsigma = 0.0224] 11514 [Rin; = 0.0363, Rsigma = 0.0530] 12540 [Rin = 0.0301, Rsigma = 0.0205]
Data/restraints/parameters 11724/0/679 11514/2/671 12540/0/766

Goodness-of-fit on F* 1.159 1.054 1.166

Final R indexes [I>=20 (I)]

R:1 =0.0398, wR; = 0.0840

R: =0.0465, wR, = 0.1040

R: =0.0324, wR, = 0.0788

Final R indexes [all data]

R; =0.0572, wR, = 0.1024

R1 =0.0733, wR; = 0.1229

R: =0.0430, wR; = 0.0898

Largest diff. peak/hole / e A

1.09/-0.47

0.57/-0.54

0.43/-0.61
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Parte VIII- Dados de voltametria dos complexos.
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FIGURA AT72- Voltamogramas ciclico registrado em presenca dos complexos

(A) SPPM2, (B) SPPM3, (C) SPPM4, (D) SPPMS5 e (E) SPPM6 em solucio
0,1 mol L™ de PTBA em diclorometano a 100 mV s™.
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Parte 1X- Dados de andlise elementar, condutividade e espectroscopia de

absorcdo na regido do infravermelho e UV/visivel dos complexos

[Ru(dmth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM2). Rendimento 99 mg (79%). Analise
elementar (%) Calc. para C58H61F6N30OP4RuS: C 57.79; H 3.68; N 4.67;
S 2.81; Encontrado: C 57.93; H 4.34; N 4.39; S 5.47. Bandas selecionadas IR
(KBr, cm™): v(C—H) 3060, 2932, 2852; v,(C=N) 1584; v(C=0) 1501;
v(C = C,y) 1480; v(C=N + vC=C) 1421; 5(CHs) 1360; CHay.q 1306; v(C—S)
1287; B(C—H (¢)) 1160; v(C—S) 1132; v(C—P) 1095; B(C—H (¢)) 1026; Ve
1000; v(PFg) 839; v(CH (¢)) 739; y(C—S) 696; v(PFs) 557; v(Ru—P) 525; vy
506; v(Ru—S) 438; v(Ru—N) 420; v(Ru—O0O) 352. UV/vis [CH,Cl,; A max, nm
(e, Mt ecm™)]: 258 (51856 + 650), 304 (14505 + 156), 356 (694 + 84).
Condutividade molar (uS/cm, CH,Cl,) 44.3.

Ru(deth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM3). Rendimento 104 mg (81%). Analise
elementar (%) Calc. para C60H64F6N30OP4RuS: C 58.46; H 4.98; N 4.91;
S 2.74 Encontrado: C 58.08; H 4.88; N 4.20; S 4.99. Bandas selecionadas IR
(KBr, cm™): v(C—H) 3060, 2930, 2866; vi(C=N) 1582; v(C=0) 1500;
V(C=C,); V(C=N + vC=C) 1417; o6(CHs) 1373; CHayyq 1302; v(C—S) 1252;
B(C—H (¢)) 1160; v(C—S) 1132; v(C—P) 1094; B(C—H (¢)) 1022; vgne 1000;
V(PFs) 838; y(CH (¢)) 740; y(C—S) 695; v(PF¢) 556; v(Ru—P) 524; y 507,
V(Ru—S) 443; v(Ru—N) 420; v(Ru—O0) 352. UV/vis [CH,Cl,; A max, nm
(e, M cm™)]: 256 (54376 + 684), 302 (16571 + 223), 358 (8106 + 122). Molar
conductance (uS/cm, CH,Cl,) 41.6.

[Ru(dpth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM4). Rendimento 117 mg (89%). Analise
elementar (%) Calc. para C62H68F6N30OP4RuS: C 49.09; H 5.13; N 3.50;
S 2.67 Encontrado: C 56.70; H 4.99; N 3.95; S 4.33. Bandas selecionadas IR
(KBr, cm™): v(C—H) 3058, 2933, 2871; v,(C=N) 1583; v(C=0) 1497;
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V(C=C,); V(C=N + VC=C) 1417; §(CHs) 1364; CHays, 1306; v(C—S) 1282;
B(C—H (9)) 1159; v(C—S) 1136; v(C—P) 1095; B(C—H (¢)) 1023; Vane 998;
V(PFs) 842; y(CH (¢)) 743; y(C—S) 695; v(PFe) 558; v(Ru—P) 527; y 508;
V(Ru—S) 445; v(Ru—N) 419; v(Ru—O0) 356. UV/vis [CH,Cl,; A max, nm
(e, M* cm™)]: 256 (48964 + 523), 304 (15637 + 182), 356 (8060 * 86).
Condutividade molar (uS/cm, CH,Cl,) 45.4.

[Ru(dbth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM5). Rendimento 113 mg (84%). Analise
elementar (%) Calc. para C64H72F6N30OP4RuS: C 59.70; H 5.34; N 3.42;
S 2.61 Encontrado: C 56.63; H 5.20; N 3.85; S 4.35. Bandas selecionadas IR
(KBr, cm™): v(C—H) 3056, 2930, 2861; v,(C=N) 1585; v(C=0) 1506;
v(C = C,,) 1485; v(C=N + vC=C) 1418; J(CHs) 1365; CHay,q 1306; v(C—S)
1274; B(C—H (¢)) 1159; v(C—S) 1136; v(C—P) 1093; B(C—H (¢)) 1022; Vypnes
999; V(PFe) 840; v(CH (¢)) 739; y(C—S) 695; v(PF¢) 557; v(Ru—~P) 528; y 506;
V(Ru—S) 440; v(Ru—N) 413; v(Ru—O0). UVlvis [CH.Cl,; A max, nm
(e, M em™)]: 256 (57058 + 903), 304 (18579 + 307), 356 (9378 + 149).
Condutividade molar (uS/cm, CH,Cl,) 42.8.

[Ru(dfth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM6). Rendimento 122 mg (85%). Analise
elementar (%) Calc. para C68H64F6N30P4RuS: C 61.61; H 4.35; N 3.32; S
2.82; Encontrado: C 61.37; H 4.81; N 4.40; S 6.59. Bandas selecionadas IR
(KBr, cm™): v(C—H) 3057, 2922, 2860; v,(C=N) 1586; v(C=0) 1495;
v(C=C,,); V(C=N + vC=C) 1423; 6(CH3) 1360; CHyysy 1305; v(C—S) 1289;
B(C—H (¢)) 1156 v(C—S); v(C—P) 1094; B(C—H (¢)) 1024; vz 999; v(PFe)
843; v(CH (¢)) 744; v(C—S) 679; v(PFg) 559; v(Ru—P) 522; y 508; v(Ru—YS)
443; v(Ru—N) 420; v(Ru—O0) 351. UV/vis [CH,Cl,; A max, nm (g, M™ cm™)]:
258 (58940 + 405), 328 (16851 * 129), 376 (10392 + 92). Condutividade molar
(uS/cm, CH,Cl,) 45.9.
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FIGURA A73- Espectros de absor¢cdo na regido do UV/Vis para (A) SPPM2,
(B) SPPM3, (C) SPPM4, (D) SPPM5 e (E) SPPM6 em diclorometano.
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TABELA A15 - Dados dos espectros de absorcdo na regido do UV-Vis dos

complexos em diclorometano.

Complexo A Absortividade molar (g)
(nm) (cm™ mol™ L)

SPPM2 258 51856 + 650
304 14505 + 156
356 6943+84

SPPM3 256 54376 + 684
302 16571 + 223
358 8106 + 122

SPPM4 256 48964 + 523
304 15637 +182
356 8060 + 86

SPPM5 256 57058 =903
304 18579 + 307
356 9378 + 149

SPPM6 258 58940 + 405
328 16850 + 129
376 10391 +92
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FIGURA A74- Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo
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FIGURA AT75- Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo
SPPM3.
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FIGURA AT76- Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo

SPPM4.
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FIGURA AT77- Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo
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FIGURA AT78- Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo

SPPMG.
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Parte X- Espectros do ensaio do DNA-Hoechst para a série SPPM

75.000 - 0 000 -
(A) a SPPM2 - 25 °C 75.000 D) a SPPMS - 25 °C
= 60.000 4 7 l a= DNA-Hoechst o 60.000 1 l a= DNA-Hoechst
= _ /N £ b=75uM = _ f b=75mM
§ =45.000 4 c¢=15.0 ptM § =45.000 c=15.0 mM
Es N\ d=225uM Es d=22.5mM
2 30.000 A\ e=30.0 uM E $30.000 \ ¢=30.0mM
3 £ f=37.5uM g \ =37.5mM
£ 315.000 - ! S 515.000
S © =3
= =]
= =
= 00 . . . . > e = 00 , : : : —— X
350 400 450 500 550 600 650 700 350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm) Wavelength (nm)
o 75.000 o
25000 | (B) a SPPM3 -25°C (E) a SPPM6 - 25 °C
- a= DNA-Hoechst oo 60.000 A a= DNA-Hoechst
= 60.000 A f b=75pM = = f b=75uM
£§3 ¢=15.0 pM 5 S45.000 ¢=15.0 uM
£ g¥:0001 d=22.5puM =) d=22.5puM
@ — ¥ ] =
2 830,000 - \ =30.0uM 2 gl e=30.0 uM
S £ A\ =37.5uM 2 f=37.5 uM
& 51500 | N\ & 515.000 |
& X \ =
e © s °
H =
= 00 ; . . , — = ~ 00 . . . . ———a
350 400 450 500 550 600 650 700 350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm) Wavelength (nm)
(© a sppm4-25°c | (F)
60.000 -
- a= DNA-Hoechst -
i =& 901
= f b=75uM 58
£ ~45.000 _ == =~
&= c=15.0 }IM S = 80 1
Es d=22.5uM g s
§ g')30000 1 \ e= 30.0 pM E % 70
3 .o =37.
2 £15.000 \J=375 M S E 60 { +-SPPM2 -=-SPPM3 -+SPPM4
53 © +-SPPM5  -*SPPM6
= _ 50
= 00 T T T T T T i 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
350 400 450 500 550 600 650 700 Ri= [complexo]/[DNA_Hoechst]
Wavelength (nm)

FIGURA AT79- Espectros de fluorescéncia do DNA-Hoechst na auséncia e
presenca dos compostos em diferentes razdes [composto]/[DNA-Hoechst] (a= 0;
b=1; c=2; d= 3; e= 4 e f= 5), com comprimento de onda de excitacédo, a 25 °C
em tampao Trisma-HCI: (A) [Ru(dmth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM2), (B)
[Ru(deth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM3),  (C) [Ru(deth)(dppb)(dphppy)]PFs
(SPPM4), (D) [Ru(deth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM5) e (E)
[Ru(deth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM6); (E) Grafico de decaimento da
intensidade da fluorescensceia em funcdo das diferentes razbes
[composto]/[DNA-Hoechst].

296



0.5
SPPM2 - 25 °C 0.6 SPPMS - 25°C
0.4+ 0.54 \ a= DNA
o a= DNA 3 b b= DNA-Hoechst
8 03\ \ b= DNA-Hoechst g 04 c=7.5uM
_5 a c=7.5uM 'g 03 oy 1% d=15.0 uM
=} - [ \
E d=15.0 uM 2 e=22.5 M
< e=22.5 .M 024 f=30.0 uM
f=30.0 uM g=37.5uM
g=37.5uM 0.1 e A
O 0 T T T V T T T - T m 0'0 . | . ! ] ! :
300 350 400 450 500 550 600 650 700 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelenght (nm) Wavelenght (nm) |
0.6 0.6
| SPPM3 - 25°C SPPM6 - 25 °C
0.5 i\l g 0.5 1 g
o 044\ a= DNA il a= DNA
2 b= DNA-Hoechst g b= DNA-Hoechst
,.‘é 034 a c=7.5uM _g 034 ‘ a c=7.5uM
_'2 d=15.0 uM _.% ' d=15.0 uM
< 024 e=225uM < 07 e=22.5uM
f= 30.0 uM f= 30.0 uM
0.1 4> g=37.5uM 014 g=37.5uM
0.0 T T T T T T T 00 T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650 700 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelenght (nm) Wavelenght (nm)
0.6
SPPM4 - 25 °C
0.54 g
o Ok a= DNA
S b= DNA-Hoechst
_§ 034 a c=7.5uM
_% d=15.0 uyM
< 024 e=22.5uM
I f=30.0 uM
- g=37.5uM
0.0 T T T T T T X T
300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelenght (nm)

FIGURA A80- Espectros de absorcdo na regido do UV/Vis das solugcbes de
DNA-Hoechst na auséncia e presenca dos compostos em diferentes razbes
[composto]/[DNA-Hoechst] (b=0; c=1; d=2; e=3; f=4e g=5) a 25 °C em
tampdo  Trisma-HCIl:  [Ru(dmth)(dppb)(dphppy)]PFs  (SPPM2), (B)
[Ru(deth)(dppb)(dphppy)]PFs (SPPM3),  (C) [Ru(deth)(dppb)(dphppy)]PFs
(SPPM4), (D) [Ru(deth)(dppb)(dphppy)]PF¢  (SPPM5) e  (E)
[Ru(deth)(dppb)(dphppy)]PFes (SPPM6). OBS.: Referentes as solucbes que

foram registrados os espectros de fluorescéncia.
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Parte XI- Preparo das solucbes para os estudos de interacdo com
biomoléculas DNA e HSA

Estudo de interacdo com DNA

- Mobilidade eletroforética em gel de agarose

TABELA A16- Preparo das solucdes de plasmideo pBR322 e complexos AMP

para 0 ensaio de mobilidade eletroforética. Volumes necessarios das solugdes

estoque dos compostos da serie AMP, solucédo estoque de DNA, e DMSO.

Ri Concentracdo* Volumes de solucéo estoque (uL)
(LM)
[DNA] [C] Adicéo pré-incubacao Pds-incubacao
Composto* | DMSO | DNA® S. xileno
0,00 46 0 0 pL 1pL 9 puL 2 uL
0,25 46 11,5 1uL? 0L 9 puL 2 uL
0,50 46 23,0 1puL® ouL | 9uL 2 uL
1,00 46 46,0 1uL® 0L 9 puL 2 uL

*Concentraces das espécies nas solucbes para a corrida eletroforética;
** Concentracdo das solugdes estoque dos complexo em DMSO: %115 pM;
"230 UM e 460 puM; “Concentracdo da solugdo estoque de DNA em Tampao
Trisma-HCI a 51 uM; Solvente DMSO.

TABELA Al7- Preparo das solucdes de plasmideo pUC18 e complexos SPPM
para 0 ensaio de mobilidade eletroforética. Volumes necessarios das solugdes

estoque dos compostos da serie AMP, solucéo estoque de DNA, e DMSO.

Ri Concentracao™ Volumes de solucéo estoque (uL)
(LM)
[DNA] [C] Adicdo pré-incubagao Pos-incubagao
Composto* | DMSO | DNA® S. xileno
0,00 58 0 OpL 1uL 9 puL 2 uL
0,50 58 29,0 1puL? 0 uL 9 uL 2 uL
1,00 58 58,0 1L’ 0L 9 uL 2 uL

*Concentracbes das espécies nas solucdes para a corrida eletroforética;
**Concentracdo das solucdes estoque dos complexo em DMSO: 290 uM e
580 pM; “Concentragdo da solucdo estoque de DNA em Tampéo

Trisma-HCI a 64 uM; Solvente DMSO.
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TABELA A18- Preparo das solucdes de CT-DNA e complexos AMP para o
aferimento da viscosidade do DNA. Volumes necessarios das solucgdes estoque

dos compostos da serie AMP, solucéo estoque de DNA, tampédo e DMSO.

Ri* Concentracdo** Volumes de solugdo estoque (L)***
(UM)
[DNA] [C] Composto® DMSO | Trisma-HCI | DNA"®

- 0 0 0 400 3600 0

- 200 0 0 0 3400 600
0,00 200 0 0 400 3000 600
0,05 200 10 67 333 3000 600
0,10 200 20 133 267 3000 600
0,15 200 30 200 200 3000 600
0,20 200 40 267 133 3000 600
0,25 200 50 333 67 3000 600
0,30 200 60 400 0 3000 600

*Ri € igual a razdo [Complexo]/[DNA]; **Concentracbes das espécies nas
solugdes de aferimento da viscosidade DNA; *** ®Concentracdo da solucdo
estoque dos complexo em DMSO & 0,6 mM; "Concentracéo da solucéo estoque
de DNA em Tampéo Trisma-HCI a 1,34 mM; Solvente DMSO; “A concentracéo
da solucdo estoque DNA foi verificada antes do preparo das solucbes. Solucéo
tampéo de Trisma-HCI.

TABELA A19- Preparo das solucdes de CT-DNA e complexos SPPM para o
aferimento da viscosidade do DNA. Volumes necessarios das solugdes estoque

dos compostos da série SPPM, solucdo estoque de DNA, tampédo e DMSO.

Ri* Concentracdo** Volumes de solugéo estoque (UL)***
(LM)
[DNA] [C] Composto® DMSO | Trisma-HCI | DNA"®

- 0 0 0 400 3600 0

- 150 0 0 0 3400 600
0,00 150 0 0 400 3000 600
0,05 150 7,5 50 350 3000 600
0,10 150 15,0 100 300 3000 600
0,20 150 30,0 200 200 3000 600
0,30 150 45,0 300 100 3000 600
0,40 150 60,0 400 0 3000 600

*Ri é igual a razdo [Complexo]/[DNA]; **ConcentracOes das espécies nas
solugdes de aferimento da viscosidade DNA; *** ®Concentracdo da solugdo
estoque dos complexo em DMSO & 0,6 mM:; "Concentracéo da solugdo estoque
de DNA em Tampdo Trisma-HCI a 1,00 mM; °A concentracdo da solucéo
estoque DNA foi verificada antes do preparo das solucdes Solvente DMSO;
Solucgéo tampao de Trisma-HCI.
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- Deslocamento do Hoechst do composto DNA-Hoechst

TABELA A20- Preparo das solucdes de DNA-Hoechst e complexos AMP para
0 ensaio de deslocamento do Hoechst do DNA. Volumes necessarios das
solugdes estoque dos compostos da série AMP, solugdo estoque de DNA,
tampéo Trisma-HCI e DMSO.

Ri* Concentracdo™** Volumes de solucédo estoque***
(UM) (BL)
[DNA-Hoechst] | [C] Composto® | DMSO | DNA-Hoechst” | Trisma-HCI

- 75/ 0 0 0 100 900*¢ 0

- 0/2,5 0 0 100 900** 0
0,0 7,5/2,5 0 0 100 900 0
0,1 75/ 2,5 7,5 10 90 900 0
0,2 75/ 2,5 15,0 20 80 900 0
0,3 75/ 2,5 22,5 30 70 900 0
0,4 75/ 2,5 30,0 40 60 900 0
0,5 75/ 2,5 37,5 50 50 900 0
0,6 75/ 2,5 45,0 60 40 900 0
0,7 75/ 2,5 52,5 70 30 900 0
0,8 75/ 2,5 60,0 80 20 900 0
0,9 75/ 2,5 67,5 90 10 900 0
1,0 75/ 2,5 75,0 100 0 900 0

- 0 75 100 0 0 900

*Ri € igual a razdo [Complexo]/[DNA-Hoechst]; **Concentracdes das especies
nas solucdes de registro dos espectros de fluorescéncia para o ensaio, bem como
dos espectros de absorcdo na regido do UV-Vis; *** ®Concentracdo da solucéo
estoque dos complexo em DMSO & 0,75 mM; °Concentracio da solucéo estoque
de CT-DNA e Hoechst em Tampdo Trisma-HClI a 84 e 2,8 uM,
respectivamente; Solvente DMSO; Tampdo Trisma-HCI; *¢ Empregada a
solugdo estoque de CT-DNA; *? Empregada a soluco estoque de Hoechst.
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TABELA A21- Preparo das solucbes de DNA-Hoechst e complexos SPPM
para 0 ensaio de deslocamento do Hoechst do DNA. Volumes necessarios das
solucdes estoque dos compostos da serie SPPM, solucdo estoque de DNA,
tampéo Trisma-HCI e DMSO.

Ri* Concentracdo™** Volumes de solucéo estoque***
(UM) (ML)
[DNA-Hoechst] | [C] Composto® | DMSO | DNA-Hoechst” | Trisma-HCI

- 75/ 0 0 0 100 900*° 0

- 0/ 2,5 0 0 100 900** 0
0,0 7,525 0 0 100 900 0
0,1 75/ 2,5 7,5 20 80 900 0
0,2 75/ 2,5 15,0 40 60 900 0
0,3 75/ 2,5 22,5 60 40 900 0
0,4 75/ 2,5 30,0 80 20 900 0
0,5 75/ 2,5 37,5 100 0 900 0

- 0 37,5 100 0 0 900

*Ri € igual a razdo [Complexo]/[DNA-Hoechst]; **Concentracdes das especies
nas solucdes de registro dos espectros de fluorescéncia para o ensaio, bem como
dos espectros de absorcéo na regido do UV-Vis;
*** 2Concentracdo da solugdo estoque dos complexo em DMSO a 0,37 mM;
"Concentracdo da solucdo estoque de CT-DNA e Hoechst em Tampdo
Trisma-HCI a 84 e 2,8 pM, respectivamente; Solvente DMSO; Tampéo
Trisma-HCI; *° Empregada a solugdo estoque de CT-DNA; *! Empregada a
solucéo estoque de Hoechst.
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Estudo de interacdo com HSA

TABELA A22- Preparo das solucbes de HSA e complexos AMP para 0 ensaio
de supressdo da fluorescéncia da HSA. Volumes necessarios das solucbes
estoque dos compostos das séries AMP, solucdo estoque de HSA e solvente
DMSO.

Ri* Concentracdo** VVolumes de solugéo estoque***
(LM) (ML)
[HSA] [C] Composto® | DMSO HSA® Trisma-HCI
- 5,0 0 0 0 950 50
0,0 5,0 0 0 50 950 0
0,1 5,0 5,0 5 45 950 0
0,2 5,0 10,0 10 40 950 0
0,3 5,0 15,0 15 35 950 0
0,4 5,0 20,0 20 30 950 0
0,5 5,0 25,0 25 25 950 0
0,6 5,0 30,0 30 20 950 0
0 50,0 30 20 0 950

*Ri é igual a razdo [Complexo]/[HSA]; **Concentracdes das especies nas
solucbes de registro dos espectros de fluorescéncia para 0 ensaio;
*** 4Concentracdo da solugdo estoque dos complexo em DMSO a 1,00 mM;
"Concentracdo da solucdo estoque de HSA em Tampdo Trisma-HCI & 5,25 pM,
respectivamente; Solvente DMSO; Tampéao Trisma-HCI.
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