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Resumo

SINTESE DE COMPLEXOS DE Ru(ll) LUMINESCENTES: APLICAQC)ES
NO COMBATE A DOENCA DE ALZHEIMER. A doenca de Alzheimer (D.A) é a
forma mais comum de deméncia, atingindo, principalmente, pessoas de idade
avancada. Ainda hoje ndo hé cura, e os farmacos existentes indicados para combate a
D.A. atuam inibindo da enzima acetilcolinesterase (AChE), cuja hiperatividade esta
relacionada aos sintomas iniciais da doenca. S&o tratamentos sintomaticos e
paliativos que estdo associados a inimeros efeitos colaterais. Neste trabalho foram
propostos dois novos complexos de Ru(ll) (RuFenGlic e RUEtPy) projetados para
atuarem como novos inibidores da enzima AChE. Estes complexos apresentaram
luminescéncia, podendo ser utilizados como sondas luminescentes do processo de
agregacdo do peptideo B-amildide, podendo gerar uma alternativa de sistema para
diagnostico. O complexo RuFenGlic apresentou baixa atividade inibitoria, enquanto o
complexo RUEtPy apresentou resultados comparaveis a droga Galantamina. Além
disso, analises por STD-'"H-RMN permitiram inferir quais que o ligante fenantrolina
no complexo RuFenGilic e os ligantes EtPy no complexo RUEtPy séo os responsaveis
pela inibicdo observada. Foram estudadas as propriedades fotoquimicas de ambos 0s
complexos em solugdo. O complexo RuFenGlic apresenta estabilidade fotoquimica
quando irradiado em comprimentos de onda compreendidos em sua banda de
absorcdo MLCT (420, 450 e 520 nm) na auséncia de O,. Em contrapardida, o
complexo RUEtPy apresenta fotossubstituicdo dos ligantes EtPy quando irradiado em
solucdo nos mesmos comprimentos de onda. Este fenbmeno é observado pela
deslocamento da banda de absor¢cdo MLCT e sucessivas supressoes de sua banda de
luminescéncia apds irradiacdo. Interessantemente, a reacdo fotoquimica para este
complexo atinge estabilidade apds 3 horas de irradiagdo, com substituicdo de apenas
um dos ligantes e supresséo entre 70 e 90% da intensidade de luminescéncia, ndo
ocorrendo supressdo total. Esta propriedade pode ser explorada no tratamento e
diagndstico de doencas como cancer através da quimioterapia fotoativada.
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Abstract

SYNTHESIS OF LUMINESCENT Ru(ll) COMPLEXES: APPLICATIONS
IN COMBATING ALZHEIMER’S DISEASE. Alzheimer’s disease (A.D) is the most
common form of dementia affecting, especially, people with advanced age. There is
no cure and the existing pharmaceuticals indicated for combating A.D act by
inhibition of acetylcholinesterase enzyme (AChE), whose hyperactivity is related to
the initial symptoms of the disease. This pharmaceuticals offer symptomatic and
palliative treatments and are associated with several side effects. In this work two
new Ru(ll) compounds (RuFenGlic and RuEtPy) were designed to act as new AChE
inhibitors. The complexes presented luminescence, being able to be used as
luminescent probes for amyloid-B aggregation process which enables a potential
diagnostic system. RuFenGlic complex showed poor inhibitory activity while RUEtPy
complex showed inhibitory activity comparable to Galantamine drug. Furthermore,
STD-'H-NMR analysis allowed inferring that Fen ligand of RuFenGlic complex and
the EtPy ligand of RuEtPy complex are the most responsible for the inhibition
observed for each complex. Photochemical properties of both complexes were
studied in solution. RuFenGlic complex shows photostability when irradiated in
wavelengths under its MLCT absorption band (420, 450, 520 nm). On the other hand,
RUEtPy complex shows photosubstitution of the EtPy ligand when irradiated in the
same wavelengths. The phenomenon is observed by MLCT shifts and sequential
luminescence quenching after irradiation. Interestingly, this photochemical reaction
for this complex reaches stabilization after 3 hours of irradiation, with substitution of
only one of the EtPy ligands and luminescence quenching between 70 and 90% of the
band, but never total quenching. This property can be explored for diagnose and

treatment of cancer through photoactivatable chemotherapy (PACT).
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Capitulo T Introdugdo

1. Introducéo

1.1 Historico e Impactos Globais
A doenca de Alzheimer (D.A.) é uma enfermidade que ataca o sistema nervoso

central, principalmente de idosos acima de 65 anos, sendo a segunda maior causa de
morte de idosos nos EUA e a maior causa de deméncia no mundo®®. Foi batizada
com o nome do seu descobridor, o psiquiatra austriaco Alois Alzheimer, tendo o
primeiro relato sendo feito em um congresso de psiquiatria em 1901, na Alemanha’.

A época, Alzheimer apresentou imagens de lesdes incomuns presentes no
cérebro de uma paciente falecida aos 53 anos chamada Auguste Deter’. As lesdes
eram caracterizadas pela presenca de placas sobre os neurdnios bem como a
deformacdo dos mesmos. Outra caracteristica importante observada foi a
consideravel diminuicdo no volume cerebral da paciente em compara¢do com o
cérebro de um adulto normal da mesma idade®.

Auguste Deter era uma mulher alemd que por volta dos 50 anos passou a
apresentar comportamento atipico, como o esquecimento do caminho de casa, a
sensacdo de estar sendo perseguida, entre outros, que obrigaram a familia a interna-la
no hospital onde Alois Alzheimer trabalhava, ficando aos seus cuidados. Este foi o
primeiro relato médico de lesdes cerebrais vinculadas a deméncia, que depois
passaram a aumentar na Europa’.

Atualmente, de acordo com o relatério anual da doenca de Alzheimer de 2019,
existem mais de 50 milhdes de pessoas acometidas pela D.A no mundo, sendo 0s
paises de economias menos desenvolvidas 0s que apresentam 0s maiores nimeros.
Estima-se que a prevaléncia global seja de 150 milhdes de acometidos em 2050. Os
nimeros mais recentes indicam que existem 7,7 milhGes de novos casos por ano, 0
que indica uma média de 1 novo caso a cada 4 segundos™.

No Brasil, cerca de 12,5% da populacdo com idade acima de 65 anos apresenta
alguma forma de deméncia, somando um total aproximado de 2,5 milhdes de pessoas
casos de Alzheimer. Este nimero era de pouco mais de 1 milhdo de pessoas no
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levantamento de 2010, indicando que os numeros dobraram em 10 anos. A estimativa
é que em 2050 sejam mais de 5 milhdes de idosos afetados pela D.A no Brasil™'.

A D.A é uma doenca atrelada a idade, sendo este seu maior fator de risco. A
grande maioria dos casos ocorre em pessoas com idade avancada, apenas
aproximadamente 5% dos casos ocorrem em pessoas com idade inferior a 60 anos™.
Estes casos sdo chamados de Doenca de Alzheimer familiar (FAD, do inglés Familial
Alzheimer’s Disease),0s quais tem ocorréncia vinculada a mutacbes em genes
especificos™ *°. E importante ressaltar que, em geral, a neurodegeneracdo comeca
entre 10 e 30 anos antes de os primeiros sintomas clinicos serem detectados?.

Entre os muitos genes relacionados ao desenvolvimento precoce da D.A. 0
principal deles é o que codifica a apolipreteina E (APOE), especialmente o alelo €4
¥ Mutacdes nos genes das proteinas presinilinas 1 e 2 (PSEN 1 e PSEN 2) e,
também, mutacdes na proteina APP desempenham papéis fundamentais nas formas
hereditarias de D.A, que contabilizam de 1 a 3% dos casos, que também acometem
pessoas jovens e podem levar a quadros severos com a formacgdo de placas do
peptideo beta amildide (AB) no curto periodo de 4 meses®®

Outros genes relacionados a D.A. familial incluem os de outras apoliproteinas,
como a clusterina (APQJ), que tem capacidade de se ligar ao AP formando
complexos permeaveis a barreira hematoencefalica (BHE), favorecendo seu acumulo
no SNC; assim como o gene responsavel pela funcdo dos fons Ca** (CALHM), cuja
superexpressdo pode levar a excesso de ion célcio no citoplasma, desencadeando
processos de apoptose celular® .

E inevitavel que o avanco cientifico e tecnolégico a nivel global influencie no
numero de doentes no mundo. Uma vez que se obtém novas tecnologias é natural a
ocorréncia da melhora na qualidade de vida que reflete diretamente na expectativa de
vida das pessoas ao redor do mundo'. Sendo assim, as novas tecnologias e 0s
avangos na medicina tendem a elevar o nimero de idosos. o que imediatamente

implica nesta tendéncia de aumento do nimero de casos™.
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Junto com o aumento do nimero de casos vem o impacto econdmico. Apesar
da inexisténcia de um tratamento efetivo que leve a cura da doenca, existe uma
demanda econémica consideravel para com o doente e sua familia. Para que o idoso
acometido pela doenca possa ter uma vida minimamente digna sdo necessarios
cuidados como acompanhamento psiquiatrico e psicolégico, cuidadores, uma boa
dieta e héabitos que minimizem os impactos causados pelos sintomas®°.

Neste sentido, estima-se que o gasto global com a doenca de Alzheimer seja de
1 trilhdo de ddlares em 2020, com estimativa de que este valor dobre até 2030. No
Brasil, foram investidos cerca de 50 mil dolares em 2019 para os cuidados com a
D.A, um valor préximo de 200 mil reais para a época'’.

Devido a estes indicadores, a D.A tem sido foco de pesquisas cientificas em
escala global a fim de encontrar as causas para a doenga, um metodo de diagndstico
seguro e em estagios iniciais e, também, métodos e farmacos para tratamento que,
atualmente, sdo apenas sintomaticos e paliativos, com efeitos de curta duragéo.®*>°.
Apesar do empenho de recursos, tanto financeiros quanto humanos, estas perguntas
continuam sem respostas. O diagndstico €, usualmente, obtido apds o falecimento do

37-40

paciente (post mortem). Algumas técnicas como a tomografia e a ressonancia

magnética por imagem***

permitem identificar lesdes, entretanto, ja& em estagio
avancado.

A caracteristica multifatorial que acompanha a D.A. faz com que ndo se
encontre um unico vetor para a doenca, o que dificulta a obtencdo de um diagndstico
e de tratamentos efetivos para a doenca. Existe uma série de hipoOteses que se

intercruzam, de forma que nenhuma delas pode ser completamente descartada.
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1.2 A Hipotese Colinérgica da Doenca de Alzheimer

A acetilcolina é um dos neurotransmissores mais importantes e abundantes
presentes no SNC. Juntamente com a butirilcolina elas formam o sistema colinérgico.
Estes neurotransmissores sdo responsaveis por fazer a ligacdo entre 0s neurdnios,
facilitando a passagem do impulso elétrico enviado pelo cérebro®.

O sistema colinérgico é responsavel pela regulacdo de algumas funcbes
importantes no sistema nervoso central, como a aprendizagem, a transformacéo da
memoria de curto prazo em memdria de longo prazo, equilibrio e controle de
contragdo muscular®.

Assim sendo, é importante para o pleno funcionamento que o0s
neurotransmissores tenham suas concentracdes bem controladas. Para isso, 0
organismo dispde de um sistema de enzimas, responsaveis pela degradacdo de tais
moléculas, chamadas enzimas colinesterases, isto &, butiril e acetilcolinesterase®’.

A acetilcolinesterase € uma enzima de forma elipsoidal com dimensdes de 45 X
60 x 65 angstrons. Possui dois sitios de ligacdo, um sitio ativo e um alostérico, sendo
uma enzima da familia das serinoproteases, nas quais seus sitios ativos séo compostos
por uma triade especifica de aminoacidos formada por serina-histidina-glutamato®.

A hipotese colinérgica, a mais antiga na tentativa de elucidar os mecanismos
que levam aos sintomas observados nos pacientes de D.A., considera que ocorra
atividade exacerbada das enzimas colinesterases, principalmente da
acetilcolinesterase, 0 que leva a auséncia de neurotransmissor nas sinapses dos
neurénios do hipocampo, ocasionando o déficit cognitivo caracteristico dos pacientes
acometidos pela doenca de Alzheimer*.

Além da alta velocidade de clivagem do neurotransmissor, o déficit de
concentracdo de neurotransmissor nas sinapses é, ainda, aumentado devido a
diminuicdo da concentracdo da enzima colina acetiltransferase, responsavel pela
biossintese do neurotransmissor acetilcolina®***!. Desta forma, organismo néo tem a
capacidade de manter a homeostase de acetilcolina, o que leva ao mau funcionamento

das sinapses, o que induz a apoptose celular dos neurdnios e culmina na perda de
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volume cerebral na regido hipocampal, que é uma caracteristica comum aos pacientes
de D.A%,

Desta forma, os primeiros medicamentos criados com a finalidade de tratar a
doenca de Alzheimer foram os chamados anticolinérgicos, que tém a funcéao de inibir
a atividade das enzimas colinesterases a fim de reduzir os danos cognitivos, podendo
agir como inibidores reversiveis ou irreversiveis®.

O primeiro anticolinérgico relatado foi a Tacrina®® (figura 1), que tem a
capacidade de se ligar ao sitio ativo da enzima, resultando em uma inibicéo do tipo
competitiva, onde o inibidor impede que a molécula alvo atinja o sitio ativo da
enzima. A Tacrina é um potente inibidor das enzimas colinesterases, com I1C50 e Ki

na ordem nanomolar.

NH,

\

Figura 1: Estrutura molecular da tacrina.

Entretanto a Tacrina apresentou severos efeitos colaterais aos usuarios,
levando a obtencdo de novos farmacos como a Galantamina, o Donepezil*®*. Tais
farmacos continuam no mercado e séo 0s Unicos medicamentos no combate a D.A,
entretanto, seus efeitos na melhora cognitiva sdo de curto prazo com 0s sintomas
sendo recobrados ap6s um ou dois anos de uso. Desta forma, a obtencéo de estruturas
com potencial ag4o anticolinérgica continua sendo uma frente ampla de pesquisa™.

A busca por novos farmacos, usualmente, se concentra em compostos
puramente organicos e, no caso dos anticolinérgicos, ndo é diferente. E conhecido
que pesticidas como organofosfatos e carbamatos sdo excelentes inibidores da
AChE>*®,

Entretanto, desde o sucesso no uso do complexo metalico cis-platina no

combate e cura de alguns tipos de cancer, os complexos de metais de transicdo vém
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ganhando espaco e relevancia como potenciais moléculas ativas. Isto porque eles
apresentam algumas vantagens em relacdo aos compostos puramente organicos,
como a geometria bem definida e a facilidade de se moldar as caracteristicas
espectroscopicas pela substituicao de ligantes®.

Recentemente, novos complexos baseados em platina tendo morfolina e
carbenos do tipo NHC (N heterocyclic carbene) foram reportados por Aydin Aktas e
colaboradores, apresentando  apreciavel potencial anticolinérgico. Foram
apresentados 9 novos complexos que tiveram Ki para inibicdo da AChE entre 10 e 35
LM. 60

Entre os metais mais utilizados para a construcdo de tais estruturas, destacam-
se o rhadio, iridio, rénio e, particularmente neste trabalho, o ruténio®®. Devido suas
propriedades quimicas semelhantes as do ferro, os complexos de Ru(ll) e Ru(lll)
sofrem pouca rejeicdo por parte do organismo, 0 que atrai a atencdo da comunidade
cientifica para estes compostos®.

No contexto da atividade anticolinérgica, 0 numero de trabalhos vem
crescendo. Em 2017 e 2018, Sundaraneedi reportou trés trabalhos interessantes
utilizando complexos polipiridinicos de Ru(ll), incluindo um tetranuclear, no
combate a parasitas causadores de doencas tropicais como esquistossomose e maléria.
Os complexos inibem fortemente as enzimas colinérgicas destes parasitas, causando a
morte dos mesmos, abrindo uma nova perspectiva para o tratamento de tais
doencas.>*

Em 2014, Vyas e colaboradores apresentaram um trabalho relacionando
complexos de Ru(ll) contendo polipiridinas como ligantes que apresenta capacidade
de inibir a atividade das enzimas colinérgicas e, também, capaz de inibir a agregacao
do peptideo B-Amildide.”” Ainda, em 2018, 0 mesmo grupo apresentou um novo
trabalho utilizando um complexo bimetalico, contendo Ru(ll) e Pt(1l) que apresentam
as mesmas caracteristicas®®, representando importantes exemplos de drogas multi

alvos no contexto do combate a doenca de Alzheimer.
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A inibicdo das enzimas colinesterases, principalmente da acetilcolinesterase, é
fundamental no combate a DA. Apesar da hipdtese colinérgica ter perdido espaco
apos as fortes evidéncias sobre a participacao do peptideo AP na etiologia da doenga,
os efeitos da acdo enzimatica sobre 0s neurdnios € evidente e continua sendo o Unico
alvo que pode ser atacado no combate sintomatico.

Por isso o campo de pesquisa de anticolinérgicos ainda € amplamente
explorado, pois, 0s Unicos medicamentos existentes para o tratamento, ainda que
sintomatico, da D.A tratam exatamente desta nuance, sendo importante a busca por

novos e melhores farmacos.

1.3 Complexos de Ru(l1) e Outros Metais na Medicina
Os complexos de coordenacdo tém ganhado atencdo da comunidade cientifica

apos 0 sucesso da cis-platina no combate ao cancer. Entretanto, apesar da notéria
atividade, a cis-platina ainda apresenta inimeros efeitos colaterais, 0 que demanda
inovacao constante. Assim sendo, 0 campo de pesquisa sobre metalofarmacos esta em
franca evolucao**®.

Ha exemplos de complexos no tratamento de varios tipos de cancer por
mecanismos de interacdo com o DNA, RNA e outras biomoléculas que podem
desencadear processos apoptéticos apoptaéticos das ceélulas tumorais, similar a acéo da
cis-platina’"™.

Outra aplicacdo de complexos em amplo desenvolvimento é sua utilizagcdo
como agentes de contraste para imagem por ressonancia magnética (IRM) e em
tomografia de emissdo de positrons (TEP). Utilizam-se, principalmente, complexos
de **Cu”* e Tc , como substitutos para os contrastes baseados em *°F. Estas técnicas
tém aplicacdo especial na area das neurociéncias por permitirem o mapeamento das
areas cerebrais e deteccdo de lesbes que podem ajudar no diagnostico de doencas

como Parkinson e a propria doenca de Alzheimer, apesar de ndo serem definitivas**"

40,72,73

Uma caracteristica fundamental dos complexos formados por metais da
segunda série de transicdo é que, com bom planejamento dos ligantes, eles podem

7
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apresentar luminescéncia na regido visivel do espectro eletromagnético, proveniente
da populacdo e consequente decaimento de um estado eletronico tripleto
excitado(*T*), apds absorcdo de luz. A populacio deste estado eletrdnico favorece a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pelo contato do complexo em seu
estado excitado com o O, presente no ambiente celular, induzindo apoptose das
células cancerigenas’™ ™.

Esta técnica é chamada de terapia fotodindmica e esta area estd em franco
crescimento por ser uma técnica nao invasiva e que pode ser utilizada in situ,

preservando as céulas saudéaveis™®®,

Os complexos de metais de transicdo
apresentam, ainda, uma caracteristica que expande esta ideia, que € a possibilidade da
fotodissociacdo, ou seja, a interacdo com a luz pode levar a clivagem da ligacdo
coordenada ligante-metal pela populacdo de um estado eletronico *MC* (tripleto
centrado no metal), promovendo a liberacdo do ligante para 0 meio®®'. Desta forma,
e possivel coordenar um farmaco ao metal para ser liberado pela acdo da luz,
diminuindo a toxicidade do farmaco e aumentando a especificidade da area de
atuacdo. Existem inumeros exemplos desta aplicacéo utilizando ruténio, rhddio, iridio
entre outros'®*"®,

O ruténio é um metal de configuracdo d® que assume 2 estados de oxidac&o
principais, Ru(lI1), de configuracdo d° e Ru(ll) de configuracdo d°. Encontra-se logo
abaixo do ferro na tabela periodica e, por isso, tem a capacidade de mimetizar
compostos de Fe no organismo, o que facilita sua interacdo com biomoléculas e
diminui a toxicidade. E um centro metalico hexacoordenado, cuja geometria do
complexo pode ser modulada pelo uso de ligantes multidentados em combinagdo com
ligantes monodentados®® %,

Os complexos de Ru(ll) séo, em geral, de spin baixo, levando a um estado
fundamental singleto, com todos os elétrons do centro metalico emparelhados no
orbital t,g. Esta caracteristica permite a facil caracterizacdo dos complexos por
técnicas de ressondncia magneética nuclear (RMN). Aléem disso, os complexos

polipiridinicos, que sdo o foco deste trabalho, apresentam absor¢cdo MLCT intensa na
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regido do visivel (€ > 9000 L.mol™.cm™), emissdo por fosforescéncia na regido do
visivel, com banda larga se aproximando do infravermelho proximo®®%%% A
solubilidade em H,O e sistemas tamponados pode variar, mas, em geral, é possivel
contornar este fator com a utilizacdo de uma fracdo de volume de um solvente
organico como DMSO. As sinteses sdo mais simples em relacdo as sinteses organicas
e apresentam rendimento apreciavel, na faixa de 60%.

As caracteristicas espectroscépicas dos complexos de Ru(ll), bem como sua
capacidade de mimetizacdo dos compostos de Fe(ll), fazem deles bons candidatos a
sondas fluorescentes bioldgicas®.

Ha exemplos importantes de complexos de Ru(ll) atuando na marcagdo de
diferentes organelas, como mitocondria, reticulo endoplasmaético entre outros. Devido
as caracteristicas luminescentes, é possivel observa-los através de técnicas de imagem
como a microscopia confocal ®%>%-%,

No escopo da doenca de Alzheimer os complexos de Ru(ll) recebem especial
atencdo por suas propriedades espectroscopicas e biofisicas que permitem sua
aplicacdo como moléculas “multi target”, atuando em diferentes hipoteses da doenga,
principalmente como sondas luminescentes para 0 processo de agregacédo do peptideo
B amiloide, inibidores da enzima acetilcolinesterase e inibidores de espécies reativas

de oxigénio que causam o estresse oxidativo®®" 890104,

1.4 A Barreira Hematoencefalica
O cérebro humano contém cerca de 640 km de vasos sanguineos, sendo que

85% deste total € composto por capilares. Toda esta rede de irrigacdo tem a funcéo de
manter o cérebro nutrido para desempenhar suas metabolicas, ja que o SNC consome
aproximadamente 20% de toda glicose ingerida na dieta'®.

A barreira hematoencefalica (BBB do inglés blood-brain barrier) é uma
membrana formada, principalmente, por células endoteliais e astrécitos localizada
entre o cérebro e os capilares sanguineos responsaveis por irriga-lo, regulando

firmemente o transporte de substancias do fluxo sanguineo para o cérebro'®.
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As células endoteliais cerebrais se apresentam como fios continuos compostos
por juncdes estreitas sendo expressos transportadores transmembranas especificos e
um alto nimero de mitocdndrias, evidenciando uma alta demanda energética. Estas
juncbes estreitas formam uma rede composta de proteinas transmembranas com
dominios extracelulares capazes de segurar as células apertadamente préximas e de
evitar a difusdo livre de fons, criando um potencial elétrico transendotelial™’.

Os astrocitos, por sua vez, ndo tem papel fundamental na formacéo da barreira
fisica da BBB, exercendo papel fundamental em sua manutencdo. Os capilares
sanguineos podem ser quase que totalmente cobertos pelos pés dos astrocitos e é
nesta regido das células astrociticas que sdo expressos importantes proteinas
transportadoras, como o0s transportadores de glicose GLUTL1 e canais de potassio
além dos astrocitos sintetizarem moléculas biologicamente ativas que podem
influenciar as células endoteliais’. Todo este sistema elaborado e altamente
organizado é comum a organismos que apresentam um sistema nervoso central
desenvolvido'®%.

A BBB apresenta inimeras fungdes, sendo a principal delas, a protecdo e
manutencdo da homeostase do SNC'®. Devido as caracteristicas da arquitetura
celular, suas juncdes estreitas sdo mais apertadas que as que existem em membranas
celulares comuns. Desta forma, a BBB ndo permite difuséo de substancias com massa
acima de 400 Da ou com mais de 8 ligacGes de hidrogénio para dentro do SNC,
controlando controlando a entrada e saida de moléculas, ions e peptideos do fluxo
sanguineo para o cérebro'®%,

Da mesma forma, moléculas e metabolitos com massa superior a 400 Da
formados no interior do cérebro como resultado do metabolismo sdo prontamente
excretada para a corrente sanguinea por mecanismos de efluxo, a fim de manter e
regular a homeostase do sistema nervoso central*®'%,

Dadas as restricdes impostas pela BBB, as celulas que a compdem expressam,
em sua superficie, proteinas e transportadores capazes de internalizar moléculas

essenciais para a manutencdo da funcéo cerebral, como peptideos e a prépria glicose,
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haja vista que estas moléculas, por apresentarem massa maior que 400 Da e serem
polares, sdo incapazes de penetrar passivamente a barreira. ~ Assim sendo, além de
protecdo essencial ao cérebro, a BBB representa, também, um dos maiores desafios
na busca por moléculas ativas no SNC para diagndstico e combate a doencas como
glioblastomas, D.A, Parkinson entre muitas outras™.

As moléculas de farmacos sdo, em geral, muito maiores do que o limite de 400
Da, sendo prontamente reconhecidas como ameacas e eliminadas pelos sistemas de
efluxo. Desta forma, € necessario que se encontrem maneiras de driblar a BBB na

obtencéo de novas moléculas™***,

Atualmente, os caminhos mais empregados
para a passagem de moléculas pela BBB é a ruptura fisica, ainda que momentanea, da
mesma, seja por injecao intranasal, ultrassom ou pela acéo da luz.  Apesar da
funcionalidade destes métodos, eles carregam consigo também certas limitacdes.

Ainda, o desgaste estrutural da BBB € evidéncia de muitas doencas que
atingem 0 SNC como a D.A'. Desta forma, uma quebra da sua estrutura pode levar
a um aumento do fluxo de moléculas toxicas para 0 SNC assim como respostas
inflamatdrias, causando problemas anteriormente inexistentes além de que néo é certo
que apés a intervencdo a barreira retorne ao seu estado inicial perfeito**'*.

Assim sendo, novas metodologias para vencer o obstaculo imposto pela BBB
sdo necessarios. Uma saida que vem sendo explorada é a utilizacdo dos
transportadores de membrana para internalizacdo da molécula de interesse via difuséo

2,115-118

facilitada ou via transporte ativo Ha relatos de moléculas internalizadas ao

SNC para uma série de utilizacbes como quimioterdpicos e sondas fluorescentes

119-121 122-124

utilizando transportadores de ferro (transferrina) , colina , entre outros.
Trabalhos ja realizados pelo grupo demonstram que os complexos de Ru(ll)
sdo capazes de interagir com as varias fases de aglomeracédo do peptideo B-amiloide,
também implicado na etiologia da D.A.. Nestes casos, observa-se que a emissdo do
complexo aumenta pela interacdo com as cadeias peptidicas. Outro fator, também, é a

possibilidade de diferenciar cada fase de aglomeracdo através do tempo de vida de
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emissdo, sendo que os tempos de vida de emissdo do complexo também aumentam
com 0 aumento do grau de aglomeracio do peptideo'®*".

Além disso, os complexos apresentam boa capacidade de inibir as enzimas
colinesterases implicadas na hipdtese colinérgica, foco deste trabalho. Em alguns
casos a inibicdo ocorre na mesma escala das conhecidas moléculas j& utilizadas em
pacientes da D.A.. Ainda, alguns dos complexos tem a capacidade de inibir a
producdo de espécies reativas de oxigénio, atuando em outra frente implicada na
doencga, o estresse oxidativo. Portanto, os complexos de Ru(ll) demonstram ser
potenciais farmacos com mudltiplos alvos (multi-target), que € uma caracteristica
importante e cada vez mais necessaria no tratamento de doencas
multifatoriais'®'*12°,

Entretanto, vencer a barreira hematoencefalica continua um desafio ndo
explorado utilizando complexos de Ru(ll). Ha evidéncias de que a funcionalizacéo de
estruturas com moléculas de glicose favorece a internalizagdo das sondas
luminescentes e outras arquiteturas moleculares ao SNC'?*#°. Recentemente, em
2020, um grupo de pesquisas no Japao reportou nanovesiculas decoradas com glicose
que foram internalizadas pela BBB atraves de transcitose mediada pelo receptor
GLUT1 para servir como estruturas ativas no combate ao cancer no cérebro™®.

Desta forma, o ancoramento de uma ou mais moléculas de glicose a um
complexo metalico com tais caracteristicas pode proporcionar o cruzamento do
mesmo através da BBB pela interacdo com receptor GLUTL1. Outra via possivel para
exploracdo seria alterar a lipofilicidade da estrutura dos ligantes a fim de favorecer a
internalizacdo por difusdo simples. O sucesso destas abordagens permitiria que o
complexo atuasse diretamente no SNC desempenhando suas funcionalidades de
maultiplos alvos in situ e in vivo, favorecendo o tratamento e diagnostico em etapas

precoces da doenca®®.
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2. Objetivos

2.1 Objetivos Gerais
O objetivo geral deste trabalho foi sintetizar e caracterizar complexos

luminescentes de Ru(ll) de estrutura inédita e avaliar a capacidade de ambos agirem
como inibidores da enzima acetilcolinesterase como potenciais novos farmacos
anticolinérgicos. Ainda, estas estruturas foram concebidas para apresentarem
potencial cruzar a barreira hematoencefalica através de transportadores de membrana

ou difusdo passiva.
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2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar e Isolar complexos polipiridinicos de Ru(ll) de estrutura inédita.
Um deles de formula geral [Ru(fen),(L-fen)]**(RuFenGlic), onde fen =
1,10 fenantrolina e L = 1B-D-Tioglicose e outro de formula geral
[Ru(bpy)(EtPy),]** (RuEtPy), onde bpy = 2.2’ bipiridina ¢ EtPy = 4,2
etilamino piridina e caracteriza-los estruturalmente pelas técnicas de 'H e
3C RMN e também por ESI-MS.

e Avaliar as propriedades fotofisicas, como intensidade de absorcdo,
intensidade, rendimento quantico e tempo de vida de emissdo, de ambos 0s
complexos, através das técnicas de espectroscopia de absorcéo eletronica
no UV-Vis e espectroscopia de emissao.

e Avaliar a atividade inibitoria de ambos os complexos contra as enzimas
colinesterases humana (hAChE) e do peixe elétrico (eenAChE, ee =
Electrophorus electricus)

e Avaliar conformacdo espacial de ambos os complexos em relagdo as
enzimas colinesterases e estimar as respectivas constantes de dissociacao
pela técnica de STD-'H-RMN.

e Avaliar a estabilidade fotoquimica de ambos os complexos utilizando as
técnicas de espectroscopia de absorcdo eletrbnica no UV-Vis,

espectroscopia de emisséo e *H-RMN.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais
Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram adquiridos da Sigma-

Aldrich e utilizados sem prévia purificacdo, exceto pela dimetil formamida (DMF)
que foi destilada anteriormente a sintese e utilizada logo em seguida.

Solventes deuterados utilizados nos experimentos de RMN foram adquiridos
da Cambridge Isotope Lab,

O N, utilizado para obtencdo de atmosfera inerte nas solucdes e ambientes de
sintese foram adquiridos da White Martins com alta pureza.

As enzimas colinesterases utilizadas neste trabalho foram adquiridas da Sigma-

Aldrich e utilizadas sem prévia purificacao.

3.2 Vias Sintéticas

3.2.1 Complexo [Ru(fen),(L-fen)]**, fen = 1,10 fenantrolina, L = B-D-
Tioglicose. - (RuFenGlic)
O complexo RuFenGlic, foi sintetizado seguindo a rota sintética descrita pela

figura 2.
HO ‘ ~
HO L s RT, 811 O
N

1- EtOH/H,0 1:1 V:V |
4h, Reﬂuxo

2. HO \igg
4h, 45°C

Figura 2: Rota sintética seguida para obtencdo do complexo RuFenGlic. Etapa 1: Sintese do ligante 5-(1B-D Tioglicose)
1,10 fenantrolina, DMSO em temperatura ambiente pela adi¢do e desidratacgio do precursor 5,6diidro 5,6
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epoxifenantrolina. Etapa 2: Sintese do precursos clorofen, DMF em refluxo por 8 horas, atmosfera inerte N, e excesso de
LiCl seguida pela substituicdo dos ligantes cloreto pelo ligante 5(1B-D-Tioglicose) 1,10 fenantrolina, EtOH/H,0 1:1, 10 mL
em refluxo por 4 horas, seguida da adi¢do do ligante e refluxo por mais 4 horas, seguida de adicao de NH,PF; em excesso.

Sintese do ligante L-phen, onde L = f-D-Tioglicose®.

Trata-se de uma abertura de epoxido seguida por uma desisdratacdo para
formacdo do produto final, 5(1B-D-Tioglicose)-1,10 fenantrolina. O composto foi
sintetizado pela reacdo entre 5,6-diidro 5,6 epoxi 1,10 fenantrolina (50 mg, 0,255
mmol) e o sal de sédio da B-D-Tioglicose (65,5 mg, 0,3 mmol) em DMSO sob
agitacdo constante e atmosfera de N, por 8 horas. Ocorre precipitacdo do produto
como um sélido amarelo. O precipitado é lavado com etanol (3x25 mL) e seco sob
pressdo reduzida sendo o produto isolado como um sélido amarelo palido (50 mg,
0,14 mmol, 55%).

Sintese do intermediario [Ru(Cl),(fen),]**, Clorofen, onde fen = 1,10
fenantrolina

O complexo clorofen foi sintetizado pela reacdo de RuCl;.3H,0 (300 mg, 1,15
mmol) com 1,10-fenantrolina (454 mg, 2,5 mmol) em excesso de LiCl (42,3 mg, 8,02
mmol) em DMF (15mL) sob refluxo em atmosfera de N, e agitacdo por 8 horas.
Foram, entdo, adicionados 20 mL de acetona para promover a precipitacdo do
complexo. A mistura foi filtrada e lavada com H,0O gelada até que o filtrado se
tornasse incolor. O composto foi isolado como um solido roxo (318 mg, 0,6 mmol,
62,3%).

Sintese do complexo [Ru(fen),(L-fen)].?*, RuFenGlic, onde L = p-D-Tioglicose
e fen = 1,10 fenantrolina.

Clorofen (155 mg, 0,3 mmol) foi dissolvido em uma mistura degaseada de
EtOH/H,O (10 mL, 1/1 V:V) e aquecido ao refluxo por 4 horas sob agitacédo
constante e atmosfera inerte de N,. Entdo o ligante L-fen (165 mg, 0,44 mmol) ¢
suspenso em uma mistura degaseada de EtOH/H,0 (10mL, 1/1 V:V). Esta suspenséo

é transferida via canula para a solugdo do aquocomplexo e a temperatura € diminuida
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para 45°C, sendo mantida sob agitacdo e atmosfera inerte de N, por mais 5 horas.
Apdbs o tempo reacional, a solucdo € concentrada por evaporacdo do solvente e
adiciona-se excesso de NH4PFg (92 mg, 0,5 mmol) para precipitagdo do complexo
final. O precipitado é isolado por filtracdo como um solido vermelho (205 mg, 0,2
mmol, 63%).

3.2.2 Complexo cis- [Ru(bpy).(EtPy),]**, EtPy = 4,2-etilamino piridina; bpy
= 2,2’ bipiridina. - (RUEtPy)
O complexo RUEtPy foi sintetizado de acordo com a rota sintética mostrada na

figura 3.
X
’ N LiCl, DMF
7 Reflux, 8h, N, atm
1 RuCl;.3H,0  + B
Z N
AN
NH,
NH,
\ NHZ
2 1: EtOH:H,0, 1:1 V/V ~ N A
+ X Reflux, 4h, N; atm J
—_—
NT 2: Add EtPy, Reflux
4h, N, atm
EtPy

Figura 3: Rota sintética seguida para obteng¢dao do complexo RuEtPy. Etapa 1: Sintese do precursor Clorobpy, DMF em
refluxo por 8 horas e excesso de LiCl em atmosfera inerte de N,. Etapa 2: Substitui¢ao dos ligantes cloreto pelos ligantes
piridinicos EtPy, EtOH/H,0 1:1 (10 mL) em refluxo por 4 horas, adi¢do do ligante EtPy e refluxo por mais 4 horas, ambos
os processos em atmosfera inerte de N, .

Sintese do intermediario [Ru(bpy).(Cl),]**, Clorobpy, onde bpy = 2,2
bipiridina

O complexo [Ru(bpy),(Cl),]** foi sintetizado pela reacdo de RuCl;.3H,0 (300
mg, 1,14 mmol) com 2,2’ bipiridina (391 mg, 2,5 mmol) em excesso de LiCl (340

mg, 8,0 mmol) em DMF (15mL) sob refluxo em atmosfera de N, e agitacdo por 8
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horas. A mistura foi filtrada a quente e lavada com H,O gelada até que o filtrado se
tornasse incolor. O composto foi isolado como um solido roxo (310 mg, 0,63 mmol,
55,2%).

Sintese do complexo cis- [Ru(bpy).(EtPy),]*", RuEtPy, onde bpy = 2,2
bipiridina e EtPy = 4,2 etilamino piridina

Clorobpy (150 mg, 0,31 mmol) foi dissolvido em uma mistura degaseada de
EtOH/H,0 (10mL, 1/1 V:V) e aquecido ao refluxo por 4 horas sob agitacdo constante
e atmosfera inerte de N,. Entdo o ligante 4-2etilamino piridina (EtPy) (83 mg, 0,68
mmol, 82 pL) é adicionado. O sistema é mantido sob agitacdo e refluxo em atmosfera
inerte de N, por mais 5 horas. Apos o tempo reacional, a solucéo é concentrada por
evaporacdo do solvente e adiciona-se excesso de NH,PFg (111 mg, 0,68 mmol) para
precipitacdo do complexo final. O precipitado é isolado por filtragdo como um sélido
vermelho (150 mg, 0,16 mmol, 51%).

3.3 Caracterizacao Estrutural

3.3.1'He®C RMN
Os espectros de RMN (Ressonancia Magnetica Nuclear) foram obtidos em um

equipamento Bruker Avance 400Mhz, em temperatura ambiente, utilizando
acetonitrila (CD;CN) ou DMSO (C,D¢SO) como solventes deuterados. A calibracdo
foi feita pelo sinal residual do solvente. A andlise dos dados foi conduzida nos

softwares Mestre Nova e Top Spin.

3.3.2 Espectrometria de Massas
As medidas de espectrometria de massas foram realizadas em modo

positive em um espectrémetro de massas Xevo G2 Q-TOF (Waters Co., Milford,
MA, EUA) equipado com interface de ionizacdo por eletronspray. O espectro foi
produzido na faixa de 100 a 1500 Da. Os experimentos de ion parental MS-MS

foram realizados por dissociacdo induzida por colisdo com argbnio sendo 0 0
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gas de colisdo e a energia de colisdo foi aumentada o suficiente para a
fragmentacdo do ion precursor. Amostras foram preparadas em tampao
carbonato de amonio (pH = 7,4) a em concentracdo de 0,1 mM. As solucbes
foram introduzidas por infusdo direta no analizador utilizando uma seringa de
vidro de 250 pL. Na fonte de ESI, a voltagem do capilar foi de 1,2 Kv, a
voltagem do cone foi de 20 V, o fluxo de gas no cone (N2) de 50 L/hr e a
temperatura da fonte de 80 °C. Os dados foram processados utilizando o

software MassLynxs.

3.4 Caracterizacao Espectroscopica

3.4.1 Espectroscopia de Absorcéo Eletronica UV-Visivel
Os espectros de absorcdo eletronica no UV-Vis foram obtidas em um

espectrofotometro Agilent 8453 equipado com uma lampada branca de tungsténio e
uma lampada de deutério, utilizando uma cubeta de quartzo Elma com lcm de
caminho optico e 3 mL de volume. Os complexos foram analisados em diversos
solventes. Anteriormente a medida dos espectros, um branco do solvente foi medido

para correcéo.

3.4.2 Espectroscopia de Fluorescéncia
As medidas foram obtidas de um espetrofluorofotometro Shimadzu RFPC

5301equipado com uma lampada de deutério e utilizando uma cubeta de quartzo
Helma com 1cm de caminho Optico e 3 mL de volume e os quatro lados
transparentes. O comprimento de onda utilizado na excitacdo € igual ao maximo de
absorcdo da MLCT de cada complexo. Os espectros de excitagcdo foram obtidos no
mesmo equipamento, utilizando como referéncia o comprimento de onda maximo de
emissdo da MLCT de cada complexo. A emisséo e excitacdo dos complexos foram

medidas em diferentes solventes.
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3.5 Ensaios Com as Enzimas Acetilcolinesterases

3.5.1 Método Colorimétrico de ElImann
O método mais popular de analise da capacidade inibidora de uma molécula

frente as enzimas colinesterases € o protocolo colorimeétrico proposto por Elmann na
década de 1960,

O protocolo de Elmann (figura 4) é baseado na acdo da enzima sobre o
substrato acetiltiocolina de estrutura semelhante a acetilcolina utilizando acido
5,5°ditio(2-nitro) benzéico (DTNB) como indicador.

o]

0 N
i AChE -k W
s g ey o

Acetiltiocolina

COCH

J COOH
\\N NO,
e \/\ NO,
SH
HoOC Sy —>
~ ;
S S
D/ fon TNB, absor¢iio em 412 nm

Figura 4: Reagdo que ocorre entre a tiocolina clivada pela enzima acetilcolinesterase com a molécula de DTNB gerando o
ion TNB de acordo com o protocolo de EImann.

A enzima cliva a ligagao tioester do substrato, liberando tiocolina como um dos
produtos da reacdo. A tiocolina reage, subsequentemente, com o DTNB, gerando
como produto o ion TNB. Este ion apresenta absorcéo caracteristica em 412 nm (g =
12400 L.mol™.cm™), o que permite que a reacdo seja monitorada em tempo real pela
técnica de absorcdo eletrénica no UV-Vis

As medidas foram obtidas em um espectrofotometro Agilent 8453 equipado
com software para analise cinética, com uma leitura a cada 15 segundos avaliando a

intensidade da absorcdo em A.x = 412 nm, utilizando uma cubeta de quartzo Elma

com 1cm de caminho 6ptico e 3 mL de volume contendo uma barra de agitacdo
magnética e com a temperatura do laboratério mantida a 25°C. A reacdo foi

observada por 5 minutos.
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Os complexos foram dissolvidos em tampéo trizma pH = 8,0. No caso do
complexo RUEtPy, devido sua baixa solubilidade em H,0O, foi adicionado um volume
de DMSO inferior a 5% do volume total. Nos ensaios, a concentracdo dos complexos
foi variada de 0 a 100 puM.

O substrato acetiltiocolina foi dissolvido em uma solugdo de albumina bovina
(BSA) previamente preparada contendo 15uM de BSA, 0,02 mM de MgCl, e 0,1 mM
de NaCl. A concentracdo final de acetiltiocolina nesta solucdo estoque foi de 100
mM. Nos ensaios, a concentracdo de substrato foi variada de 0,05 a 0,25 mM.

O indicador DTNB foi solubilizado em solucéo eletrolitica contendo 0,02 mM
de MgCl;, e 0,1 mM de NaCl. A concentracdo final de DTNB na solucéo estoque foi
de 0,348 mM. Nos ensaios, foi utilizada uma concentracéo fixa de 0,33 mM.

As enzimas utilizada nestes experimentos foi a acetilcolinesterase proveniente
do peixe elétrico electrophorus eletricus (eeAChE) e aceticolinesterase humana
(hAChE), ambas dissolvidas em PBS para solugbes estoques de concentracdo de
5U.mL™". Nos ensaios foi utilizada uma concentracdo fixa de 0,025 U.mL™.

Nos ensaios de obtencdo da I1Cs, a intensidade da absor¢do em A = 412 nm da

reacdo na auséncia de complexo foi considerada como 100% da atividade da enzima.
A porcentagem de atividade da enzima na presenca do complexo foi calculada por
proporcao direta em relacdo a medida controle.

As medidas obtidas na relacdo absorbancia vs tempo sdo transformadas

matematicamente utilizando a relagéo:
Al
VO —_— (E) . 8,
onde € € o coeficiente de extincdo molar do ion TNB no comprimento de onda A =
412 nm e tem valor de 12400 L.mol™.cm™, Al é a variacdo de intensidade da

absorcdo entre a primeira e a Gltima medida nos 5 minutos observados e At € o tempo

observado da reacao.
Com esta transformacédo é obtido o valor de V, que permite plotar as curvas

cinéticas de Michaelis-Mentem, V, vs [Substrato] e a linearizacdo de dpulo reciproco,
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conhecida como linearizacdo de Lineweaver-Burke, 1/V, vs 1/[Substrato]. Estes
dados sdo nos obter o mecanismo de inibicdo e as constantes cinéticas envolvidas,

como Km, Ki e Kd.

3.5.2 STD-'H-NMR
A técnica de STD (saturation transfer difference) ‘H-NMR é baseada na

transferéncia da magnetizacao induzida em uma macromolécula (proteina, DNA, etc)
para uma molécula pequena (complexos, moléculas organicas, leads, etc) por
acoplamento dipolar através do efeito nOe (nuclear overhauser -effect). O
experimento consiste em irradiar, com um pulso magnético, uma frequéncia do
espectro onde nenhuma das moléculas em estudo sejam capazes de absorver (off
resonance), usualmente, -20 ppm. Em seguida, irradia-se com outro pulso uma
frequéncia onde apenas a macromolécula absorve (on resonance). Caso haja
interacdo de forca entre moderada e fraca entre as duas moléculas (Constante de
dissociacdo, Kd, entre 10® e 10 mol.L™"), uma parte da magnetizagdo induzida é
transferida pela macromolécula, neste caso a as enzimas AChE, para a pequena
molécula, neste caso os complexos de Ru(ll), através do efeito nOe. A subtracdo dos
espectros on e off permite a identificacdo de qual porcdo dos ligantes do complexo
recebeu a magnetizacdo e com qual intensidade. Variando a concentragédo do inibidor
nos experimentos e mantendo um tempo de saturacdo fixo, é possivel construir uma
curva de saturacdo da enzima e, a partir dela, estimar um valor de Kd, a constante de
dissociacdo entre enzima e complexo. Estes dados permitem inferir a posicéo e
orientacdo do complexo em contato com a enzima, permitindo identificar qual dos
ligantes é o principal responsavel pela inibicdo e também possiveis alteracbes na
estrutura que levem a avancgos nos resultados para estruturas com potencial aplicacéo

farmacoldgica'™.

3.5.2.1 Preparagéo das amostras
Os experimentos de STD-1H-RMN foram obtidos utilizando um equipamento

Bruker Avance 600 MHz equipado com uma sonda criogénica.
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As enzimas eeAChE e hAChE foram preparadas em concentracdo de 2,0 mM
em PBS deuterado (pH = 8,0), as solugdes estoques continham 1480 pL de volume
total e foram guardadas em freezer (-20°C), sendo descongeladas apenas para 0 uso.
Foram preparadas solucdes estoque dos complexos na concentragdo de 2,10 mM em
D,0 e algumas gotas de DMSOd6 para favorecer a solubilizacdo, com volume total
de 1,5 mL. Os experimentos foram realizados utilizando uma proporcdo de 1:80
enzima:complexo em um tubo de RMN de 5 mm (Norrel Inc. EUA) com volume
total de 525 pL. Para obtencdo dos mapas de epitopo, a concentracdo final do
complexo foi de 0,6 mM enquanto a concentracdo das enzimas se mantiveram
constantes em 7,6 UM. Nos experimentos titulométricos (STD-RMN), a concentracdo
do complexo foi variada de 0,4 mM a 0,05 mM, enquanto a concentracdo das
enzimas foram mantidas constantes em 7,6 pM, tendo sido realizados 5 experimentos

independentes para cada enzima.

3.5.2.2 Condigdes dos experimentos de STD-RMN
Os eperimentos foram realiados utilizando uma sequéncia de pulsos com

supressao de agua feitos por um esquema de excitacdo (stddiffesgp.3). Os dados de
aquisicdo foram obtidos com 65536 pontos, utilizando um pulso calibrado de 8,47 s
para *H, com tempo de aquisicdo de 3,4 s, largura de banda espectral de 16 ppm com
compensacdo em 4,7 ppm, 256 scans com tempo de reciclo de 1,5 a 10 s. Dois
experimentos foram realizados, com uma configuracdo pseudo-2D e aquisi¢ao
intervalada entre os experimentos on e off. A saturacdo por irradiacdo seletiva das
enzimas foi obtida utilizando uma série de pulsos Gaussianos suaves com atenuacao
de 55 dB. A frequéncia escolhida para irradiacdo das enzimas foi de -864,00 Hz (-1,4
ppm) para ressonancia on e 30000 Hz (50 ppm) para ressonancia off. A curva de
saturacdo de STD foi adquirida variando o tempo de saturacdo entre 0,5 e 10 s,
realizando 14 experimentos. O fator de amplificacdo de STD foi calculado levando
em consideracdo as concentragdes do complexo [L] e da proteina [P] além do sinal de
intensidade do espectro de diferenca de STD (STD diff) em relacéo a referéncia de
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ressonancia off, seguindo a equacao (1)
Astp= (lo-lstp)/1o X [L}/[P] (1)

Para determinacdo da porcentagem relativa do fator de amplificacdo, o sinal do
proton com maior intensidade de integral foi associado ao valor 100%, sendo 0s
outros valores normalizados a partir deste.

Para determinacédo da constante de dissociacdo (Kd), foi utilizada a equacéo 2:

Astp = (asto X [P])/(Ko+[P]) (2)

Onde Asmp € a intensidade, ostp € 0 maximo de intensidade de STD
consideradndo concentr¢cdo infinita, e [P] € a concentracdo das enzimas, mantida
constante em 7,6 uM, com a concentracdo dos complexos variando entre 0,05 e 0,4
mM, com 5 experimentos realizados. Apds a obtencéo dos valores de Astp € astp, as
curvas de concentracdo foram ajustadas adequadamente de acordo com o modelo de
Michaelis-Menten utilizando o software Origin, versdo 8,5. Estes experimentos foram
realizados utilizando 65536 pontos, um pulso calibrado de 8,82 ps para ‘H, tempo de
aquisicdo de 3,4 s, janela espectral de 16 ppm com compensacdo em 4,7 ppm, 256
scans, tempo de reciclo de 5,0 s e tempo de saturacdo de 5 s.

Todos os dados experimentals de STD obtidos (mapa de epitopo e
determinacdo de Kd) foram processados aplicando correcdo automatica de fase (apk)
e de linha de base (abs) e transformada de Fourrier pseudo-2D, utilizando 65536
pontos na dimensdo direta (F2) e 1024 pontos na dimensdo indireta (F1), com
multiplicacdo exponencial equivalente (LB) a 0,30 Hz para alargamento de liniha em
ambas as dimensdes, utilizando func¢des de apodizacdo exponencial (EM) e SINE em

F2 e F1, respectivamente.

3.6 Ensaios Fotoquimicos
Foram preparadas solucbes dos complexos RuFenGlic (100 uM) em

acetonitrila e RUEtPy (150 uM) em acetonitrila e em tampéo tris-HCI (pH =
7,2). As solucbes foram degaseadas por um fluxo de N, por 5 minutos e entéo
foram irradiadas utilizando uma lampada de xen6nio (modelo 6258) em um arco

universal Newport Oriel. Foram utilizados filtros de 420, 450 e 520 nm para
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observacdo da fotossubstituicdo. As solucbes foram alocadas em uma cubeta de
quartzo Helma com 4 lados transparentes. O progresso da fotolise foi
monitorada por UV-Vis, luminescéncia e 'H-RMN. As solucdes foram
irradiadas em intervalos de tempo determinados e a solucdo na cubeta foi
agitada por um agitador magnético para garantir uniformidade da absorcdo da
luz pela amostra. As amostras foram irradiadas até que 0s espectros se
tornassem constantes. A intensidade da lampada foi obtida por actinometria
utilizando oxalato de ferro como padrdo. No caso das fotolises acompanhadas
por UV-Vis e luminescéncia, o tempo total médio de irradiacdo foi de 3 horas.
No caso das fotlises acompanhada por *H-RMN, as solucBes foram preparadas
somente em acetonitrila deuterada, tendo também sido degaseadas por um fluxo
de N,. Para irradiacdo foi utilizada uma lampada de LED Kessil (PR160 L) de
comprimento de onda A = 456 nm (352 mW/cm?). O tubo contendo a solucéo foi
colocado a 10 cm de distédncia da fonte de luz. Os experimentos foram
conduzidos em um equipamento Bruker Avance 400 MHz, 25°C utilizando o

solvente como lock.
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4. Resultados e Discussoes
4.1 Caracterizacdo Estrutural e Espectroscopica

4.1.1 Complexo RuFenGlic
O ligante L-phen (L = B-D-Tioglicose) foi caracterizado utilizando a técnica de

'H-RMN. O espectro obtido (Figura 5) mostra sinais finos e definidos, caracteristicos
das substancias em alto grau de pureza. Observa-se, também, o desdobramento dos
sinais da fenantrolina. Este efeito € causado pela presenca do substituinte 1-B-D
Tioglicose na posicdo 5 que faz com que as posi¢cbes dos prétons ndo sejam

equivalentes pela quebra de simetria.
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Figura 5: Espectro de "H-RMN do ligante L-fen (5(1B-D-Tioglicose)1,10 fenantrolina) . DMSO dg, 400 MHz, 25°C .

Observa-se um sinal em 9,14 ppm (dd, J1 = 4,3 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H) referente
ao hidrogénio da posicdo 9 (Ha) do anel, seguido por outro duplu dubleto em 9,05
ppm (9,05 ppm, dd, J1 = 4,3 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H) referente ao préton da posicao 2
da fenantrolina (Hg). Na regido de aromaticos observam-se também dois sinais, um
em 7,84 ppm (dd, J1 = 8Hz, J2 = 4,3 Hz, 1H) e outro em 7,78 ppm (dd, J1 = 8 Hz, J2
= 4,3 Hz, 1H) referentes as posi¢bes 3 e 8 (Hf e Hb) da fenantrolina. Dois sinais em

8,4 ppm (dd, J1 = 8Hz, J2 = 1,8 Hz, 2H) e 8,83 ppm (dd, J1 = 8,4 Hz, J2 = 1,8 Hz,
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1H) referentes as posicdes 4 e 7 (He e Hc) e um sinal em 8,33 ppm (s, 1H) referente a
posicdo 6 da fenantrolina (Hd). Este sinal é particularmente importante na
identificacdo do produto, uma vez que as posi¢oes 5 e 6 sdo equivalentes em uma
fenantrolina ndo substituida e o sinal esperado seria um dubleto integrando para 2
prétons™.

Ainda, observa-se um sinal em 4,79 ppm (d, J = 8Hz, 1H) referente ao
hidrogénio ligado ao carbono anomérico na molécula de tioglicose (Hh), que também
permite afirmar a formacdo do produto. Os demais sinais da molécula de glicose sdo
esperados entre 2 e 3 ppm escondidos sob os sinais de DMSO d6 e H,O residuais'*.

As informac0es da atribuicdo foram detalhadas na tabela 1.

Posicdo r@tlrzlggelz%:?fo 6 (ppm) MUIt('qu(;')dade Integral

2 Hg 9,07 dd 1H

3 Hf 7,78 dd 1H

4 He 8,83 dd 1H

6 Hd 8,33 S 1H

7 Hc 8,4 dd 1H

8 Hb 7,84 dd 1H

9 Ha 9,14 dd 1H
H-Carbono Hh 4,79 d 1H
anomérico

O complexo precursor, clorofen, foi obtido seguindo protocolos ja
estabelecidos de sintese®™'***%_ Sua caracterizacdo foi obtida pelas técnicas de 'H-
RMN e pelo espectro de absorc¢éo eletrénica no UV-Vis.

O espectro de RMN (figura 6) demonstra a quebra de simetria dos sinais da
fenantrolina. Isso nos permite inferir que o complexo apresenta geometria cis. Os
sinais observados estdo de acordo com os reportados para este complexo na

literatura®®’,
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He + Hd 1300
He Hf

1.09
11.102

100 9.5 9.0 8. 7.0
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Figura 6: Espectro de 'H-RMN do complexo precursor Clorofen. CD;CN , 25°C, 400 MHz.

Observa-se a desprotecéo de alguns sinais da fenantrolina, por exemplo, o sinal
do préton da posicdo 2 (Ha) em 10,5 ppm (d, J = 8Hz, 1H). Este deslocamento pode
estar relacionado a presenca dos ligantes cloretos, que apresentam caracteristicas ¢ e
n doadores, coordenados ao Ru(ll). Estes &tomos tendem a aumentar a densidade
eletrbnica do centro metélico através da doacdo de elétrons i e, consequentemente,
das fenantrolinas pelo mesmo motivo. Isto causa um aumento na corrente de anel dos
aromaticos desblindando os protons principalmente da porcdo da fenantrolina em
trans ao cloreto (posicédo 4, Hc) e nos mais proximos ao centro metalico e do &tomo
de nitrogénio piridinico (posicao 2, Ha).

Observa-se os sinais referentes as posicoes 3 e 8 (Hb e Hg respectivamente)
como dois dubletos um em 7,3 ppm (7,3 ppm, d, J1 = 8 Hz, 1H) e outro em 7,75
ppm,(7,75 ppm, d, J1 = 8 Hz, 1H). Estas posicOes na fenantrolina se encontram em
frequéncias mais altas devido ao efeito de ressonancia. Em 8,24 ppm encontra-se um
multipleto (8,24 ppm, M, 2H) referente as posi¢es 5 e 6 da fenantrolina (Hd e He,
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respectivamente). Observa-se em 8,31 ppm (8,31 ppm, d, J1 =8 Hz, J2 = 4,3 Hz, 1H)
o sinal do proton referente a posicao 6 da fenantrolina (Hf), em 8,74 ppm (8,74 ppm,
d, J1 = 8Hz, 1H) o sinal referente a posicdo 9 da fenantrolina (Hh). Os demais sinais
apresentam proporcéo de hidrogénios e multiplicidades que corroboram a estrutura.

As informag0es detalhadas da atribuicdo pode ser encontrada na tabela 2.

Posicao rﬁ‘)trég;:é?fo 6 (ppm) MUItJ'p(IlllCZ';j ade, Integral

2 Ha 10,28 d (5,3) 1H
3 Hb 7,76 d (5,4) 1H
4 Hc 8,3 d (8,9) 1H
5 Hd

5 He 8,26 - 8,19 m 2H
7 Hf 8,14 d(8,8) 1H
8 Hg 7,34 dd (8,0; 5,1) 1H
9 Hh 8,72 d(8,1) 1H

O caracteristico espectro de UV-Vis deste complexo é apresentado na figura 7.
Observam-se 2 bandas na regido do UV, em A = 230 nm (¢ = 25000 L.mol*.cm™) e a
segunda em A = 320 nm (& = 30000 L.mol™.cm™). Estas bandas sdo caracteristicas da
transicdo eletronica entre os orbitais = — n* do ligante (L-L). Estas bandas s&o muito
intensas por apresentarem uma alta probabilidade de ocorrer de acordo com o
principio de Franck-Condon, causando uma grande modificacdo nos orbitais
envolvidos e, por isso, apresentam um valor muito alto de coeficiente de
absortividade molar. Observa-se também uma banda larga na regido do visivel, com
méximo em A = 550 nm (¢ = 9500 L.mol*.cm™). Esta banda é atribuida a uma
transicdo eletrénica do metal para o ligante (MLCT), pela transicdo do elétron entre
0S Orbitais et — T jigante’

A regido mais proxima do vermelho da banda MLCT em relacdo as das bandas
L-L pode ser explicada pela caraceristica m-doadora dos cloretos, que levam a
diminuigdo do gap energético entre os orbitais HOMO e LUMO, resultando em uma

transicdo em regides de maior comprimento de onda. Como esta transi¢cdo tem uma
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probabilidade menor de ocorrer, o valor de £ é mais baixo, apesar da transicdo ser

permitida. Este tipo de transicdo é comumente encontrada na literatura dos compostos

de Ru(l1) e esta banda é caracteristica do complexo proposto”*#®%.
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Figura 7: Espectro de UV-Vis do complexo precursos Clorofen. Acetonitrila, 25°C, 50uM.

E importante afirmar que, apesar da emissdo ser uma caracteristica comum aos
complexos de Ru(ll) polipiridinicos, este precursor ndo apresenta tal fenbmeno. A
explicacdo ¢ a presenca dos ligantes cloretos de caracteristica o ¢ m doador. A doagao
n favorece transi¢des do ligante para o metal (LMCT, do inglés ligand to metal
charge transfer) em vez das transicbes MLCT (metal to ligand charge transfer) que
sdo favorecidas pelas fenantrolinas que sdo ligantes m receptores. Esta mistura de
transferéncias de cargas favorece a desativacdo ndo radiativa, impedindo a
emissdo. 910

Tendo o complexo precursor e o ligante totalmente caracterizados, a sintese do
complexo alvo final foi conduzida, também sob protocolos estabelecidos para a
obtencdo de complexos de Ru(Il). O complexo RuFenGlic foi obtido com apreciaveis

60% de rendimento e foi totalmente caracterizado.
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O espectro de 'H-RMN (figura 8) mostra os sinais esperados na regido de
aromaticos, porém um pouco mais largos devido tanto a presenca do centro metalico
quanto a sobreposicdo dos sinais. Foram realizados experimentos em 2D (Apéndice,
figuras Al a A8) para tentativa de obtencdo de uma atribuicdo inequivoca, porém
devido as muitas correlagbes, ndo foi possivel atribuir totalmente todos os sinais.
Entretanto, as multiplicidades e integracGes permitem a inferéncia de que o complexo

foi obtido. O espectro ndo indica a presenca significativa de impurezas ou de material

de partida.
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Figura 8: Espectro de "H-RMN do complexo RuFenGlic. CD;CN, 400 MHz, 25°C.

O sinal chave para a identificacdo da estrutura é o dubleto em 8,39 ppm (J =
8Hz, 4H) atribuido aos protons da posicdo 5 e 6 das fenantrolinas ndo substituidas
(Hd e He). Sua integracdo pra 4H indica que uma das fenantrolinas esta substituida
em alguma dessas posicdes, quebrando a simetria dos eventuais 6 hidrogénios
existentes para esta posicdo e alterando seu deslocamento quimico. Ja no caso do

sinal atribuido a 7,75 ppm (m, 6H) a presenca da glicose ndo afeta o deslocamento
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quimico e os 6 prétons referentes as posicdes 3 e 8 das fenantrolinas (Hb e Hg)
aparecem juntos em 1 multipleto. Entre 8 e 8,15 ppm temos um multipleto (m, 6H)
referente & posicdo 6 da fenantrolina substituida (Hi) juntamente com os outros 5
hidrogénios referentes a posicdo 3 (Hc). Em frequéncias mais baixas encontramos
uma série de tripletos referentes as posicdes 2 e 9 das fenantrolinas (Ha e Hh) com
um sinal sobreposto a um proton da posicdo 3 (Hc).

O sinal do hidrogénio ligado ao carbono anomérico da molécula de tioglicose
aparece consideravelmente desblindado em 5,6 ppm (5,6 ppm, s, 1H), demonstrando
0 efeito da complexacdo, uma vez que o ligante livre tinha o sinal em frequéncia mais
alta (4,79 ppm). Os demais sinais referentes a molécula de glicose encontram-se na
regido entre 5,3 e 3,75 ppm como uma série de singletos. Os dados de atribuicdo

foram sumarizados na tabela 3.

- Atribuicdo Multiplicidade,
Posicao no Espectro 6 (ppm) 1 (H2) Integral

2 Ha 8,88 t (8,0; 5,4) 1H
9 Hh 8,77 t(7,7,3,5) 4H
4 Hc 8,57 t (7,6; 4,5) 2H
7 Hf
5

(fenantrolina Hi 8,09-8,16 m oH

substituida)
3 Hb
3 Hg 7,7-7,83 m 6H
5 Hd
5 He 8,39 S 4H

Ao compararmos o0 espectro de 'H-RMN do complexo precursor com o do
complexo alvo (figura 9), observa-se claramente a variacdo na posi¢do dos protons da
regido dos aromaticos, principalmente o deslocamento dos protons referentes a
posicdo 2 (Ha) para frequéncias maiores, de 10,28 ppm no precursor Clorofen para
8,88 ppm no complexo RuFenGlic (A6 = 1,4 ppm). Observa-se também um pequeno
deslocamento para frequéncias menores dos hidrogénios atribuidos a posicdo 3 da
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fenantrolina (Hg), de 7,34 ppm no precursor Clorofen para 7,8 no complexo
RuFenGlic (A8 = 0,46 ppm). A substituicdo dos cloretos, ligantes ¢ e © doadores por
uma fenantrolina de caracteristicas ¢ doador © receptor retira densidade eletronica do
centro metalico e ganha-se um novo ligante com orbitais n* receptores vazios, o que
faz com que a desblindagem inicial dos prétons no complexo precursor seja

diminuida, ocasionando o deslocamento nos sinais para campos mais altos.

—J.*———LJ“-J..’J_.._.____—J-—-J | -

\ I
\ ]
\ I
\ ]
\
\
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105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
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Figura 9: Comparacdo dos espectros de RMN do complexo precursor Clorofen (marrom) e do complexo RuFenGlic
(preto). CD;CN, 400 MHz, 25°C.

O espectro de massas (figura 10) mostra claramente a estrutura e suas

fragmentacdes.
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- 413088

Figura 10: Espectro de massas complexo do complexo RuFenGlic.

A massa molar do complexo sintetizado (M) é 1126 g.mol™ com férmula
molecular C4,H34NgOsRUS. Observa-se a presenca do ion molecular (m/z = 981; [M-
PFs]") com carga +1 pela auséncia de um dos contra-ions. Também observa-se o pico
base com carga +2 (m/z = 418; [M-2PF¢]*") atribuido ao complexo sem os dois
contra-ions, conforme esperado. Observa-se também um sinal de carga +2 (m/z =
337, [M-2PFs-CsH1;0s]%"), atribuido ao complexo ap6s a perda da glicose, restando
apenas o tiol como substituinte na fenantrolina.

Cada um destes ions foi submetido a técnica de ion parental ESI MS-MS
(Apéndice, figuras A9 e A10), que analisa a fragmentacdo de cada ion
separadamente. Os resultados indicam que a fragmentacdo de cada ion gera o
proximo de menor massa, ou seja, 0s sinais sdo todos resultados da fragmentacdo do
ion molecular.

O espectro de absor¢do no UV-Vis mostra (figura 11 A), novamente, duas
bandas na regido do UV em A = 235 nm (¢ = 40000 L.mol™*.cm™) e A = 320 nm (e =
45000 L.mol*.cm™) atribuidas as transicBes intraligante m-n* dos ligantes

fenantrolinas (L-L) como observado no espectro do complexo precursor. Entretanto,
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observa-se um grande deslocamento da banda MLCT para regides de maior energia,
de A =550 nm para A = 455 nm (figura 11 B).

Este deslocamento esta relacionado com a substituicdo dos ligantes cloretos
pela fenantrolina derivatizada. As caracteristicas c-doador e m-receptor deste novo
ligante fazem com que haja um desdobramento maior dos niveis de energia dos
orbitais HOMO-LUMO, o que leva a uma transicdo mais energetica. Observa-se
também uma elevacdo consideravel no valor do coeficiente de absortividade molar

desta banda, de 6500 para 10000 L.mol™.cm™, que também esta relacionada com a
substituicdo dos ligantes™**°.
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Figura 11: A) Espectro de UV-Vis do complexo RuFenGlic. Acetonitrila, 50 M, 25°C. B) Comparagdo dos espectros de UV-
Vis dos complexos RuFenGlic (vermelho) e [Ru(Cl)z(fen)z]2+(preto). Acetonitrila, 50 uM, 25°C.

Este complexo apresentou alta solubilidade em acetonitrila e, especialmente,
em H,0, tampédo PBS e DMSO, o que e fundamental para sua utilizacdo em sistemas
bioldgicos. Entretanto, o complexo apresenta solubilidade razoavel na maioria dos
outros solventes. Suas caracteristicas espectroscopicas variam pouco com a variagao
do solvente.

Ao contrario do complexo precursor, observa-se luminescéncia intensa deste
complexo em solucdo. A substituicdo dos cloretos pela fenantrolina aproxima as
energias dos estados 'S* e *T* que e elimina as transi¢des do tipo LMCT, juntamente

com o acoplamento spin érbita caracteristico dos compostos de Ru(ll), favorecendo o
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cruzamento intersistemas e promovendo o fendmeno da emisséo do estado tripleto

excitado, como podemos observar no diagrama de Jablonski (figura 12)"*3%14°,

A IMC*

e —— |
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MLCT Cruzamento intersistemas
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N, Cruzamento intersistemas
A a SMLCT*
=
o) =
@ Q
= ! bt
= = Q
2 —
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Figura 12: Diagrama de Jablonski demonstrando as transi¢Ges eletrénicas que ocorrem no complexo RuFenGlic.

O maximo de emissdo deste complexo (figura 13) fica em A = 615 nm com um
ombro em 600 nm tanto em acetonitrila quanto em tampao PBS (pH = 7,0) com
rendimentos quanticos de emissdo da ordem de 9,48x10” em PBS (pH = 7,0) e
4,13x10% em acetonitrila em solucdes desaeradas, semelhantes ao seu analogo no
substituido [Ru(fen)s]**, onde fen = 1,10 fenantrolina.

Observa-se que o tempo de vida de emissdo segue um decaimento
biexponencial, tanto em acetonitrila quanto em tampé&o PBS. Entretanto, os tempos de
vida de emissédo sdo consideravelmente diferentes. Em tampdo observa-se um tempo
e um tempo muito longo da ordem de 800 ns, enquanto em acetonitrila encontra-se
um tempo de decaimento longo de 160 ns. Esta diferenca pode pode ser atribuida a
interacOes eletrostaticas entre os grupos OH presentes na molécula de glicose e 0s

sais presentes na solucdo tampé&o. Estas interacfes limitam a mobilidade de rotacdo e
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vibracdo da molécula, minimizando caminhos nao radiativos de decaimento do estado
T*, enquanto em acetonitrila estas interagées ndo ocorrem.

Os longos tempos de vida de emissdo corroboram que a emisséo é referente ao
decaimento do estado tripleto, caracterizando a fosforescéncia.

A banda de emissdo é larga, chegando ainda intensa até préximo de 720 nm. O
complexo também apresenta um largo deslocamento de Stokes, da ordem de 5000
cm™. A banda de excitacdo é semelhante & banda MLCT obtida no espectro de
absorcdo no UV-Vis, 0 que nos permite concluir que a emissao observada é resultado
da excitacdo na regido da MLCT. Observa-se também que a variacdo de pH ndo
altera significativamente as propriedades espectroscopicas do complexo.

Estes dados sdo importantes pois a banda ainda intensa em 720 nm associada a
estabilidade em ambientes de diferentes pH e ao alto tempo de vida de emissdo
permitem diferenciar a luminescéncia do complexo da luminescéncia de moléculas
biologicas, assim como o largo deslocamento de Stokes impede os fenbmenos de
auto-supressdo e reabsorcdo de luz, ou seja, 0 complexo apresenta caracteristicas

apreciaveis para sua utilizacdo como sonda luminescente em sistemas biolégicos.
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Figura 13: Espectros de emissdo (vermelho) e excitagdo (preto) em acetonitrila.

Observamos que o0 complexo sintetizado neste trabalho apresenta
caracteristicas espectroscopicas idénticas ao seu analogo comercial [Ru(phen)s]**
(Apéndice, figuras A1l e A12). Podemos concluir, entdo, que a presenca da molecula

de glicose ndo altera significativamente as propriedades do complexo.

4.1.2 Complexo RuetPy
O complexo precursor, clorobpy, foi caracterizado por 'H-RMN e

espectroscopia de absorc¢éo eletronica no UV-Vis.
O espectro de *H-RMN (figura 14) mostra os sinais esperados de acordo com a
literatura™’. Observa-se uma quebra de simetria, caracteristica da complexacéo de

dois ligantes bidentados na geometria cis.
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Figura 14: Espectro de RMN do complexo precursor Clorobpy. DMSOd, 400 MHz, 25°C.

Os sinais caracteristicos, um dubleto em 10 ppm (d, J = 6 Hz, 1H) e outro em
8,64 ppm (J = 8Hz, 1H) atribuidos aos hidrogénios nas posicdes 2 e 2’ da bpy
(Ha,/Ha’ e He/He’, respectivamente). Observa-se também dois tripletos, um em 8,07
ppm (t, J1 =8,5Hz,J2=7,2 Hz, 1H) e umem 7,78 ppm (t, J1 = 7,3 Hz, J2 = 5,2 Hz,
1H) referentes aos hidrogénios das posic¢des 3,3’( Hb/Hb’, Hf/Hf”, respectivamente) €
dois tripletos em 7,11 ppm (t, J1 = 7,1 Hz, J2 = 5,8 Hz, 1H) e em 7,68 ppm (t, J1 =
7,3 Hz, J2 = 5,2 Hz, 1H) referentes as posices 5,5’ da bpy (Hd/Hd’, Hh/Hh’).
Observam-se também um dubleto em 7,52 ppm (d, J = 5,2 Hz, 1H) e outro em 8,59
(d, J = 8Hz, 1H) referentes aos hidrogénios das posicoes 4,4” (Hc/He’, Hg/Hg’). As
integracdes normalizadas mostram a proporcdo esperada de protons por sinal e as
multiplicidades confirmam a estrutura™’. As informaces da atribuicido foram

sumarizadas na tabela 4.
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- Atribuicéo Multiplicidade,
Posicao o Espe(c;:tro 6 (ppm) Jp(Hz) Integral
2 Ha, Ha’ 9,98 d (8,0) 1H
2’ He, He’ 8,49 d (8,0) 1H
3 Hb, Hb’ 7,78 t (7,5; 5,0) 1H
3 Hf, Hf 7,11 t (7,0, 5,5) 1H
4 Hc, He’ 8,64 d (8,0) 1H
4 Hg, Hg’ 8,07 t (7,5; 5,2) 1H
5 Hd, Hd’ 7,68 t (7,5;5,2) 1H
5’ Hh, HW’ 7,52 d (5,5) 1H

Assim como para o complexo clorofen, observa-se sinais bastante desblindados
na regido de aromaticos devido a presenca dos ligantes cloretos que causam este
fendmeno.

O espectro de absor¢do do UV-Vis (figura 15) ajuda a corroborar a formacao
do complexo intermediério. A atribuicdo € bastante similar ao precursor clorofen,

porém com alguns detalhes diferentes.
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Figura 15: Espectro de UV-Vis do complexo RuEtPy. Acetonitrila, 25°C.
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Encontram-se 3 bandas finas e intensas na regido do UV em A = 220 nm (g =
32000 L.mol™.cm™) e A = 250 nm (6000 L.mol™.cm™) ¢ A = 350 nm (¢ = 18000
L.mol™*.cm™), atribuidas & transicdo m-n* caracteristicas dos ligantes aromaticos bpy
(L—L)141.

Em A = 370 nm pode-se observar uma banda bem definida (¢ = 7000 mol.L
.cm™). Esta banda é inexistente no complexo clorofen e é atribuida & transicdo d, —

d,, de carater puramente metalica (MC)**

. A observacdo desta banda € curiosa, pois
em geral a transicdo MC é pouco intensa e de baixa energia, estando associada ao
final da banda de absor¢cdo da MLCT. Entretanto, como a bpy é um ligante
relativamente mais flexivel que a phen e outros ligantes aromaticos bidentados. Esta
flexibilidade traz consigo um maior grau de liberdade de movimentacéo e vibracao,
podendo quebrar a simetria do complexo, fazendo com que esta transicdo seja mais
pronunciada e com energia relativamente maior 4.,

Em A = 560 nm (¢ = 9000 L.mol*.cm™) encontra-se a banda de transicio
MLCT caracteristico de transicdes dmmetar — T*jigante- ESta banda se apresenta em
regiGes de menor energia no espectro, mais proxima do vermelho, devido a presenca
dos ligantes cloretos de caracteristica n-doadores. Assim como o complexo clorofen o
complexo clorobpy nédo apresenta emissao.

Tendo caracterizado o precursor, foi produzido, entdo, o complexo alvo
RUEtPy, que foi caracterizado estruturalmente pelas técnicas de *H-RMN e ESI-MS.

Pelo espectro de 'H-RMN (figura 16) pode-se observar que a quebra de
simetria observada nos sinais do espectro do complexo precursor permanece.
Observa-se também o surgimento de novos sinais na regido de aromaticos e de
alifaticos, o que confirma a complexacdo dos novos ligantes monodentados na

geometria cis.
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Figura 16: Espectro de 1H-RMN do complexo RuEtPy. DMSOd6, 25°C, 400 MHz, auséncia de luz'® Reproduzido com
autorizagdo da REF 102. Elsevier (Copyright 2022).

Observa-se dois tripletos na regido de alifaticos, um deles em 2,73 ppm (T, J =
7,2 Hz, 4H) e outro em 2,89 ppm (T, J = 7,2 Hz, 4H), referentes aos hidrogénios dos
grupos etila dos ligantes 4-2 etil aminopiridina. Os sinais que apareciam desblindados
no precursor agora aparecem em frequéncias mais baixas pela presenca dos novos
ligantes aromaticos de caracteristica m receptor.

Encontramos em 8,9 ppm (8,9 ppm, d, J = 8 Hz, 2H) os hidrogénios referentes
a posicao 2 e 2’ de uma das bpy (Hal e Hal’), seguido por 2 dubletos em 8,65 ppm
(8,65 ppm, d, J = 8Hz, 2H) e 8,59 ppm (8,59 ppm, d, J = 8 Hz, 2H) associados aos
hidrogénios das posicoes 2 e 2’ da outra fenantrolina (Ha2 e Ha2’) e aos hidrogénios
da posicao 4 e 4’ de uma das fenantrolinas (Hc ¢ Hc’) de uma das fenantrolinas,
respectivamente. Em seguida encontra-se um multipleto em 8,25 ppm (8,25 ppm, m,
6H) assinalados aos hidrogénios da posicdo 4 e 4’ da segunda fenantrolina (Hc2 e

Hc2”) sobrepostos aos hidrogénios das posi¢Oes orto dos ligantes EtPy (5, 6, 5" ¢ 67)
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respectivamente. Ja em frequéncias mais altas, encontra-se uma série de sinais
composta de 2 tripletos em 8 ppm (8 ppm, t, J1 =8 Hz, J2 = 4,5 Hz, 2H) e em 7,48
ppm (7,48 ppm, t, J1 = 8 Hz, J2 = 4,5 Hz, 2H) com um multipleto no meio, em 7,9
ppm (7,9 ppm, m, 4H), num total de 8 protons que correspondem aos hidrogénios das
posicoes 3, 3’, 5 e 5’ das bipiridinas (b1, b2, d1, d2, b1’, b2, d1’ e d2’), seguidos de
um dubleto em 7,27 ppm (7,27 ppm, d, J = 4,5 Hz, 4H) referentes a posicdo em meta
nos ligantes EtPy.

Observa-se, que 0s sinais na regido de aromaticos sdo bem definidos. Ha pouca
sobreposicdo dos sinais do ligante bpy e do ligante EtPy, o que torna a elucidacéo
estrutural menos problematica com o auxilio das técnicas de correlagdo em 2D
(apéndice, figuras A13 a A18).

Todas as informacdes da atribuicdo sdo encontradas na tabela 5.

_— Atribuicéo Multiplicidade,
Posicao o Espe?:tro 6 (ppm) Jp(Hz) Integral
2 al,al’ 8,98 d (6,0) 2H
2’ a2,a2’
orto —
aminopiridina| 5,5°,6,6’ 8,24 m oH
(EtPy)
3 bl, bl’ 8,01 t (8,0;5,1) 2H
3 b2, b2’ 7,47 dd (7,5; 5,0) 2H
4 cl,cl’ 8,68 d(8,1) 2H
4’ c2,¢c2’ 8,59 d(8,1) 2H
5 dl, dr’
5 Q2. 2 7,92 -7,86 m 4H
meta —
aminopiridina | 3,3, 4,4 7,26 d (6,0) 4H
(EtPy)
CH, - Pir
Etilamino 1, 1’ 2,89 t(7,2) 4H
(EtPy)
CH,-N
Etilamino 2,2’ 2,73 t(7,2) 4H
(EtPy)
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Estes sinais estdo com a multiplicidade esperada e a proporcdo das integrais
indica a complexacdo de dois ligantes ao invés de apenas um de forma bidentada,
utilizando a amina primaria presente na cauda alifatica como segundo ponto de
coordenacdo. Este resultado era esperado, pois a geometria do ligante impediria a
ligacdo da amina ao mesmo centro metélico.

A comparacdo com o espectro de ‘H-RMN do complexo precursor clorobpy
(figura 17) mostra claramente a mudanca de deslocamento quimico para frequéncias
mais baixas na regido de aromaticos, de forma semelhante ao observado

anteriormente para o complexo RuFenGlic e seu precursor (figura 9).

R UL
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f (ppm)

Figura 17: Comparacdo dos espectros de RMN do complexo precursor Clorobpy (marrom) e complexo RuEtPy (preto).
DMSO0d6, 25°C, 400 MHz.

A confirmacdo da estrutura do complexo foi obtida pela técnica de

espectrometria de massas ESI-MS, (figura 18).
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Figura 18: Espectro de massas completo do complexo RuEtPy . Reproduzido com autorizacdo da REF 102. Elsevier

(Copyright 2022).

O complexo obtido apresenta formula molecular Cgz;H3sNgRu e massa molar
(M) 948 g.mol™. Observa-se a presenca de um sinal de massa elevada com carga +1
(m/z = 1095 [M+2H"+PF¢]"). Este ion é correspondente a uma espécie formada no
espectrometro € um aduto que contém as duas aminopiridinas protonadas e um
contra-ion PFg excedente. Esta observacdo ndo era esperada devido a instabilidade da
estrutura e, por isso, a intensidade do sinal ¢ muito baixa.

Encontra-se, também, o sinal em baixa concentrag¢do, do ion molecular com
carga +1 (m/z = 949 [M+1]"), indicando a protonagéo da estrutura, possivelmente em
uma das aminas do ligante EtPy. Este resultado esta de acordo com o esperado devido
a presenca de acido formico residual no sistema de medicdo. A baixa concentracao
deste ion molecular indica que a estrutura se fragmenta facilmente.

Também encontra-se o sinal referente ao ion molécular com carga +1 apos a

eliminagdo de um contra-ion PFg (m/z = 803, [M-PFg]"), este ja com alta intensidade,
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demonstrando que esta estrutura do ion molecular é predominante em solucdo em
relacdo aos ions anteriormente descritos.

Interessantemente e em contraste com o espectro de ESI-MS do complexo
RuFenGlic, o espectro de massas do complexo RUEtPy apresenta uma quantidade
muito maior de sinais que podem indicar ou a presencga de impurezas e materiais que
ndo reagiram no processo de sintese, ou que a estrutura é mais fragil e fragmenta-se
facilmente.

Para elucidar as fragmentac0es, 0s picos mais representativos foram analisados
pela técnica de ion parental ESI MS-MS (Apéndice, figuras A19 e A20). Os
resultados indicam que os ions de massa maior levam a formacédo dos ions de massa
menor, ou seja, as espécies obtidas no espectro sdo fragmentacbes do ion molecular,
ndo impurezas da reacao.

Observa-se, também, que todos os picos levam a formacao do ion de m/z =
207, corresponde & estrutura [Ru(bpy),]**, ou seja, o precursor do complexo obtido.
Curiosamente, o ion molecular com carga 2+ ndo é observado no espectro devido a
fragmentacdo que ocorre na ligagdo monodentada Ru-EtPy, consideravelmente
menos energética do que as ligacdes em ligantes bidentados. Este ion também néo é
encontrado nos experimentos de MS-MS. Outra curiosidade € que muitas estruturas
encontradas contam com o fluoreto como contra-ion, em vez do PFs indicando a
fragmentacdo do contra-ion.

Com estes dados, podemos confirmar a obtencdo da estrutura proposta alto
grau de pureza e rendimento apreciavel de 55%.

O espectro de absor¢do no UV-Vis do complexo (figura 19 A) mostra ainda as
2 bandas referentes as transigdes n-* intraligante (L-L) em A = 245 nm (g = 55000
L.mol™.cm™) e A = 280 nm (¢ = 45000 L.mol™.cm™). Observa-se também a banda
referente a transicdo MC em A = 330 nm (e = 12000 L.mol".cm™) e da banda MLCT
com A =460 nm (¢ = 9500 L.mol™*.cm™).

E interessante apontar que tanto a banda atribuida a transicdo centrada no metal
(MC) como a banda MLCT sofrem um deslocamento para o azul (figura 19 B), ou

46



Capitulo 4 Resultados e Discussdes

seja, para regibes de maior energia. Assim como ja descrito anteriormente, este
deslocamento na banda de MLCT esta relacionado a substituicdo de ligantes cloretos,
o ¢ m doadores, para dois novos ligantes aminopiridinicos que sdo ¢ e © receptores, 0
que leva a um aumento no gap de energia entre os orbitais HOMO e LUMO,
causando o mesmo efeito na banda MC, uma vez que os orbitais alterados tem

caracteristicas metalicas.
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Figura 19: A) Espectro de UV-Vis do complexo RuEtPy. 50 M, 25°c'? Reproduzido com autorizagao da REF 102. Elsevier

(Copyright 2022). B) Comparagdo entre os espectros de UV-Vis do complexo RuEtPy (vermelho) e o precursor Clorobpy
(preto). Acetonitrila, 50 uM, 25°C.

Diferentemente do complexo RuFenGlic, o complexo RUuEtPy apresenta
emissdo de baixa intensidade (figura 20) quando excitado no comprimento de onda
de maxima absor¢do da MLCT (A = 460 nm). Tanto em acetonitrila quanto em
tampéo PBS (pH = 7,4), apresenta uma banda larga com maximo em A = 660 nm que
se expande até proximo de A = 750 nm, com um ombro em A = 610 nm. As
caracteristicas da banda de emissdo ndo também néo sofrem alteracGes significativas
com a alteracdo do solvente. O complexo apresenta menor solubilidade em sistemas
aquosos, o que é justificado pela maior lipofilicidade conferida a estrutura pelos
grupos etila presentes nos ligantes piridinicos. Entretanto, soluces da ordem de 200

UM séo facilmente obtidas, o que permite sua utilizacdo em sistemas biolégicos.
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Figura 20: Espectros de emissdo (vermelho) e excitacdo (preto) do complexo RUEtPy em acetonitrila.

Em comparacdo ao complexo RuFenGlic, esta banda ocorre em um
comprimento de onda ainda mais deslocado para o vermelho, resultado da maior
mobilidade dos ligantes menos rigidos que compdem a estrutura. A menor
intensidade da emissdo é corroborada pelos valores baixos de rendimento quantico de
emissdo (2,01x10° em acetonitrila e 6,46x10™ em tampdo PBS (pH = 7). Entretanto,
continua sendo uma banda caracteristica da emissdo de estados tripletos excitados,
comumente atingidos nos complexos de Ru(ll) diimida.

A banda obtida no espectro de excitacdo (figura 20) é semelhante a banda de
MLCT obtida no espectro de absor¢cdo no UV-Vis, o que indica que a emissdo do
complexo é relativa a absorcdo da MLCT e ndo por outra banda interna.

A baixa intensidade da emissdo deste complexo pode ser explicada justamente
pela sua estrutura mais flexivel no que diz respeito ao ligante bipiridina se comparada
com a rigidez imposta pela fenantrolina. Soma-se a isto o fato de que as

aminopiridinas sdo ligantes monodentados, cujas ligacbes ao centro metalico tem
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liberdade de rotacdo. Podemos incluir também os grupos etilamino na posi¢cdo 4 do
anel piridinico que € totalmente livre para se mover.

Todos estes fatores citados levam a um consideravel aumento dos graus de
liberdade de movimento desta estrutura que, quando excitada pelo feixe de luz, tem
uma serie de caminhos para liberar a energia de excitacdo por vias térmicas, 0 que
diminui a populacéo do estado *MLCT* responsével pela emissdo de luz. Outro fator
é que neste sistema os orbitais *MLCT* e 3MC* estdo mais préximos em energia e a
populacdo deste dltimo leva a fotodissociacdo do ligante monodentado quando em
solventes coordenantes como acetonitrila e H,O, resultando em ainda outro caminho
para desativacdo do estado *MLCT*, conforme demonstrado no diagrama de
Jablonski (figura 21).
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Figura 21: Diagrama de Jablonski demonstrando as transi¢coes eletronicas que ocorrem no complexo RuUEtPy.

O tempo de vida de emissdo deste complexo segue um decaimento
triexponencial, com dois tempos de emissdo curtos de 7,6 e 1,9 ns e um tempo de

vida longo da ordem de 102 ns em acetonitrila. Ja em tampdo o complexo continua
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apresentando um decaimento triexponencial, com um tempo longo de 118 ns e dois
tempos curtos de 18,3 e 3,17 ns.

Os tempos de vida sdo evidéncia da luminescéncia proveniente do estado
SMLCT*, porém sdo mais baixos que os obtidos para o complexo RuFenGlic, o que
pode ser explicado pelos varios caminhos de desativacdo ndo radiativa do estado
*MLCT*,

4.2 Comportamento Fotoquimico

4.2.1 Complexo RuFenGlic
A maioria dos compostos de Ru(ll) com ligantes piridinicos monodentados

apresentam o fendomeno de fotodissociacdo, no qual ocorre substituicdo de um ligante
piridinico por uma molécula de solvente coordenante, como acetonitrila, DMSO,
H,O, apés irradiacdo de uma solucdo do complexo por um feixe de luz
monocromatica com comprimento de onda conhecido por um certo tempo em
atmosfera inerte, neste caso, de N.

Quando ocorre a fotodissociacdo, ha uma alteracdo na esfera de coordenacao
priméaria do complexo devido a substituicdo do ligante. Esta alteracdo é acompanhada
por uma consequente alteracdo na banda MLCT de absor¢cdo no UV-Vis do
complexo, sendo deslocada para a regido de absorcédo do novo complexo formado.
Ainda, pode-se observar a supressdo da banda de emissdo do complexo, haja vista
que o complexo formado como produto de fotodissociacdo nestes solventes ndo emite
luz.

Para estudar este comportamento, foram conduzidos experimentos de
fotodissociacdo em tempo real. Para isto, foi preparada uma solucdo do complexo de
concentracdo 1x10™ mol.L™ em acetonitrila (ACN). Esta solucéo foi degaseada com
fluxo continuo de N, por aproximadamente 5 minutos e irradiada por periodos
cronometrados variando de 1 segundo a 5 minutos. O comprimento de onda de
irradiacdo foi de 450 nm, que é proximo ao maximo de absor¢cdo MLCT do complexo

(Amax = 455nm) Apos cada periodo de tempo de irradiacdo, as solucdes foram
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analisadas por espectroscopia de absorcdo no UV-Vis e por espectroscopia de
fluorescéncia. O tempo total de Irradiacéo foi de aproximadamente 3 horas.
Observa-se que, 0 complexo ndo apresenta alteracfes em suas caracteristicas
fotofisicas apds a irradiacdo da solucdo, ou seja, as bandas de absorcéo e emissdo nédo
se alteram, o que permite inferir que a estrutura do complexo permanece inalterada

apos irradiacdo (figura 22 A e B).
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Figura 22: A) Espectros de Emissdo do complexo RuFenGlic apds irradiagées sequenciais com feixe de lux de A = 450 nm
por um tempo total de 2 horas. B) Espectros de UV-Vis do complexo RuFenGlic apés irradiagées sequenciais com feixe de
luz de A =450 nm por um tempo total de 2 horas. Acetonitrila, 25°C.

Esta observacéo pode ser explicada se levarmos em conta que todos os ligantes
deste complexo sdo bidentados, formando um quelato, consideravelmente estavel. A
fotodissociacdo implica na quebra da ligacdo coordenada metal-ligante. No caso deste
complexo, seria necessaria energia suficiente para quebrar as 2 ligacGes coordenadas
simultaneamente no mesmo ligante, que é um processo bem mais dificil e menos
provavel do ponto de vista energético do que em ligacbes simples de ligantes
monodentados™*.

Outro ponto € que a fotodissociacdo ocorre pela populacdo de um estado
tripleto excitado centrado no metal ((MC*). Este estado ndo estd acessivel
energeticamente neste complexo, como demonstrado no diagrama de Jablonski
(figura 12) devido ao efeito quelato que leva a considerdvel diminuicdo energética
nos orbitais HOMO.

51



Capitulo 4 Resultados e Discussdes

Uma vez que os experimentos de UV-Vis e emissdao indicam que a esfera de
coordenacdo do complexo ndo é alterada pela presenca de luz, restava ainda
confirmar que a irradiacdo ndo eliminaria o ligante glicosidico pela clivagem da
ligacdo tioéter que mantem a molécula de glicose ligada a fenantrolina. Esta resposta
foi obtida através de experimentos de irradiacdo acompanhada por *H-RMN (figura
23)
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Figura 23: Espectros de 1H-RMN do complexo RuFenGlic em fung¢do do tempo de irradiagdo com um feixe de lux de A =
450 nm. Ndo irradiado (marrom), irradiado por 30 minutos (verde), irradiado por 60 minutos (azul). CD;CN, 25°C. 400
MHz.

Observa-se que mesmo apds a irradiacdo por 60 minutos o espectro de 'H-
RMN se mantém inalterado, confirmando que o complexo RuFenGlic se mantém
intacto apos a exposicao. Este resultado € importante para os objetivos a longo prazo
para aplicacdo deste complexo. Para ser uma boa sonda luminescente em sistemas
biologicos, a estrutura precisa ser resistente a irradiacdo, pois este processo ird
ocorrer inUmeras vezes ja que a resposta emissiva esperada depende da exposicdo do
complexo a luz.

Portanto, este complexo apresenta todos os atributos necessarios para ser
utilizado como sonda luminescente em sistemas bioldgicos: E estavel no escuro,
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resistente a exposicdo de luz e solivel em sistemas aquosos tamponados, além de
apresentar um deslocamento de Stokes consideravelmente alto que impede a auto-

supressao e reabsorcéo de luz.

4.2.2 Complexo RUEtPy
O complexo RUEtPy apresenta dissociagdo fotoinduzida, comum a compostos

com ligantes aminopiridinicos®®. As condicbes experimentais foram idénticas as
utilizadas para o0 mesmo estudo com o complexo RuFenGlic, detalhado na secao
4.2.1.

Observa-se que, em acetonitrila, a irradiacdo altera a banda de absorcdo da
MLCT, que é deslocada de A = 455 nm para A = 420 nm, (figura 24 A) se
aproximando da regido do UV com maiores energias enquanto o espectro de emissao
apresenta supressdo da banda de emissédo da MLCT conforme o tempo de exposi¢édo a
luz aumenta. (figura 24 B). Esta alteracdo indica que ligantes aminopiridinicos estao
sendo dissociados do complexo original, sendo substituidos por moléculas de

solvente.
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Figura 24: A) Espectros de absor¢do no UV-Vis do complexo RUEtPy em acetonitrila demonstrando a variagdo da banda
MLCT ap6s irradiagbes sequenciais por um feixe de luz de 450 nm por um tempo total de 2 horas. B) Espectros de
emissdao do complexo RUEtPy em acetonitrila demonstrando supressao da emissao apos irradiagdes sequenciais por um
feixe de luz de 450 nm por um tempo total de 2 horas.

Ja em sistema tamponado (apéndice, figuras A21 a A26), o deslocamento

observado ¢ inverso, com a banda da MLCT indo para o vermelho, de A = 455 nm
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para A = 475 nm, indicativo da formacdo do aquo complexo, ou seja, a substituicdo
das aminopiridinas por moléculas de H,O. Ainda, observa-se que as bandas de
emissdo também sdo suprimidas. Estes resultados se repetem em sistema tamponado
utilizando-se ao menos 3 comprimentos de onda de irradiacdo diferentes
compreendidos na banda de MLCT, inclusive em A = 520 nm, no final da banda de
absorcdo, ja na regido verde do espectro, indicando que a fotolise ocorre mesmo em
comprimentos de onda de mais baixa energia®.

Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura para as reacOes de
fotodissociacdo de complexos polipiridinicos de Ru(l1)*****. Estes dados abrem um
novo caminho para utilizacdo desta estrutura como fotosensibilizador para o combate
ao cancer pela técnica de quimioterapira fotoativada (PACT, do inglés
PhotoActivatable ChemoTerapy), que utiliza a luz para combater o cancer, porém se
diferencia da terapia fotodindmica pela atuagdo em ambientes hipéxicos®**>%.

Interessantemente, apds 3 horas de irradiacdo, a banda de emisséo estabiliza
em uma determinada intensidade, porém nunca € totalmente suprimida nestas
condicbes. Esta observacdo sugere que nem toda aminopiridina esta sendo
substituida. Como ndo ha mais alteracdes nos espectros de UV-Vis e de emisséo, as
modificacbes a partir deste ponto de estabilizacdo precisam de outra técnica para
serem avaliadas.

Para isto, recorremos & um ensaio de fotodissociacdo acompanhado por 'H-
RMN de uma solucéo do complexo RUEtPy (3 mM) em CD3;CN degaseada por um
fluxo de N,, permanecendo em atmosfera inerte. A solucdo foi irradiada por periodos
determinados de tempo utilizando uma fonte de luz de A = 450 nm e, apOs cada

irradiacdo, uma medida era feita (figura 25).
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Figura 25: Espectros de 1H-RMN em acompanhamento da fotdlise do complexo RuEtPy com irradiagdes sequenciais de
um feixe de luz de A = 450 nm, demonstrando a substitui¢do do ligante EtPy por moléculas de solvente. CD;CN, atmosfera
N,, 25°C, 600 MHz.

Os resultados indicam que, a partir de 2 minutos de irradiacdo, os sinais da
regido de aromaticos comecam a se desdobrarem. Isto é esperado pela formacdo de
uma mistura de substancias na solucdo, pois comegamos a ter o complexo intacto
juntamente com o complexo substituido e o ligante aminopiridina livre.

E importante salientar que os sinais dos tripletos referentes aos grupos
etilamino na regido de alifaticos também comecam a se distorcer, confirmando que as
aminopiridinas estdo sofrendo o processo de dissociagéo.

Apobs 30 minutos de irradiacdo € atingida uma estabilidade. Observando o
ultimo espectro, podemos identificar que o sinal em 9,2 ppm referente a um préton
referente as posi¢des 2 e 2°da bipiridina é totalmente suprimido, dando lugar a um
outro mais desblindado em 9,6 ppm com um segundo de menor intensidade em 9,5
ppm. A integracdo destes dois sinais somadas sdo referentes a 1H, indicando a

desblindagem, conforme observado no complexo precursor clorobpy.
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Na regido de alifaticos, observa-se consideravel deslocamento quimico, com 0s
sinais se tornando, agora, 2 tripletos totalmente definidos e um multipleto, que parece
ser a sobreposicdo de outros dois tripletos. Este resultado € curioso, pois, se houvesse
total dissociacdo das aminopiridinas, seria esperado que houvesse ainda apenas dois
tripletos, referentes as duas aminopiridinas livres. Este resultado indica que, nestas
condicdes, ndo ha total dissociacdo das aminopiridinas.

Aprofundando a andlise deste espectro, observamos que ao integrarmos estes
sinais, obtemos uma relacdo de 1:2:1 prétons (figura 26). Esta relacdo permite a
conclusdo de que apenas uma das aminopiridinas foi substituida, ou seja, o multipleto
gerado pela fotodissociacdo € a sobreposicdo de dois sinais tripletos referentes a um
dos CH, do grupo etilmamino de um ligante livre e um CH, do grupo etilamino de

um ligante aminopiridinico coordenado.
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Figura 26: Espectro de 1H-RMN do fotoproduto evidenciando a regido alifatica correspondente ao ligante EtPy,
demonstrando a substituicdao de apenas um dos ligantes. CD3CN, 400 MHz, 25°C.

Uma andlise pela técnica 2D de difusdo magnética (DOSY 'H-RMN) da
solugéo irradiada por 30 minutos mostra claramente duas difusdes (figura 27). Uma
delas indicativa do complexo fotoproduto (azul) e a outra atribuida aos sinais do
ligante EtPy fotodissociado (vermelho). E interessante salientar que ha sinais do

ligante EtPy se difundindo juntamente com o complexo fotoproduto, corroborando
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nossas conclusdes de que apenas uma das aminopiridinas foi dissociada neste

experimento.
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Figura 27: Espectro de DOSY 1H-RMN apoés a fotdlise demonstrando apenas 2 difusGes no campo magnético, a do
fotoproduto (azul) e do ligante EtPy (vermelho) e indicando a substituicdo de apenas um dos ligantes EtPy. CD3CN, 600
MHz, 25°C.

A luz irradiada na regido da absorcdo MLCT provoca a populagdo de um
estado eletrdnico tripleto centrado no metal (*MC¥*), tanto por absorcdo de luz e
transicdo entre os orbitais d do metal (transicdo eletronica d-d), ou por desativagédo
ndo radiativa do estado *MLCT*. Ou seja, 0 estado *MC comporta os orbitais eg (c) e
tog (m) de um centro metalico em um complexo de simetria octaedrica. No caso do
Ru(ll) que apresenta 6 elétrons nos orbitais d e complexo de spin baixo no estado
fundamental os elétrons ocupam os orbitais t2g, de simetria (1), enquanto os orbitais
eg(o) sdo utilizados na coordenagéo dos ligantes'**444,

Quando a irradiacdo de luz em um determinado comprimento de onda causa a
populacéo eletrdnica do estado *MC*, o que ocorre é a promocéo de um elétron para
um orbital ja completo. Este fendmeno implica em grande aumento da repulsdo
eletronica devido a falha no principio de exclusdo de Pauli, pois haveria 3 elétrons em
um mesmo orbital. Assim sendo, ocorre a liberacdo do ligante pela clivagem da
ligacdo coordenada inicial***.
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Quando o elétron inicialmente excitado retorna ao seu orbital de origem, o
centro metalico sequestra uma molécula do meio, em geral uma molécula de
solvente, para ocupar a posicao deixada livre pela dissociacdo do ligante inicial. Por
ISso observa-se as mudancgas nos espectros de absor¢do no UV-Vis e no espectro de
emissdo quando o experimento € conduzido em solventes com alto potencial
coordenante como ACN e H,0, pois um novo composto esta sendo formado, com
caracteristicas fotofisicas diferentes'*>***. Este processo foi demonstrado no diagrama
de Jablonski (figura 22).

4.3 Experimento com as enzimas Colinesterases

4.3.1 Complexo RuFenGlic
Observa-se que o complexo apresenta IC50 = 17 uM nas condic¢des utilizadas

contra eeAChE (figura 28). Em comparacdo com a drogas aprovadas para O
tratamento da D.A. como donepezil e galantamina, que apresentam IC50 na ordem de
nanomolar, o valor é considerado alto, porém comparavel ao da droga rivastigmina
(11 HM)147Y148

Atividade da Enzima (%)

[Complexo] uM

Figura 28: Curva de IC50 de inibi¢do da atividade enzimatica da enzima eeAChE pelo complexo RuFenGlic.
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Entretanto, vale salientar que as medidas de 1C50 podem variar de acordo com
o0 protocolo utilizado, pois ela é dependente tanto da concentracdo da enzima quanto
da concentragédo do substrato utilizadas. Desta forma, observar puramente os dados de
IC50 como atestado da eficacia da inibicdo enzimatica pode levar a incorrecdes.

Assim sendo, buscamos por outras constantes cineticas de inibicdo da enzima a
fim de obtermos um conjunto de dados mais robusto. A figuras 29 A apresenta as
curvas de Michaelis-Mentem e a figura 29 B as linearizagcOes de Lineweaver-Burke

para obtencéo grafica das constantes cinéticas da reagdo enzimatica e do mecanismo
de inibicéo.
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Figura 29: Curvas de Michaelis-Mentem da inibi¢do da atividade da enzima eeAChE pelo complexo RuFenGlic. Cada linha
representa uma [RuFenGlic] 0 uM (preto), 25 uM (vermelho), 50 uM (azul), 75 uM (verde), 100 uM (rosa). B) Linearizagdo
de Lineweaver-Burke referente as curvas Michaelis-Mentem, demonstrando o mecanismo de inibicdo nao competitivo.
Cada linha representa uma [RuFenGlic] 0 uM (preto), 25 uM (vermelho), 50 uM (azul).

As curvas cinéticas mostram claramente que a velocidade da reacdo diminui
conforme a concentracdo de complexo aumenta, evidenciando a inibi¢do da atividade
enzimatica como esperado.

Através da linearizacdo de Lineweaver-Burke ¢é possivel desvendar o tipo de
mecanismo de inibicdo exercido pelo complexo. Neste caso, nota-se que as retas se
cruzam sobre um mesmo ponto no eixo X negativo, o0 que indica um mecanismo nao
competitivo (misto). Neste tipo de mecanismo de inibicdo, a velocidade da reagéo
diminui com o aumento da concentracéo do inibidor, porém a constante cinética Km
é constante. A enzima se liga ao substrato, formando o complexo enzima-substrato.
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Entdo o inibidor interage com esta estrutura, impedindo sua dissociacdo e,
consequentemente, a ocorréncia da reagéo.

Km é a constante que mede a concentracdo de substrato necessaria para que a
reacdo enzimatica atinja metade de sua velocidade maxima. Sua interpretacdo esta
ligada a afinidade da enzima pelo seu substrato. Quanto maior o valor de Km, menor
é a afinidade, e vice versa. Como neste mecanismo de inibicdo o valor de Km é
constante, o valor pode ser obtido graficamente pelo ponto onde as linhas se cruzam
no eixo x negativo que corresponde a -1/Km, neste caso, o ponto é -21mM ™, o que
gera um valor de Km = 47,6 uM..

Os valores de Km variam de enzima para enzima, estando em uma faixa entre
1x10" M e 1x107 M. O valor obtido neste experimento est4 na faixa baixa de
micromolar (10 M), ou seja, a presenca no complexo ndo diminui a afinidade da
enzima pelo seu substrato. Comparando com o complexo anéalogo [Ru(fen)s]*",
observa-se que houve uma duplicag&o no valor de IC50 com a presenca da glicose'®,
desta forma, podemos interpretar que o complexo € um inibidor apenas razoavel da
enzima eeAChE.

As analises de STD-'H-RMN (figuras 30 A e B) podem ser divididas em
protons referentes ao substituinte glicosidico e referentes aos ligantes fenantrolina.
Observa-se que a intensidade de transferéncia de saturacdo € maior para a regido das
fenantrolinas, do que para a glicose.

Isto indica que neste sistema em particular, a fenantrolina € a maior
responsavel pela inibicdo observada nos resultados cinéticos obtidos pelo método de
Elmann. Devido a alta aromaticidade imposta pelos 3 ligantes fenantrolinas, esta
interacdo deve ocorrer também de forma supramolecular, pela formacdo de
empilhamento das nuvens n (n-7 stacking) entre as fenantrolinas e as cadeias laterais
aroméaticas dos aminoacidos™™'%, Desta forma, podemos inferir que o complexo
RuFenGlic deve interagir com o sitio ativo periférico, composto de aminoacidos de

cadeias laterais aromaticas®.
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Entretanto, observa-se também que a tioglicose recebe uma grande gquantidade
de magnetizacdo, o que permite afirmar que também ela esta em contato proximo
com a superficie da enzima, provavelmente pelo estabelecimento de ligacdes de

hidrogénio entre as hidroxilas do carboidrato e as cadeias laterais dos aminioacidos.
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Figura 30: A) Mapa de epitopo demonstrando qual dos ligantes recebe maior quantidade de magnetiza¢do proveniente
da enzima eeAChE. Glicose (preto), Fenantrolina (vermelho). PBS deuterado (pH = 8,0), 600 MHz, 25°C. B) Experimentos
titulométricos para estimativa do valor de Kd, demonstrando que a fenantrolina (vermelho) interage mais fortemente
com o sitio ativo periférico da enzima eeAChE do que a glicose (preto), PBS deuterado (pH = 8,0), 600 MHz, 25°C.

O mapa de epitopo (figura 30 A) obtido através de um experimento
titulométrico variando a concentragdo de complexo nos da o valor da constante de
dissociacdo Kd (figura 30 B).

O valor obtido foi kd = 333 uM, consideravelmente alto, maior que para a
tacrina (144 pM), molécula conhecida pela alta inibicdo da hAChE'®. Esta constante
expressa o equilibrio de dissociacéo entre o complexo e a enzima. Quanto mais alto
o valor de Kd, maior o indicativo de que o equilibrio é deslocado para as moléculas
livres em vez de associadas. Do ponto de vista do mecanismo de inibi¢cdo néo
competitivo, este resultado esta de acordo, ja que o complexo de Ru(ll) interage com
0 complexo enzima-substrato em vez de interagir diretamente com a enzima.

Entretanto, o valor alto de Kd indica que o complexo se dissocia rapidamente
do sitio de ligacdo da enzima. Comparando com o valor da constante de afinidade

Km, identifica-se que a enzima tem maior preferéncia de interacdo com o substrato
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do que com o inibidor, ou seja, € provavel que quando ocorra a formacdo do
complexo enzima-substrato o inibidor se desligue rapidamente do sitio da enzima, o
que dificulta a acdo inibitoria e permite a clivagem do neurotransmissor.

Assim sendo, o valor de IC50 alto associado as outras constantes cinéticas
também elevadas inviabiliza a utilizagdo deste complexo como um possivel farmaco
anticolinérgico. Vale ressaltar que moléculas aprovadas para utilizacdo
farmacoldgica, como o donepezil, apresentam o mesmo mecanismo de inibicdo
demonstrado pelo complexo RuFenGlic, porém com IC50 da ordem de 6 nM™°.

Como as variagOes de resultados entre as enzimas eeAChE e hAChE néo
costumam ser significativas, o complexo RuFenGlic néo foi testado como inibidor da

enzima humana.

4.3.2 Complexo RUEtPy
O complexo RuEtPy foi testado frente as enzimas colinesterases utilizando as

mesmas técnicas empregadas para o complexo RuFenGlic, nas mesmas condicdes de
enzima e concentracdo de substrato. Observam-se diferencas no mecanismo de

inibigdo e valor das constantes cinéticas deste complexo em relacdo ao anterior.
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Figura 31: Curvas de Michaelis-Menten da inibicdo da atividade enzimatica causada pelo complexo RuEtPy nas enzimas:

A) eeAChE; B) hAChE. Cada linha representa uma [RuEtPy]: 0 pM (preto), 10 uM (vermelho), 20 pM (azul), 40 uM (rosa)102
Reproduzido com autorizagdo da Elsevier (Copyright 2022).
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As curvas de Michaelis-Mentem (figura 31A eeAChE, 31B hAChE) indicam
que ocorre a inibicdo pela diminuicdo da velocidade com o aumento da concentracao
do complexo. Porém, diferentemente do complexo RuFenGlic, as curvas tem
inclinacdo elevada, o que indica que as velocidades maximas (Voms) demonstram a
tendéncia de se igualarem se inumeros pontos fossem estudados.

Esta observacdo implica que a cada curva apresenta um valor de Km cada vez
menor para cada analise e indica que o mecanismo de inibicdo apresentado por este
complexo difere do mecanismo encontrado para complexo anterior.

As linearizacdes de Lineweaver-Burke (Figura 32A eeAChE, 32B hAChE)

permitem, novamente, desvendar o mecanismo de inibigéo.
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Figura 32: Linearizac6es de Lineweaver-Burke referentes as curvas de Michaelis-Menten demonstrando o mecanismo
competitivo de inibi¢cdo. A) eeAChE. B) hAChE. Cada linha representa uma [RuEtPy]: 0 pM (preto), 10 uM (vermelho), 20
UM (azul), 40 pM (rosa)102 Reproduzido com autorizagdo da REF 102. Elsevier (Copyright 2022).

As linearizagGes corroboram a hipotese levantada pela observacdo das curvas
cinéticas anteriores. As linhas se cruzam em um Unico ponto no eixo y, demonstrando
que a velocidade maxima (Vomax) € coOnstante, enquanto cada linha cruza um ponto
diferente no eixo x negativo, indicando um Km diferente para cada experimento.

E interessante observar que os valores de Km diminuem conforme aumenta a
concentracdo de complexo, o que indica que a presenca do complexo diminui a

afinidade da enzima pelo seu substrato. Estas caracteristicas sdo inerentes a um
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mecanismo competitivo de inibicdo, onde o substrato e o inibidor competem pelo
mesmo sitio ativo na enzima'*.

Os valores da constante intrinseca de inibicdo, Ki, também foram obtidos
graficamente através as plotagens de linearizacdo de Dixon (Figura 33 A eeAChE e
33 B hAChE). Observa-se que as retas se cruzam acima do eixo X, 0 que corrobora a

conclusdo do mecanismo competitivo de inibicao.
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Figura 33: Linearizages de Dixon para obtengdo do valor de Ki para a inibicdo das enzimas. A) eeAChE. B) hAChE. Cada
linha representa uma [Substrato]. Em A) 0,1 mM (preto), 0,15 mM (vermelho), 0,2 mM (azul). Em B) 0,05 mM (preto),
0,15 mM (azul), 0,25 mM (verde)'®” Reproduzido com autorizagio da REF 102. Elsevier (Copyright 2022).
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As retas se cruzam no eixo X negativo em um ponto equivalente ao valor de —
Ki. Observa-se que para eeAChE (figura 33 A) o valor obtido é de Ki = 11 uM,
enquanto que para hAChE (figura 33 B), Ki = 16,5 pM. Os valores da ordem de
micromolar baixo indicam que o complexo apresenta alta capacidade de inibir a
atividade enzimaética, sendo bons candidatos a aplicacao.

Os valores de 1C50 observados para este complexo sdo da ordem de 43 uM
para a enzima eeAChE (Figura 34 A) e de 39 uM para a enzima hAChE (figura 34
B). Estes valores s&o considerados relativamente altos™*. Entretanto, como discutido
anteriormente para o complexo RuFenGlic, o valor de 1C50, sozinho, pode levar a

incorrecdes na atribuicdo de poténcia e capacidade inibitoria.
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Figura 34: Curvas de IC50 da inibicdo das enzimatica pelo complexo RuEtPy. A) eeAChE. B) hAChE
autorizagdo da REF 102. Elsevier (Copyright 2022).
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Assim como para 0 composto anterior, outras constantes cinéticas foram
consideradas para a conclusao sobre a atividade inibitéria do complexo. Observa-se
que, apesar de um valor relativamente alto de IC50, a constante inibitéria baixa e o
mecanismo competitivo obtidos pelo protocolo de Ellman permitem inferir que o
complexo RUEtPy apresenta maior capacidade inibitoria contra as enzimas
colinesterases.

Este complexo também foi submetido a ensaios de STD-'"H-RMN. O primeiro
experimento realizado (figura 35 A eeAChE e 35 B hAChE) teve o objetivo apenas
de observar se a presenca da enzima na solucéo leva a alguma alteracdo nos padroes
dos sinais no espectro do complexo livre. E comum que a interacio entre o complexo
e a macromolécula cause alargamento ou deslocamento nos sinais onde a interacao

for mais relevante
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Figura 35: A) Espectros de 1H-RMN demonstrando deslocamento nos sinais dos ligantes do complexo RuEtPy na presenca
(vermelho) e na auséncia (preto) da enzima eeAChE. B) Espectros de 1H-RMN demonstrando deslocamento nos sinais
dos ligantes do complexo RuEtPy na presenga (vermelho) e na auséncia da enzima hAChE'® Reproduzido com
autorizagdo da REF 102. Elsevier (Copyright 2022).

Observa-se que, tanto para o experimento com eeAChE quanto com hAChE,
ndo ocorre alargamento dos sinais. Entretanto, em ambos 0s casos os sinais referentes
ao grupo etilamino do ligante EtPy sofrem um consideravel deslocamento para
regides de campo mais alto. Isto indica que este grupo esta interagindo com a enzima.
As interagdes mais provaveis sdo do tipo m-m stacking entre os aminoacidos com
cadeias laterais aromaticas e os ligantes do complexo®®. Entretanto, é importante
observar que os grupos NH; no ligante EtPy sdo capazes de formarem ligacOes de
hidrogénio e interacOes acido-base com aminoacidos como o glutamato presente no
sitio ativo da enzima'®.

Entretanto, os deslocamentos nos sinais observados ndo sao suficientes para
determinar as relacdes de posicdo e as constantes de interacdo entre o complexo e a
enzima. Desta forma, foram conduzidos experimentos de relaxomentria para
determinar qual dos ligantes apresenta interagdo mais relevante com a enzima.

Os experimentos de relaxometria mede os tempos de relaxacdo longitudinal
(T1) e transversal (T2), parametros que estdo diretamente ligados a mobilidade
molecular no meio. Desta forma, espera-se que os ligantes que tenham interacdo mais
pronuncidada com a enzima tenham um tempo de relaxacdo mais longo**. Os dados

de relaxometria obtidos estdo descritos na tabela x.
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Tabela 6: Dados de relaxometria mostrando os valores de tempo de relaxacdo dos ligantes do complexo RuEtPy na

presenca e na auséncia das enzimas eeAChE e hAChE

2022).

Reproduzido com autorizagdo da REF 102. Elsevier (Copyright

hAChE eeAChE
Ligante | Ty(s) Presenca | T1(s) Auséncia | ATi(s) | T (s) Presenca | T1(S) Auséncia | AT,
Bpy 15.3 5.3 10.0 15.63 5.3 10.33
EtPy 15.2 5.7 9.5 15.20 5.7 9.5

O experimento de relaxometria para o complexo RuEtPy apresenta valores
préximos para as duas enzimas. Em ambos 0s casos ha uma grande diferenca de
tempo de relaxacdo entre o complexo sozinho e na presenca das enzimas. Este
resultado indica que deve haver uma interacdo forte entre complexo e enzima e as
variacOes nos tempos de relaxacdo ndo séo apenas desvios ocasionados por alteracdes
de viscosidade do meio, que pode ocorrer pela presenca de macromoléeculas.

Para uma avaliacdo mais acurada dos resultados, é importante que tenhamos
informacbes sobre as constantes de ligacdo entre o ligante (complexo) e a
macromolécula. Para isto, foram conduzidos experimentos de STD-'H-NMR para a
obtencdo dos mapas de epitopo (figura 36 A eeAChE e 36 B hAChE). Através destes
experimentos € possivel identificar qual dos componentes do complexo esta em maior
contato com a enzima e, portanto, tem papel fundamental na inibicdo da atividade

enzimatica.
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Figura 36: Mapas de epitopo demonstrando quais ligantes do complexo RuEtPy interagem mais fortemente com o sitio
ativo da enzima. Bpy (preto), EtPy (vermelho). A) eeAChE. B) hAChE™® Reproduzido com autorizagdao da REF 102. Elsevier
(Copyright 2022).

Observa-se que 0s mapas de epitopo sdo bastante similares nos sistemas
contendo eeAChE (36 A) e hAChE (36 B). Em ambos os casos observa-se que 0
ligante EtPy (vermelho) apresenta maior intensidade de transferéncia de saturacéo, ou
seja, o ligante piridinico recebe maior magnetizacdo proveniente da enzima, o que
permite inferir que este ligante esteja em contato mais préximo com a superficie do
sitio ativo da enzima, desenvolvendo uma interacdo mais forte.

Este dado pode indicar a presenca de ligacOes de hidrogénio ou interagéo
acido-base entre o grupo NH, e aminoacidos carregados como o glutamato presentes
na triade Ser-His-Glut inerente ao sitio ativo da AChE. A estas interacdes, soma-se a
interacdo hidrofobica n-m stacking do anel piridinico com aminoéacidos de cadeia
lateral aromatica, evidenciada também pela magnetizacéo dos ligantes bpy (preto).

Por outro lado, o ligante bpy apenas estabelece n-rt stacking como interacgéo, o
que pode explicar a interagdo menos pronunciada com este ligante em relacdo ao
ligante EtPy que indicam que a transferéncia de saturacéo entre bpy e enzima séo de
73 e 64% respectivamente, enquanto em ambos 0s casos € de 100% para os ligantes
EtPy'%,

Finalmente, experimentos titulométricos por STD-'H-RMN foram feitos para

estimar a constante de dissociagdo, Kd, entre o complexo e as enzimas (figura 37 A
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eeAChE e 37 B hAChE). Esta constante cinética indica a forca da interacdo entre 0s

dois componentes.
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Figura 37: Experimentos titulométricos para obtencio do valor de Kd por STD-1H-RMN. Cada linha representa um ligante
bpy (preto), EtPy (vermelho). A) eeAChE. B) hAChE™” Reproduzido com autorizagdo da REF 102. Elsevier (Copyright 2022).

Os dados obtidos foram tratados pela equacdo de Michaelis-Menten e 0s
calculos indicam que o complexo RUEtPy apresenta Kd = 37 uM contra eeAChE e
Kd =54 uM contra hAChE.

Interessantemente, o0 aumento da concentracdo de complexo na solucédo causa
comportamentos diferentes para as enzimas. Nota-se que para a enzima eeAChE a
interacdo com o ligante bpy é muito mais pronunciado, enquanto na enzima humana
0 aumento da concentracdo do complexo na solucdo faz com que a interacdo de
ambos os ligantes tenha forca similar, ou seja, a enzima eeAChE interage mais
fortemente com o ligante bpy em altas concentracdes, enquanto na enzima humana
este efeito ndo ocorre.

Os valores de Kd do complexo sdo obtidos pela média dos valores de Kd de
cada grupo de ligantes, por isso os Kd para eeAChE é mais baixo, enquanto na
enzima humana o valor acaba sendo mais alto. E importante ressaltar que os valores

de Kd obtidos para ambas as enzimas sdo inferiores ao valor obtido para a tacrina

69



Capitulo 4 Resultados e Discussdes

(140 pM), indicando que o complexo é um potente inibidor das enzimas
colinesterases™®.

Este resultado pode estar relacionado com diferengas na composicdo de
aminoacidos na enzima eeAChE que leva a maior interacdo dos ligantes bpy com o
sitio ativo, que indica que estes componentes devem formar um sistema enzima-
complexo mais estavel, o que implica em um menor valor de Kd, enquanto a
composicdo da enzima humana leva a um comportamento diferente, com o complexo
sendo menos ativo para sua inibicao.

Os dados obtidos por STD-"H-RMN estdo alinhados com a nossa conclusdo
prévia de que o complexo tem maior capacidade inibitdria contra a enzima eeAChE
do que contra a enzima hAChE. Além disso, os dados indicam que o ligante EtPy
apresenta um papel fundamental na atividade inibitoria da enzima humana pois, como
indicam os estudos por STD-'H-RMN, este ligante estabelece uma interacdo mais
forte com a enzima, 0 que pode estar relacionado com a similaridade estrutural do
grupo etilamino com grupo etilamonio presente na estrutura da molécula de colina do
substrato original, acetilcolina™.

Também podemos identificar que, apesar de diferentes, os resultados entre as
enzimas eeAChE e hAChE estdo proximos em ordem de grandeza, conforme exposto
anteriormente. O complexo RuEtPy foi testado em ambas as enzimas porque 0S

resultados com a eeAChE foram promissores.
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5. Conclusoes

5.1 Complexo RuFenGilic
Este complexo de estrutura inédita foi sintetizado utilizando metodologias

amplamente conhecidas da literatura pra obtencéo de complexos de Ru(ll), tendo sido
obtido em apreciaveis 65% de rendimento. Sua caracterizagdo estrutural foi obtida
por espectrometria de massas ESI-MS e por técnicas de *H e **C - RMN, além de
técnicas de acoplamento 2D, como COSY (H-H), HMBC e HSQC (C-H).

A caracterizacdo fotofisica foi obtida utilizando técnicas espectroscopicas
amplamente utilizadas como absorcdo no UV-Vis e luminescéncia. A presenca da
molécula de glicose ndo altera as caracteristicas espectroscopicas do complexo, de
acordo com a comparacao feita utilizando o complexo analogo [Ru(fen)s]*".

O complexo apresenta absorcdo intensa na regido do visivel atribuida a uma
transicdo MLCT, com maximo em A = 455 nm. A irradiacdo de luz neste
comprimento de onda gera emisséo de luz identificada por uma banda no espectro de
luminescéncia com maximo em A = 610 nm. Estas caracteristicas Sdo pouco sensiveis
a mudanca de solvente. O complexo apresenta boa solubilidade em agua e demais
solventes polares e estabilidade em relacdo a variacdo de pH do sistema.

O rendimento quantico de emissdo deste complexo é de 9,48x10 em PBS (pH
= 7,0) e 4,13x10% em acetonitrila. Os valores indicam que a emissdo é mais intensa
no sistema tamponado, possivelmente pela interacéo dos sais e das moléculas de 4gua
com a molécula de glicose, formando uma rede que diminui os caminhos de
desativacdo ndo radiativa. A emissdo apresenta tempos de vida de 800 ns em tampao
PBS (pH = 7,00 e 160 ns em acetonitrila. Este complexo ndo apresenta
comportamento fotodissociativo quando exposto a luz.

Os experimentos de inibicdo da enzima eeAChE pelo método de Elmann
indicaram que o complexo inibe a a¢do enzimatica seguindo um mecanismo nao
competitivo, com IC50 = 17uM, Km = 47uM.

Os experimentos de STD-"H-RMN indicam que a molécula de glicose recebe a

maior intensidade de magnetizacéo, sendo este 0 grupo que interage mais fortemente
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ligado a superficie da enzima, possivelmente pela formacéo de ligacBes de hidrogénio
com as cadeias laterais dos aminoacidos. Experimentos titulométricos mostram uma
constante de dissociacdo Kd = 333 uM , um valor consideravelmente alto. Este
resultado somado aos resultados obtidos pelo método de Elmann indicam que este
complexo tem um potencial entre médio e baixo de aplicacdo farmacoldgica, o que
nos levou a descartar os testes na enzima humana.

Entretanto, todas as caracteristicas espectroscopicas de solubilidade em
solucbes tampado fazem deste complexo um grande candidato a sonda luminescente

em sistemas bioldgicos diversos.

5.2 Complexo RuUEtPy
Este complexo, tambeém de estrutura inédita, foi sintetizado e caracterizado

seguindo protocolos semelhantes e as mesmas técnicas do complexo RuFenGlic,
tendo sido obtido em apreciaveis 55% de rendimento.

A caracterizagdo fotofisica foi obtida utilizando também as mesmas técnicas
utilizadas para o complexo anterior. O complexo apresenta banda de absor¢cdo MLCT
com maximo em A = 465 nm. A excita¢do neste comprimento de onda gera emissao
com uma banda de maximo A = 655 nm.

Ao contrario do complexo RuFenGlic, a emissdo deste complexo € pouco
intensa, com rendimento quantico 2,01x10° em acetonitrila e 6,46x10™ em tamp&o
PBS (pH = 7). Os tempos de vida de emissdo sdo 102 ns em tampdo e 118 ns em
acetonitrila. Estes resultados sdo explicados pela maior flexibilidade e liberdade de
movimento desta estrutura geram caminhos ndo radiativos para o decaimento do
estado excitado que levam a diminuicédo da intensidade de emissao.

O complexo RuEtPy apresenta fotodissociacdo quando exposta a luz de
comprimentos de onda compreendidos em sua banda de absor¢do MLCT. Esta
caracteristica é comprovada pelo deslocamento da banda MLCT e pela supressao da

emissdo, tanto em acetonitrila quanto em tampdo. Foram calculados os rendimentos
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quanticos de fotodissociagdo em tampao para os comprimentos de onda A = 420 nm
(x), 450 nm (y) e 520 nm (z), que estdo de acordo com a literatura.

A fotodissociacdo evidencia a populacdo do estado *MC*, sendo este mais um
caminho ndo radiativo de desativacdo do estado excitado *MLCT* responsavel pela
baixa intensidade da emissdo. A irradiacdo do complexo nas condicGes utilizadas
neste trabalho apenas substitui uma das aminopiridinas, conforme demonstrado pelo
acompanhamento por *H-RMN.

Os estudos de inibicdo das enzimas colinesterases pelo método de Elmann
mostram que o complexo inibe fortemente a acdo das enzimas seguindo um
mecanismo de inibicdo competitivo, com IC50 = 43 uM para eeAChE e 39 uM para
hAChE e Ki de 11 uM para eeAChE e 16,8 para hAChE. Estes dados sugerem uma
forte inibicdo, comparavel a droga Rivastigmina, aprovada para uso no combate a
D.A.

Os experimentos de STD-'H-RMN indicam que os ligantes EtPy recebem a
maior intensidade da magnetizacao proveniente da enzima, o que permite afirmar que
eles estdo mais fortemente ligados a superficie da enzima, possivelmente pelo
estabelecimento de ligacbes de hidrogénio ou interacdes acido-base entre 0 ramo
etilamino do ligante piridinico e os aminoacidos de cadeias laterais acidas presentes
no sitio ativo, como o glutamato.

Os ligantes bpy recebem menor intensidade de magnetizacdo, indicando que
elas interagem mais fracamente, provavelmente por interacdes hidrofobicas do tipo
empilhamento rt (m-rt stacking). Os experimentos titulométricos indicam constante de
dissociacdo Kd = 55 uM, demonstrando o potencial de aplicacdo desta estrutura

como anticolinérgico.
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6. Perspectivas Futuras

6.1 Complexo RuFenGilic
Apesar do baixo potencial para utilizacdo como farmaco anticolinérgico, o

complexo RuFenGlic apresenta caracteristicas espectroscopicas interessantes que
ainda ndo foram exploradas. O complexo apresenta grande potencial para utilizagdo
como sonda luminescente em sistemas de diagnostico e marcacdo de mecanismos
biolégicos, como a agregacado do peptideo B-amildide, também envolvido na etiologia
da doenca de Alzheimer.

A presenca da glicose pode favorecer a internalizacéo da estrutura pelas células
através dos mecanismos de transporte ativo por receptores, neste caso, os da familia
GLUT1], especificos para glicose. O sucesso nesta frente pode levar ao cruzamento da
barreira hematoencefalica sem a necessidade de rompé-la mecanicamente, o que pode
abrir caminhos para o desenvolvimento de novos farmacos para 0 SNC com acesso
ao cérebro aumentado pela derivatizacdo com biomoleculas especificas e pela

exploracdo de mecanismos de transporte celular.

6.2 Complexo RUEtPy
Os estudos com este complexo demonstraram um maior potencial de agéo

como anticolinérgico. Neste sentido, uma possibilidade é explorar a técnica de STD-
'H-RMN e alterar a estrutura dos ligantes a fim de encontrar uma estrutura ideal com
resultados ainda mais relevantes.

Este complexo apresenta uma estrutura mais lipofilica, principalmente pela
presenca das etilas no ligante EtPy. Esta caracteristica pode favorecer a difusdo
simples do complexo pelas membranas celulares, sendo um caminho para vencer a
barreira hematoencefalica a ser explorado.

Devido ao comportamento fotoquimico, o complexo RuEtPy tem potencial

utilizacdo como sistema de entrega controlada de farmacos através de irradiacdo de
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luz. Ainda, ha a possibilidade de ser utilizado como fotossensibilizador no tratamento

de cancer pela técnica de PACT.
Como a emissdo ndo é totalmente suprimida na fotoquimica, este complexo

também pode ser utilizado como sonda luminescente do peptideo B-amildide. Desta
forma, este complexo tem potencial para ser um farmaco que atua simultaneamente

em mais de uma frente no combate a doenca de Alzheimer.
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Figura Al: Espectro de COSY-RMN do complexo RuFenGlic em DMSOd;, 25°C, 400MHz.
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Figura A2: Espectro de COSY-RMN (Expansdo da regido alifatica) do complexo RuFenGlic em DMSOd,

25°C, 400MHz.
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Figura A3: Espectro de COSY-RMN (Expansdo da regido aromatica) do complexo RuFenGlic em
DMSOQdg, 25°C, 400MHz.
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Figura A5: Espectro de HMBC (Expansao da regido alifatica) do complexo RuFenGlic em DMSOds,
25°C, 400MHz.
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Figura A6: Espectro de HMBC (Expansdo da regido aromatica) do complexo RuFenGlic em DMSOd;,
25°C, 400MHz.
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Figura A7: Espectro de HSQC do complexo RuFenGlic em DMSOd,, 25°C, 400MHz.
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Figura A8: Espectro de HSQC (Expansado da regido alifatica) do complexo RuFenGlic em DMSOds,
25°C, 400MHz.
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Figura A8: Espectro de HSQC (Expansdo da regido aromatica) do complexo RuFenGlic em DMSOds,

25°C, 400MHz.

)

I .

M
'W' -

l -

[]
T T T

8.0

F2 [ppm]

103



Apéndice

1004 673.0576 1.30e7
s
i OH
A,
/o
S/
— PF, ,
SH i |
%4 Vi
" i
672.0585 M | iy J
o] e
675.0580 = |\,
Gerado a partir da perda N 2N /
de HPF; pelo ion anterior Q \
981.0704
983.0704
0 : —— .‘|‘ - — H‘ : — - .‘I : miz
400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

Figura A9: Espectro MS/MS do ion m/z = 981 gerando os ions m/z =819 e m/z = 673. Tamp&o NH,CO;

(pH =7,4).
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Figura A10: Espectro MS/MS do ion m/z = 338 gerando os ions m/z =321, m/z=247, m/z=231e m/z

=181. Tampdo NH4CO; (pH = 7,4).
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Figura A11: Comparacgdo do espectro de absorcao UV-Vis do complexo RuFenGlic (Preto) e do
analogo comercial [Ru(phen);]**. Acetonitrila, 25°C.
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Figura A12: Comparagdo dos espectro de emissdo e excitagdo do complexo RuFenGlic (Preto e
Vermelho, respectivamente) e do analogo comercial [Ru(phen);]*(Verde e Azul, respectivamente).
Acetonitrila, 25°C.
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Figura A13: Espectro de COSY-RMN do complexo RuEtPy em DMSOQdj, 25°C, 400MHz'* Reproduzido
com autorizagdo da REF 102. Elsevier (Copyright 2022).
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Figura Al14: Espectro de HSQC do complexo RuEtPy em DMSOd,, 25°C, 400MHz'®* Reproduzido com
autorizagdo da REF 102. Elsevier (Copyright 2022).
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Figura A15: Espectro de HMBC do complexo RuEtPy em DMSOdj, 25°C, 400MHz'** Reproduzido com

autorizagdo da REF 102. Elsevier (Copyright 2022).
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Figura A16: Espectro de HMBC (Expansado da regido alifatica) do complexo RuEtPy em DMSOd,, 25°C,
400MHz'® Reproduzido com autorizagdo da REF 102. Elsevier (Copyright 2022).
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Figura A17: Espectro de HMBC (Expansdo da regido aromatica) do complexo RuEtPy em DMSQd;,
25°C, 400MHz'? Reproduzido com autorizagdo da REF 102. Elsevier (Copyright 2022).
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Figura A18: Espectro de HMBC (Expansdo da regido aromatica) do complexo RuEtPy em DMSQd;,

25°C, 400MHz'” Reproduzido com autorizagdo da REF 102. Elsevier (Copyright 2022).
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Figura A19: Espectro MS/MS do ion m/z = 1095 gerando os ions m/z = 949 e m/z = 803 referentes a
estrutura do complexo RUEtPy. Tamp&o NH,CO; (pH = 7,4)** Reproduzido com autorizagdo da REF
102. Elsevier (Copyright 2022).

s
100 803.1911__ \
Y
N Llr\/ NN
E E, -»N%J
,I.‘./"‘\N,
o‘\ N
NH [ }(’J\\/"
L S
™ —2PF;
| itz
B ~
P |
* crol H/\“
Lﬁ’ i | 802.1824(805.1870 L i
u s == * = N
o S 0| i
- - T i, v
! U\) — J‘L“N/Rh )
949.1532 A J“)
A\
oM
555.1380 E"“5'15?5\951 1588
554'1355‘/5571356 801.1860/0%- 1859
o i

350

400 450 500 550 600

650

700

750 800 850 900 950 1000

m/z

1050 1100 1150 1200

Figura A20: Espectro MS/MS do ion m/z = 949 gerando os ions m/z = 803 e m/z = 555 referentes a
estrutura do complexo RUEtPy. Tamp&o NH,COs (pH = 7,4)** Reproduzido com autorizagdo da REF
102. Elsevier (Copyright 2022).
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Figura A21: Espectros de absor¢do no UV-Vis do complexo RUEtPy em tampdo Tris HCl (pH = 7,2)
demonstrando a variacdo da banda MLCT apés irradiagdes sequenciais por um feixe de luz de 420 nm

por um tempo total de 2 horas.
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Figura A22: Espectros de emissdo do complexo RuEtPy em tampao Tris-HCl (pH = 7,2) demonstrando
supressao da emissdo apds irradiacées sequenciais por um feixe de luz de 420 nm por um tempo
total de 2 horas.
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Figura A23: Espectros de absor¢cdo no UV-Vis do complexo RuEtPy em tampdo Tris HCl (pH = 7,2)
demonstrando a variagdo da banda MLCT apés irradiagdes sequenciais por um feixe de luz de 450 nm
por um tempo total de 2 horas.
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Figura A24: Espectros de emissdo do complexo RUEtPy em tampao Tris-HCl (pH = 7,2) demonstrando

supressao da emissdo apds irradiacbes sequenciais por um feixe de luz de 450 nm por um tempo
total de 2 horas.
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Figura A25: Espectros de absor¢cdo no UV-Vis do complexo RUEtPy em tampdo Tris HCl (pH = 7,2)
demonstrando a variagdo da banda MLCT apés irradiagdes sequenciais por um feixe de luz de 520 nm
por um tempo total de 2 horas.
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Figura A26: Espectros de emissdo do complexo RUEtPy em tampao Tris-HCl (pH = 7,2) demonstrando
supressao da emissdo apds irradiagcbes sequenciais por um feixe de luz de 520 nm por um tempo
total de 2 horas.
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