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RESUMO

COMPLEXOS DE RUTENIO BIOATIVOS: SINTESE,
CARACTERIZACAO E ENSAIOS BIOLOGICOS

O desenvolvimento de complexos polipiridinicos de Ru(ll) com atuacdo
antitumoral tém recebido cada vez mais destaque. A luminescéncia destes
compostos abrem muitas possibilidades de atuacdo em sistemas bioldgicos.
Neste trabalho foi feito a sintese, caracterizacdo e estudos biolégicos dos
complexos do tipo cis-[Ru(L-L),L,]* onde, L-L = fenantrolina (phen) e
bipiridina (bpy) e L = imidazol (ImH) e 1-metilimidazol (1Melm). Os
complexos séo de preparacdo simples e estaveis tanto no estado sélido como em
solugdo aquosa (na auséncia de luz) alem de serem resistente a hidrdlise na faixa
de pH de 2 a 10. Os complexos exibem uma intensa absorcdo na regido do
visivel (490 nm, & = 15000 mol*Lecm™) e uma intensa banda de emisséo e longo
tempo de vida em 660 nm e um grande deslocamento de Stokes (5500 cm™).
Estudos de interacdo do complexo RuphenlmH com HSA atravéz das técnicas
de CD, STD-NMR, DOSY-NMR e ITC mostrou que o complexo interage de
forma ndo covalente com a HSA. Os complexos apresentaram acentuada
inibicdo da proliferacdo das células de cancer HCT116p53"*, HCT116p53™ e
A2780 com os valores de ICs, abaixo 10 umol L. Se iniciou os estudos de
elucidacdo do modo de acdo do complexo RuphenimH frente as células
HCT116 p53"* e HCT116 p53”. O complexo RuphenlmH induziu a inibicéo do
ciclo cellular na fase G1 em ambas as células mas a inibicdo foi mais acentuada

+/+

na celula p53™" e o complexo ativou a proteina pro-apoptotica PARP somente
na célula p53™” sugerindo diferente modo de acdo. Os complexos apresentam

caracteristicas unicas com aplicacdes em diagndstico e terapéutico.
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ABSTRACT

BIOACTIVE RUTHENIUM COMPLEXES: SYNTHESIS,
CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL ASSAYS

Ru(Il) polypyridyl anticancer compounds is drawing increasing attention to drug
development. The luminescence of this type of complex open wide possibilities
of using molecular systems in biological applications. Herein we investigated,
the synthesis, characterization and biologic studies of the complex cis-[Ru(L-
L),L,]*" where, L-L = 2,2-bipyridine (bpy) and phen = 1,10-phenanthroline
(phen) and L = imidazole (ImH) and 1-methyl-imidazole (1Melm). The
complexes which can be easily prepared are stable in solid state and in water
solution (without light) and resistant to hydrolysis at pH range from 2 to 10. The
complexes display strong absorption in the visible region (490 nm, £ = 15000
mol*Lem™) and an intense and long lived emission at 660 nm with a large
Stokes shift (5500 cm™). Spectroscopic (CD, STD-NMR and DOSY-NMR) and
ITC studies indicate binding of cis-[Ru(phen),(ImH),]* and HSA occurs via
non-covalent interactions. Accordingly, the complexes showed marked cell
proliferation inhibition against the cancer cells HCT116p53**, HCT116p53™
and A2780 with ICs, values below 10 pumol L. The Complex induces G1 cell
arrest in both cells although it is more expressive in P53** and activates the
proapoptotic protein PARP in only p53™ suggesting diferent pathway with p53-
dependent and p53-independent modes of action. The complexes presents

unique features for potential diagnostic and therapeutic applications of cancer.
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1- Introducao

1.1 - Quimica Inorganica Medicinal

A Quimica Inorganica medicinal estuda as aplicagdes de ions
inorganicos e seus complexos em sistemas fisiologicos, correlacionando a
atividade bioldgica com as caracteristicas estruturais e eletrénicas. Os dois
principais focos desta area de pesquisa sdo o0s estudos dos metais com ocorréncia
natural em sistemas bioldgicos e a introducdo de metais em sistemas biologicos
através da utilizacdo de metalofarmacos?.

Os elementos inorganicos desempenham um papel essencial nos
processos bioldgicos e participam efetivamente na constituicdo de varias
proteinas. Estas proteinas altamente elaboradas sdo denominadas de
metaloproteinas e contém um ou mais ion metalico em sua estrutura. Dentre as
funcbes que desempenham estdo o transporte de o0xigénio no processo
respiratorio, o transporte de elétrons e funcdo estrutural.> Com o auxilio de
técnicas avancadas de cristalografia - meétodos teoricos e experimentais - €
possivel estudar a estrutura das metaloproteinas e investigar suas interacoes e
sitios de ligacéo.

Os metais, em particular os metais de transicdo, oferecem vantagens
em relacdo aos farmacos a base de compostos organicos, incluindo uma grande
variedade de numeros de coordenacdo e geometrias, estados de oxidagéao
acessiveis, capacidade de troca de ligantes no meio fisioldégico e uma grande
diversidade estrutural®. A quimica inorganica Medicinal é uma é&rea de
investigacdo crescente que foi inicialmente alimentada pela descoberta da
cisplatina cerca de 40 anos atras. Atualmente, existem no comércio alguns
metalofarmacos e candidatos a farmacos em fase de testes clinicos®. De acordo
com o Instituto nacional de Sadde, com sigla em inglés de NIH (National
Institutes of Health), a razdo de compostos inorganicos testados por compostos
comercializados é similar a de compostos organicos (1 a cada 6000)°. Além



disso, 0 sucesso de alguns farmacos como os complexos de platina com acéo
antitumorais (utilizados em cerca de 50% de todos os tratamentos de cancer) e o
complexo de Gd(ll1)’, utilizado como agente de contraste na técnica de
ressonancia magnética por imagem (20 milhdes de doses administrada por ano)®
tornam a area de bioinorganica cada vez mais atraente tanto para pesquisadores
quanto para investidores. A figura 1.1, apresenta um esquema com algumas das
principais areas de atuacdo dos compostos inorganicos na Quimica Inorganica

Medicinal.

Elementos essenciais, Suplementos minerais Agentes diagnésticos

\ /
Inibidores
it Quimica Inorganica Medicinal enziméticos
Agentes terapéuticos Radiofarmacos Diagnésticos

FIGURA 1.1 -. Algumas das principais areas de atuacdo da Quimica Inorganica

Medicinal.

1.2 - Cancer

O cancer é um problema de saude publica mundial e uma das
doencas mais fatais. A incidéncia de cancer no mundo cresceu 20% e a
estimativa sera de 27 milhdes de novos casos até 2030. Este cendrio nao é
diferente no Brasil, o Instituto Nacional de Cancer no Brasil (INCA) estima
cerca de 580 mil casos novos para a doenca em 2014. O cancer com maior
incidéncia no Brasil tanto em mulheres como em homens € o cancer de pele néo
melanona. As figuras 1.2 e 1.3 mostram as estatisticas do INCA® para a
incidéncia dos varios tipos de cancer para homens e mulheres para o ano de
2014.
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FIGURA 1.2 - Estimativa para 2014 de casos de cancer no Brasil em homens.
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FIGURA 1.3 - Estimativa para 2014 de casos de cancer no Brasil em mulheres.

Estes dados justificam o interesse e investimentos expressivos por parte
da industria farmacéutica e fundos governamentais na area de pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos mais seletivos e menos toxicos em relagédo

aos atualmente no mercado para o tratamento de cancer.



De acordo com o INCA (2014), “cancer é o nome dado a um
conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum 0O crescimento
desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e érgdos, podendo
espalhar-se (metastase) para outras regides do corpo”. As causas do cancer
dividem-se em fatores interno ou externos ao organismo sendo que o fator
comum sdo danos a0 DNA gerando mutacdes nos genes®. Estes genes atuam na
manutencdo da estabilidade genética e como resultado destas mutagcdes o
genoma das células tumorais sdo instaveis’. Esta instabilidade resulta em
multiplas mutacdes levando a formacdo de produtos expressos de maneira
alterada desequilibrando a regulacdo do ciclo celular e perda de controle de
fungdes tais como mitose e apoptose’®. Nas células normais, o dano do DNA é
reparado sem danos a célula, no entanto, nas células tumorais a capacidade de
reparacdo é dificultada devido & acumulacio de maltiplas mutacdes'®.

Os genes responsaveis pela apoptose e pelo reparo no DNA séo
conhecidos como genes supressores de tumor'. Um exemplo é o gene p53, mais
conhecido como Guardido do Genoma e considerado de altissima importéncia
na génese do cancer humano™. O gene p53 codifica a proteina p53 (massa
molecular de 53 kDa) e uma de suas funcdes é preservar a integridade gendmica
do DNA ao longo do ciclo celular. Mutacdes no gene p53 resultam em um
descontrole do ponto de checagem do ciclo celular, possibilitando que células
danificadas progridam para as fases seguintes do ciclo celular sem que as lesdes
sejam reparadas ou levadas a morte por apoptose. Cerca de 50% de todos 0s
tumores apresentam alguma mutacdo no gene p53 levando a perda da sua
funcdo. No caso do cancer de célon retal, as alteracfes na expressdo da proteina
p53 estéo relacionadas com mais de 70% dos casos™.

Dentre os tratamentos disponiveis para o cancer, os principais sdo a
cirurgia, radioterapia e a quimioterapia, sendo que na maioria dos casos se faz
necessario 0 uso conjunto desses tratamentos. E sabido que muitos tumores

podem desenvolver metastases, 0 que torna pouco eficaz o tratamento cirurgico.



Se o tumor primario pode ser removido cirurgicamente, o tratamento
quimioterdpico parece ser a melhor escolha para o tratamento de metastases
devido a sua localizacdo ndo especifica no organismo. Na quimioterapia sdo
usados agentes quimicos preparados para atuar na inibicdo do crescimento do
tumor e/ou extermina-lo. Atualmente, mais de 100 quimioterapicos estdo sendo
administrados, na maioria das vezes, de forma conjunta para combater o cancer.

A quimioterapia pode ser muito eficaz, mas por ndo ser um
tratamento local, atingindo todas as partes do corpo, pode levar o paciente a ter
muitos efeitos colaterais durante o tratamento. Dessa forma, a busca de agentes
antitumorais mais seletivos e com menos efeito colateral € o que se busca

atualmente.

1.3 - Ciclo celular

Os agentes antitumorais convencionais geralmente agem no ciclo
celular interagindo com o DNA de forma a danifica-lo e levar a inducédo da
morte celular por apoptose.*® O ciclo celular consiste em 5 fases'*: G1, S, G2, M
e GO (figura 1.4).

Ponto de Checagem G1

Ponto de Checagem G2

Ponto de Checagem M

FIGURA 1.4 - llustracéo do ciclo celular e os pontos de checagem.



Na fase GO, a célula esta com baixa atividade, aguardando que as
condicdes externas sejam favoraveis a proliferacdo. A fase G1 é caracterizada
por expressao dos genes, sintese de proteinas e transcricdo do RNA. Nesta fase a
célula cresce e produz todas as proteinas necessarias para a sintese do DNA. No
final da fase G1, ocorre o ponto de decisdo da célula por progredir no ciclo
celular ou ndo. Se as condi¢bes forem favoraveis, a célula avanca no ciclo,
entrando na fase S, caso contrario, retorna a fase GO e aguarda a melhoria das
condigoes.

Uma vez que a célula deixou G1 e entrou em S, o restante da
progressdo do ciclo celular é automatico. Durante a fase S a célula replica o seu
DNA passando a ter duas fitas completas de DNA para em seguida passar para a
fase G2, em que a célula cresce novamente e sintetiza proteinas suficientes para
duas ceélulas filhas que serdo formadas na fase M, que é a fase de mitose. Entre
as fases G1/S e G2/M estdo os principais pontos de checagem celular, estes
pontos chamados checkpoints asseguram a correta execucdo dos eventos do
ciclo celular, garantindo dessa forma a estabilidade genética. E nestes
checkpoints que a proteina P53 atua de forma a reparar o dano ao DNA por
agentes terapéuticos.

Um agente antitumoral, na maioria dos casos, ndo consegue
distinguir entre células normais e malignas, interferindo na divisdo celular de
ambas as células, mas ao contrario das células tumorais, as células sadias

apresentam grande capacidade de reparacgéo.



1.4 - Complexos de metais de transicdo atuando como agentes

guimioterapicos

1.4.1 - Cisplatina

A pesquisa por complexos metélicos atuando como agentes
quimioterapicos iniciou-se com a descoberta da acdo antitumoral da cis-
diaminodicloroplatina (1), cisplatina, que foi descrita pela primeira vez em 1844
por Reiset e em 1845 por Peyrone, sendo que Peyrone sintetizou um complexo
diferente de Reiset mas de mesma formula molecular. Algumas décadas depois,
em 1893, Werner propds que estes complexos de platina de mesma formula
molecular eram isdmeros, sendo o de Reiset a forma trans e o de Peyrone a

forma cis, Figura 1.5.

Cl/l/,“ Pt ‘\\\\NH3 CII//I, \\\\NH3
- pp
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FIGURA 1.5 - Estrutura da cisplatina e transplatina

Até entdo ndo se sabia do potencial antitumoral da cisplatina,
quando em 1965, os ciéntistas Rosenberg e Van Camp observaram a acéo
inibitoria da cisplatina a proliferacdo celular de uma colonia de bactéria
Escherichia coli quando um campo elétrico alternado era aplicado®. A
cisplatina era formada eletroliticamente pela reacdo da platina desprendida do
eletrodo com o cloreto de amonio presente no meio reacional. A partir destes
resultados, Rosenberg deu inicio a estudos em camundongos, portadores de
sarcoma-180 e leucemia L1210". Foram testados tanto o complexo transplatina
como a cisplatina, mas apenas o isOmero cis provocou a regressao completa do
tumor em poucos dias.

Devido aos excelentes resultados, a cisplatina foi indroduzida nos

estudos de testes clinicos em 1971 sendo aprovada sua comercializacdo pelo



Food and Drug Administration (FDA) em 1978 nos EUA com o0 nome de
Platinol, inicialmente para o tratamento de cancer de testiculo e ovario,
tornando-se um dos medicamentos mais utilizados no tratamento de cancer em
todo o mundo®’.

A descoberta da atividade antitumoral da cisplatina foi um marco
importante na historia da quimica inorganica medicinal. Esta descoberta abriu
novas frentes de pesquisa com a inclusdo dos complexos metalicos na fronteira

dos candidatos promissores a agentes antitumorais.

1.4.2 - Mecanismo de acdo da cisplatina

Por décadas a comunidade cientifica tem se dedicado a auxiliar na
elucidacdo do mecanismo de acdo desta nova classe de complexos com acgéo
antitumoral. Estudos sobre o mecanismo de ac¢do da cisplatina mostram que o
complexo sofre reagdes sucessivas de hidrolise, no meio intracelular, liberando o
ligante cloro e entrando na esfera de coordenacdo o ligante aquo. Na reacdo de
hidrolise, ocorre a formacgéo de até 6 complexos (Figura 1.6) sendo que o0 mais
reativo apresenta duas moléculas de agua na esfera de coordenacéo (cis-
[Pt(NH3)2(OH2)]™).
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FIGURA 1.6 — Espécies geradas ap6s a hidrdlise da cisplatina no meio

bioldgico.

Este complexo formado ira se ligar de forma covalente e
irreversivel as bases nitrogenadas do DNA, levando a uma distorcéo significante
na sua estrutura helicoidal que resulta na inibi¢cdo da sua replicacdo e transcricéo
e consequentemente a morte da célula por apoptose™®. A figura 1.7 mostra trés
formas diferentes de coordenacéo da cisplatina ao DNA e as distor¢Ges geradas
na estrutura do DNA." Outra via de acdo da cisplatina que ainda néo é bem
elucidada acontece quando a cisplatina se liga ao RNA provocando alteragdes
nas suas funcbes e consequentemente contribuindo na inibicdo da célula

tumoral.?
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(b)

FIGURA 1.7 — Raio-X do complexo formado entre 0 DNA e a cisplatina (a)
Cisplatina 1,2-d(GpG) “intrastrand cross-link” (1AIO). (b) Cisplatina 1,3-
d(GpTpG) “intrastrand cross-link” (LDA4). (c) Cisplatina “interstrand cross-
link” (LAZ2E).

Apesar do bom desempenho da cisplatina, alguns fatores afetam a
sua eficiéncia. Mesmo com a concentracdo de ions cloreto no meio extracelular
(100 mmol L) bem superior em relacdo ao meio intracelular (4 a 20 mmol L™)
a aquacao da cisplatina no meio extracelular ocorre em pequena proporcgéo.

Estas espécies reativas se ligam fortemente? as protefnas do soro
fisiologico, e como consequéncia ndo chegam ao meio intracelular. Além disso,
a cisplatina é pobremente absorvida pelas células, cerca de 5%, e esta
porcentagem pode se ligar fortemente a outras moléculas além do DNA como a
glutationa em uma ligacéo Pt-S favorecida em vez de se ligar ao DNA.

Quanto menor for a concentracdo da espécie ativa que ird interagir
com o DNA, mais elevada devera sera a dosagem de cisplatina para obter o
efeito necessario, e em consequéncia da alta dosagem, maiores efeitos colaterais
ao paciente.

Dentre os efeitos colaterais mais citados estdo a nausea e vomitos, a

alta nefrotoxicidade (danos a funcdo renal), neurotoxicidade (danos ao sistema
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nervoso), ototoxicidade (perda auditiva) e mielosupresséo (reducéo da atividade
da medula 6ssea).?? Os efeitos colaterais e a resisténcia adquirida & droga pelas
células impulsionaram o desenvolvimento de complexos analogos a cisplatina
que apresentassem menos efeito colateral ou efeitos mais toleraveis e com
capacidade de atuar nas celulas resistentes a cisplatina, além da busca por

complexos mais estaveis no meio extracelular e mais solaveis.

1.4.3 - Desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos de

platina

Nos 40 anos apos a aprovacao da cisplatina, 23 outros complexos
de platina tiveram seus estudos de ensaios clinicos iniciados sendo que apenas
dois destes complexos, a carboplatina e a oxaliplatina, ganharam aprovacéo pelo
FDA para serem comercializados mundialmente e outros trés compostos, a
nedaplatina, a lobaplatina e a heptaplatin, tiveram a sua aprovacdo no Japéo,
China e Coreia respectivamente®,

O complexo carboplatina, um composto de platina de segunda
geracdo, recebeu aprovacdo pelo FDA em 1993 para o uso principalmente no
cancer de ovario.”® A carboplatina difere da cisplatina pela coordenacéo do
ligante carboxilato em vez dos ligantes cloro. Esta substituicdo levou a um
complexo mais soluvel e mais estavel a hidrolise prematura. A cinética de
aquacdo dos ligantes labeis passou de 10°s na cisplatina para 10®% na
carboplatina. Por causa da menor reatividade da carboplatina, esta pode ser
administrada em doses mais elevadas que a cisplatina (300 a 450 mgm™ em vez
de 20 a 120 mgm?). Os efeitos colaterais também foram inferiores aos
provocados pela cisplatina. Apds a carboplatina sofrer as reacdes de aquacdo no
meio intracelular, interage com o DNA de maneira semelhante a cisplatina.

Embora a carboplatina substitua a cisplatina no tratamento

quimioterapico de alguns tipos de cancer, tais como de ovario, ainda ndo esta
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claro se a carboplatina tem eficacia equivalente a cisplatina em todos os tipos de
cancer. No caso do cancer de cabeca e pescoco, a cisplatina ainda € o agente
quimioterapico mais usado.?

A oxaliplatina foi aprovada na Franca em 1996, nos EUA em 2002
e no Japdo em 2005. Foi o primeiro farmaco capaz de ser ativo as células
resistentes a cisplatina. A oxaliplatina possui um ligante bidentado ndo
hidrolisavel (diaminociclohexano) em vez de duas aminas e um grupo
carboxilato. O seu mecanismo de acdo ainda ndo esta totalmente elucidado, mas
sugere gque sua eficiente atuacdo as células resistentes a cisplatina € devido a sua
ligacdo em sulcos hidrofébicos do DNA, diferente das regides que a cisplatina
atua, impedindo a ligacdo das proteinas de reparo.?” Dentre os efeitos colaterais
provenientes do uso da oxaliplatina estdo a neurotoxicidade, toxicidade

hematoldgica e toxicidade gastrointestinal.?

Oxaliplatina em combinagdo com
5-fluorouracilo, foi aprovado na Europa, Asia e América Latina para o
tratamento de cancer colorretal metastatico.”

Alguns complexos de platina chegaram até a fase de ensaios
clinicos, mas devido a baixa atividade, alto efeito colateral ou até mesmo por
razbes econbmicas tiveram seus ensaios descontinuados. Um exemplo é o
complexo trinuclear de platina (I1I), BBR3464. A sua absorcdo pelas células
tumorais € alta e rdpida, apresenta citotoxicidade em concentracdo até 1000
vezes mais baixa que a cisplatina e atividades em varios tipos de células
tumorais®, mas seus ensaios clinicos chegaram apenas até a fase Il devido aos
efeitos colaterais tais como neutropenia e toxicidade gastrointestinal®’

Atualmente, existem quatro complexos de platina em diferentes
estagios de ensaios clinicos, sendo que dois deles (satraplatin e picoplatin) estdo
perto de serem aprovados para comercializacdo®. A satraplatina, figura 1.8,
(JM216) é um complexo de platina (1) de estrutura octaédrica que contém dois
grupos acetato nas posicOes axiais. Estes grupos deixam o complexo mais

hidrofilico e melhoram sua biodisponibilidade oral. Quando a satraplatina chega
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a corrente sanguinea ¢ metabolizado e perde seus grupos acetatos ficando com
uma estrutura semelhante a cisplatina e atuando de forma semelhante no DNA,

inibindo sua transcrico e replicacdo.?®
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FIGURA 1.8 — Estrutura dos complexos carboplatina, oxaliplatina, satraplatina e
BBR3464.

A satraplatina pode vir a ser o primeiro composto de platina a ser
administrado por via oral, além de apresentar também atividade anticancerigena
contra varios tipos de células resistentes a cisplatina tais como o cancer de
pulméo, ovario, colon de ultero, prostata e efeitos colaterais mais moderados.

No decorrrer do desenvolvimento de um farmaco vérios fatores
devem ser avaliados tais como: a estabilidade do composto durante o percurso
até o alvo de interesse, sua absorcédo pelas células, seletividade frente as celulas
tumorais, atividade alta em baixas concentracdes de complexo e 0 minimo de
efeito colateral séo alguns dos requisitos.

Os complexos de platina desenvolvidos até 0 momento mostraram
grande potencial inibitorio da proliferacdo das células tumorais com resultados
bastante satisfatdrios. Entretanto, a constante busca por compostos cada vez

mais eficazes e menos toxicos levaram ao desenvolvimento de complexos com
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diferentes centros metalicos e consequentemente diferentes mecanismo de acéo.

Um exemplo desta nova classe sdo os complexos de ruténio.

1.4.4 - Complexos de ruténio (111)

Os complexos de ruténio podem ser uma alternativa promissora aos
complexos de platina. A quimica do ruténio € bastante desenvolvida e a via de
sintese, dependendo do ligante, pode ser bem simples. A geometria octaédrica e
a possibilidade de coordenacdo de uma variedade de ligantes, com diferentes
tipos de dureza e eletronegatividade, além do facil acesso aos estados de
oxidacdo em meio fisiologico e estabilidade cinética, fazem destes complexos
alvos particularmente atraentes de estudo e desenvolvimento de farmacos.®

Um numero expressivo de complexos de ruténio ja foram
sintetizados e testados em células tumorais, sendo que dois deles se destacaram
e ja se encontram na fase de ensaios clinicos: NAMI-A® e KP1019% (figura
1.9).
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FIGURA 1.9 - Estrutura dos complexos de ruténio NAMI-A e KP1019.

O NAMI-A é seletivo as celulas em metastase enquanto o KP1019
atua apenas em tumores primarios e apresenta excelente atividade as celulas

tumorais de colorretal.!
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O mecanismo de acdo destes complexos ainda nao estdo totalmente
elucidados. Sugere-se que a atividade do NAMI-A néo esta relacionada com sua
ligacdo a0 DNA, ao contrario da cisplatina. Interacdes do complexo com
proteinas do tipo actina que estdo na superficie da célula tem sido sugerido
como possivel mecanismo de acéo®*®,

O KP1019 € mais estavel a aquacdo e hidrolise e mais facilmente
absorvido pela célula que o NAMI-A. O complexo NAMI-A e KP1019 reagem
rapidamente com redutores bioldgicos (glutationa e/ou ascorbato) sugerindo que
a reducdo de Ru(lll) para Ru(ll) seja necessario para ativar seu potencial
terapéutico®**>%,

Outro mecanismo de acdo sugerido para explicar a atividade e
seletividade dos complexos de Ru(lll) as células tumorais € a alta afinidade
destes complexos a proteina transferrina. As células tumorais possuem maior
quantidade de receptores de transferina em sua membrana citoplasmatica
quando comparado a uma célula normal, este fato ocorre porque as células
tumorais necessitam de grande quantidade de ferro e nutrientes para se
reproduzirem e a afinidade alta dos complexos de ruténio a transferrina facilita o
seu transporte em direco as células tumorais.™

Sugere-se que os complexos de Ru(lll) atuam como pro-droga,
sendo ativados apoOs sofrerem reducdo no interior das células tumorais, por
agentes redutores biologicos, tais como a glutationa e citocromo c, formando a
espécie mais ativa, Ru(ll), que ira interagir com o DNA ou outra biomolécula.*

A reducéo de Ru(lll) para Ru(lIl) é favorecida no tecido tumoral em
relacdo ao tecido sadio devido a baixa concentracdo de oxigénio (hipoxia) nas
celulas tumorais e pH mais &cido provenientes da producdo mais intensa de
acido latico nestas células. O complexo de Ru(Il) é mais passivel a substituicbes
que o complexo Ru(lll), pois o orbital t,; do metal esta totalmente preenchido, e

ligantes n-doadores que coordenavam fortemente ao complexo Ru(lll), ndo sédo
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mais capazes de coordenar firmemente ao Ru(ll). Neste caso, os ligantes acidos
s&o labilizados rapidamente quando coordenados ao Ru(ll), (k = 1-10 s).%¥

O complexo de Ru(ll) formado interage com as biomoléculas
encontradas no interior das células tumorais inibindo as suas funcbes e
consequentemente levando a morte celular. Os complexos NAMI-A e KP1019
apresentam maior seletividade as células tumorais e menor efeito colateral
quando comparados aos complexos de platina, pois a espécie ativa (Ru(ll)) é
formada preferencialmente no interior das células tumorais. Na figura 1.10 esta

representada uma ilustracdo da ativacdo por reducao.

Célula Normal Célula Tumoral

*Conc. normal 02
“pH normal

Ru(lll) & Ru(ll)

“Baixa conc. O2
“pH mais acido
*Aumento da conc.

da Glutationa i

FIGURA 1.10 — llustracdo da reducdo do Ru(l1l) a Ru(ll) nas células tumorais.

Ru(lll)

Ru(lll)

1.4.5 - Complexos de ruténio (11)

Outra classe de complexos que tem apresentado resultados
antitumorais significativos sdo os complexos de ruténio (I1). Dentro desta classe
estdo os complexos com ligantes heterociclicos como o complexo cis-
[Ru(azpy).Cl;], com (azpy = 2-fenilazopiridina), que mostrou atividade
antitumoral em diferentes linhagens celulares®°.

As possiveis razdes para esta atividade anticancerigena sao:

reduzida taxa de aquacdo do ligante cloro devido ao efeito w receptor do ligante
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imina aumentando a estabilidade da ligacdo Ru-Cl; aumento do carater
hidrofobico do complexo facilitando interagbes com as proteinas do soro
fisioldgico que fazem o transporte do farmaco pelo corpo; e também interacdes
com proteinas presentes na membrana celular que facilitam o transporte do
farmaco para o interior da célula e efeitos estereoquimico dos ligantes que
facilitam a interacdo com o DNA™.

Os complexos organometalicos de ruténio (1) também foram alvos
de estudos e sua atividade antitumoral verificada. Varios complexos do tipo
RAPTA (contem um ligante areno, dois ligantes cloro labeis e um ligante PTA
(1,3,5-triaza-7-fosfatriciclo-[3.3.1.1] — decano) foram sintetizados e testados na
linhagem celular A2870 (cancer de mama) e mostraram atividade na inibicdo da
proliferacdo celular®.

Alguns desses complexos tiveram atividade semelhante a
carboplatina, mas ndo foram té&o ativos quanto a cisplatina. Entre os complexos
organometalicos se destaca 0 RAPTA-C, que apesar de ndo ser muito citotoxico
mostra certa seletividade as linhagens celulares A2780 e atividade nas células
resistentes a cisplatina®.

Os complexos de Ru(ll) com ligantes polipiridinicos tém sido
amplamente utilizados em estudos biologicos em virtude de suas propriedades
fotofisicas, fotoquimicas e eletroquimicas, e as capacidades diferenciadas de se
ligarem ao DNA, bem como as suas estruturas modulares que facilitam a
modulacdo destas propriedades.

O  complexo [Ru(tmephen)(terpy)Cl] onde  tmephen=
tetrametilfenantrolina se liga predominantemente as purinas do DNA inibindo o
crescimento das células e 0 mecanismo parece estar relacionado a labilizacdo do
ligante cloro®,

Todos os complexos citados até o0 momento foram planejados de
forma a atuar da mesma maneira que a cisplatina, ou seja, atuarem como um

pro-farmaco que ao serem ativadas pela dissociacdo de um ligante e/ou reducéo
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do centro metalico levam a formacdo de uma espécie mais reativa que interage
com o0 DNA de forma a levar a morte da célula. Ao contrario, complexos do tipo
[Ru(bpy),L] onde bpy = 2,2-bipiridina mostraram atividade inibitdria em
células de K562 (leucemina) e COLO205 (cancer de colon) sem a dissociacdo
dos ligantes* indicando que o mecanismo de acdo destes complexos n&o é o
mesmo observado para a cisplatina.

Neste contexto, a série de complexos de ruténio (II), contendo
apenas ligantes bidentados na esfera de coordenacdo foram preparados com o
objetivo de impedir a labilizacdo dos ligantes e aumentar a atividade

antitumoral.

o

Por exemplo, os complexos [Ru(bpy).(dppz)]** e

[Ru(phen),(dppz)]** (onde bpy = bipiridina, phen = 1,10-fenantrolina e dppz
dipiridofenazina) sdo inertes em relacdo a substituicdo dos ligantes e
apresentaram atividade antitumoral.*

Devido a estrutura rigida dos ligantes bidentados estes complexos
sdo luminescentes em meio aquoso, além de apresentarem interagdes néo
covalentes do tipo n-n* stacking com 0s anéis aromaticos das proteinas do soro
e/ou DNA®. A emissdo destes complexos aumenta na presenca de DNA e este
fato permitiu investigar as interaces do complexo frente ao DNA.

As propriedades luminescentes e interacdo com biomoléculas nos
motivaram a propor complexos® com caracteristicas semelhantes, mas com
algumas modificacdes tais como: adi¢do de dois ligantes imidazélicos no lugar
de um ligante polipiridinico, a fim de melhorar a solubilidade dos complexos em
meio fisioldgico; e também adicionar provaveis interagdes de hidrogénio entre o
ligante imidazol com as biomoléculas DNA e HSA.

Vale ressaltar que para um composto atuar como sonda molecular, a
baixa citotoxicidade € um requisito necessario, no entanto, ndo é inconcebivel

que um complexo possa atuar como uma sonda e a0 mesmo tempo possuir
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algum efeito inibitorio as células tumorais, se tornando uma multidroga. Este é

um dos objetivos de nossos estudos.

1.5 — Interacdo com as biomoléculas

A proteina do plasma sanguineo albumina humana (HSA) é alvo de
muitos estudos, pois € a proteina mais abundante do plasma e a sua concentracao
no corpo humano é ao redor de 0,6mmol.L™.

A HSA desempenha varias atividades no meio fisiologico incluindo
a regulacdo da pressdo osmdtica, manutencdo do pH e transporte de uma
variedade de moléculas, dentre eles os farmacos.*” A estrutura priméria da HSA
€ constituida por uma Unica cadeia polimérica contendo 585 aminoacidos e
massa molecular de aproximadamente 66,5 kD. Esta cadeia polimérica pode ser
dividida em trés grandes dominios (I, Il e 11l) e subdividido em dois conjuntos
de subdominios (A e B) formando os seis grupos 1A, IB, 1A, 11B, lI1A e IlIB. A
estrutura secundaria € constituida por a-hélice (67%), B-folhas (23%) e
randdémica (10%).*® A estrutura secundaria da proteina HSA esta representada na
figura 1.10.

FIGURA 1.11 — Estrutura secundaria da proteina HSA com a identificacdo dos
subdominios (PDB: 1H9Z).
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Uma variedade ampla de farmacos interage com a proteina HSA de
forma reversivel em um ou mais sitios de ligacdo da proteina, com valores de
constante de ligacdo que variam de 10* a 10° M™. *® Geralmente existem um sitio
ativo principal e outros adjacentes com valores de constantes de interagdo muito
fracas.

Estudos de interacdo entre HSA e uma grande variedade de
farmacos revelaram que a interacdo ocorre principalmente nos sitios | e Il da
proteina.”**%***2 O sjtio 1, localizado no subdominio IlA, se liga
preferencialmente a anions heterociclicos e/ou acido dicarboxilico. Evidéncias
mostram que o sitio | € grande e flexivel podendo se ligar a ligantes grandes
como a bilirrubina.>****>°®*" O sitio Il, localizado no subdominio 1A, se liga
preferencialmente a acidos carboxilicos aroméaticos com carga negativa. O sitio
I aparenta ser menor e menos flexivel que o sitio 1.®

A forca da interacdo HSA-composto pode influenciar na
estabilidade, toxicidade, distrubuicéo e eliminacdo dos complexos. Por exemplo,
se 0 complexo tiver alta afinidade com a HSA, pode ser que este ndo alcance o
alvo de interesse, ao contrério, se a afinidade for muito fraca, o0 complexo pode
ser eliminado muito rapidamente do corpo nédo atuando de maneira eficiente.

Hoje em dia existem uma grande variedade de técnicas tais como
ITC, STD-RMN, DOSY-RMN, dicroismo circular, luminescéncia, entre outras
que sdo utilizadas para estudar a interacdo entre os fadrmacos com a proteina

HSA e também outras biomoléculas.
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1.6 — Planejamento dos complexos

No processo de desenvolvimento de um farmaco, se busca
compostos ndo apenas com atividade terapéutica ao alvo de interesse, mas
também compostos que apresentem propriedades fisico-quimicas adequadas a
fim de termos boas chances de sucesso nos ensaios in-vivo e testes clinicos.

Muitos compostos farmacologicamente ativos tém seus estudos
interrompidos por causa da baixa biodisponibilidade, baixo tempo de retencao,
entre outros problemas que surgem durante seu desenvolvimento sendo que
muitas vezes estes problemas estdo relacionados as caracteristicas fisico-
quimicas improéprias. Os parametros de solubilidade, lipofilicidade e estabilidade
estdo entre as propriedades fisico-quimicas mais importantes a serem analisadas.

Ao optar por trabalhar com complexos de ruténio (11) foi observado
que este centro metalico permite a coordenacdo de até seis ligantes
monodentados. A escolha dos ligantes deve ser feita de forma que o complexo
apresente certas caracteristicas como solubilidade em agua para uma melhor
absorcdo e distrubuicdo pelo organismo e lipofilicidade adequada para que o
transporte para o interior da célula seja facilitado.

Na busca por estas caracteristicas para 0os complexos selecionados,
foram escolhidos pela coordenacdo dos seguintes ligantes: fenantrolina,
bipiridina, imidazol e 1-metilimidazol (figura 4.1). O propoésito da coordenacéo
dos ligantes bidentados fenantrolina e bipiridina é trazer estabilidade e rigidez
aos complexos e fornecer a lipofilicidade necessaria para uma rapida absorcao

pela célula.
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1,10-fenantrolina Bipiridina

FIGURA 1.12 - Estrutura dos ligantes estudados neste trabalho.

Outra caracteristica importante destes ligantes quando coordenados
ao ruténio é levar a absorcdo e emissdo dos complexos para a regido do visivel.
Estas caracteristicas serdo importantes quando se deseja estudar as propriedades
fotofisicas dos complexos e sua aplicagdo como sonda molecular. Alem disso,
estes ligantes aromaticos fornecem interagdes do tipo m-m stack com as
biomoléculas do organismo.

O proposito da coordenacdo dos ligantes imidazolicos ao centro
metalico de ruténio ¢ o fato de eles fazerem parte da constituicdo do aminoacido
histidina, um importante componente das proteinas basicas e por ser encontrada
na maioria dos sitios ativos de enzimas interagindo com os substratos. Além
disso, varios compostos que possuem o imidazol na sua constitui¢do
apresentaram atividade em varios tipos de alvos como antitumorais, antivirais,
antiHIV, antiprotozoarios, antimicobacteriana, anti-inflamatorios, analgésicos,
entre outros.*®

Outro interesse em coordenar o imidazol foi de trazer uma parte
com carater mais hidrofilico aos complexos com a finalidade de aumentar a
solubilidade deles e proporcionar interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio com

os alvos biologicos.
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2 - Objetivos
2.1 - Geral

Desenvolvimento de complexos sollveis, estaveis e luminescentes

com atividade inibitéria as células tumorais.

2.2 -

Especificos

Sintetizar e caracterizar os complexos cis-[Ru(phen),(ImH),J** , cis-
[Ru(phen),(1Melm),]**,  cis-[Ru(bpy)(ImH),]** e cis-[Ru(bpy),(1-
Melm),]** onde phen = 1,10 fenantrolina, bpy = bipiridina, imH =
imidazol e 1Meim = 1-metilimidazol.

Investigar a solubilidade e estabilidade termodindmica dos complexos em
solucdo aquosa.

Estudar a interacdo do complexo RuphenlmH com a proteina albumina
humana pelas técnicas de ITC, STD-RMN, DOSY-RMN e dicroismo
circular.

Estudar a interacdo do complexo RuphenlmH com CT-DNA pela técnica
de fluorescéncia.

Atravéz de ensaios de MTT, obter os valores de ICsq para as células
A2780, HCT116p53** e HCT116p53™".

Avaliar, atravéz da técnica de microscopia confocal, a localizacdo do
complexo no interior da célula HCT116p53**,

Verificar o mecanismo de acdo do complexo RuphenImH frente as células
HCT116p53** e HCT116p53™ utilizando as técnicas de Western Blot,

citometria de fluxo e ensaio de proliferacéo celular.
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3 - Procedimento Experimental

3.1 — Reagentes

RuCl5.3H,0, cloreto de litio (LiCl), 1,10’-fenantrolina (phen),
bipiridina (bpy), imidazol (ImH), 1metilimidazol (LMelm), hexafluorfosfato de
amonio (NH;PFs) e cloreto de tertrabutilamonio todos de procedéncia Aldrich,
foram utilizados como reagentes nas sintese do precursor e dos complexos.

O cloreto de potassio (KCI) e perclorato de tetrabutilamonio
(PTBA) de procedéncia Fluka foram utilizados como eletrélito de suporte no
experimento de voltametria ciclica. Acido fosférico (HsPO,), fosfato de potassio
monobasico (KH,PQO,), fosfato de potassio dibasico (K,HPO,) e fosfato de
potassio tribasico (KsPO,), todos de procedéncia Aldrich, foram utilizados no
preparo das solucdes tampdo. Albumina sérica humana (HSA) e CT-DNA
provenientes da Aldrich foram utilizadas nos experimentos de interagdo com o0s
complexos. Todos os solventes usados tinham grau de pureza HPLC e as

solugBes aquosas foram preparadas com agua Milli-Q.

3.2 — Sintese

Todas as sinteses foram realizadas sobre atmosfera inerte de
nitrogénio na auséncia de luz, agitacdo e refluxo constante. As sinteses foram

feitas em um bal&o de fundo redondo de trés bocas com capacidade de 50mL.

3.2.1 - Preparacao do precursor cis-[Ru(phen),Cl,]

A sintese do precursor foi preparado a partir de 100mg (0,38 mmol)
de RuCl;.3H,0, 137mg (0.76 mmol) de fenantrolina e 110mg (2,6 mmol) de
cloreto de litio dissolvidos em 10mL de dimetilformamida (DMF) previamente
desaerado sob agitacdo continua. O sistema permaneceu sob refluxo por oito
horas sob atmosfera de nitrogénio, agitacdo constante e auséncia total de luz.

Apos este periodo deixou-se resfriar o sistema e adicionou 150 mi
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de acetona previamente destilada e resfriada em banho de gelo. A mistura
restante foi mantida sob refrigeragcdo por uma noite para a completa precipitacao
do complexo.

O complexo foi isolado por filtracdo a vacuo, lavado com agua
destilada suficiente para o filtrado ficar incolor e adicionou 0,5 mL de éter. O
complexo de coloracdo roxa foi seco a vacuo e o rendimento foi de 58%. A

caracterizacéo do precursor foi feita por UV-Vis e voltametria ciclica.

3.2.2 - Sintese do precursor cis-[Ru(bpy).Cl,]

O precursor foi preparado a partir de 100mg (0,38 mmol) de
RuCl5.3H,0, 120mg (0.76 mmol) de bipiridina e 110mg (2,6 mmol) de cloreto
de litio dissolvidos em 10mL de dimetilformamida (DMF) previamente
desaerado sob agitacdo continua. O sistema permaneceu sob refluxo por oito
horas sob atmosfera de nitrogénio, agitacdo constante e auséncia total de luz.

Apos este periodo deixou resfriar o sistema e adicionou 150 ml de
acetona previamente destilada e resfriada em banho de gelo. A mistura restante
foi mantida sob refrigeracdo por uma noite para a completa precipitacdo do
complexo. O complexo foi isolado por filtracdo a vacuo, lavado com agua
destilada suficiente para o filtrado ficar incolor e adicionou 0,5 mL de éter. O
complexo de coloracdo roxa foi seco a vacuo e o rendimento foi de 65%. A

caracterizacéo do precursor foi feita por UV-Vis e voltametria ciclica.

3.2.3 - Sintese dos complexos cis-[Ru(phen),(ImH),]Cl, e cis-
[Ru(phen),(1MelmH),]Cl,

Os complexos foram preparado a partir de 100mg (0,187 mmol) do
precursor cis-[Ru(phen),Cl,] e 25,6mg (0,375 mmol) de imidazol dissolvidos em
10mL de uma solucédo etanol/agua (1:1) previamente desaerados e sob agitacdo

continua.
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O sistema permaneceu refluxando por oito horas sob atmosfera de
nitrogénio puro, agitacdo e auséncia de luz. Apos este periodo deixou resfriar o
sistema e adicionou 61,1mg (0,375 mmol) do contra ion hexafluorfosfato de
amonio (NH4PFs). A mistura restante foi mantida sob refrigeracdo por uma noite
para a completa precipitacdo do complexo.

O complexo foi isolado por filtracdo a vacuo e lavado com &gua e
etanol, todos previamente resfriados num banho de gelo. O complexo vermelho
foi seco a vacuo e pesado. O rendimento da sintese foi de 79,56% para o
complexo RuphenimH e 69,44% para 0 complexo Ruphen1lMelmH. O esquema
3.1 apresenta a via de sintese para obtencdo do complexo RuphenimH e
RuphenlMelmH.

</ \; 2 \>

RUCI3.3H,0 =N N=/ o RU

DMF \
refluxo 8 horas B Cl

atmosfera N,

etanol/agua (1:1)
refluxo 8 horas
atmosfera N,

ESQUEMA 3.1 - Via de sintese para o complexo RuphenlmH e
RuphenlMelmH.
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3.2.4 - Sintese dos complexos cis-[Ru(bpy),(ImH),]Cl, e cis-
[Ru(bpy)2(1Melm),]Cl,

Os complexos foram preparado a partir de 100mg (0,206 mmol) do
precursor cis-[Ru(bpy),Cl,] e 28,04mg (0,412 mmol) de imidazol dissolvidos em
10mL de uma solucdo etanol/agua (1:1) previamente desaerados e sob agitacdo
continua.

O sistema permaneceu refluxando por oito horas sob atmosfera de
nitrogénio puro, agitacdo e auséncia de luz. Apos este periodo deixou resfriar o
sistema e adicionou 67,15mg (0,412 mmol) do contra ion hexafluorfosfato de
amonio (NH,PFs). A mistura restante foi mantida sob refrigeracdo por uma noite
para a completa precipitacdo do complexo.

O complexo foi isolado por filtracdo a vacuo e lavado com &gua e
etanol, todos previamente resfriados num banho de gelo. O complexo vermelho
foi seco a vacuo e pesado. O rendimento da sintese foi de 70% para o complexo
RuBpyImH e 65% para o complexo RuBpylMelmH. O esquema 3.2 apresenta a
via de sintese para obtencdo do complexo RuBpylmH e RuBpylMelmH.



Ra¥
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ESQUEMA 3.2 - Via de sintese para o complexo RubpylmH e RuBpylMelmH.

Com a finalidade de melhorar a solubilidades dos complexos em
solugdes aquosas foi feito a troca do contra ion PFg por cloreto. Solubilizamos
uma quantidade de complexo em um pequeno volume de acetona, suficiente
apenas para solubilizar todo o composto, e depois foi-se adicionando o cloreto
tretrabutilaménio até observarmos a precipitacdo do complexo.

O complexo precipitado foi filtrado e lavado com o solvente acetato
de etila para retirar o cloreto tretrabutilamonio que estava em excesso. A troca
do contra ion deixou a solubilidade do complexo em &gua ao redor de 6mg/mL,
aproximadamente 12 vezes mais que a solubilidade do complexo com o contra-
fon PFs.
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3.3 - Equipamentos e Metodologias

3.3.1 - Analise Elementar

Para a determinacdo da porcentagem (%) de carbono, nitrogénio e
hidrogénio foi utilizado um analisador de C, H e N modelo EA 1108 da
FISONS, na central analitica do Departamento de Quimica da Universidade

Federal de S&o Carlos.

3.3.2 - Eletroquimica

As medidas eletroquimicas em solvente organico foram realizadas
no Potenciostato/galvonostato pfAUTOLAB modelo type 1, utilizando célula
eletroquimica de vidro, com capacidade para 10 mL e trés eletrodos: um
eletrodo de referéncia Ag/AgCl em solucdo 0,1 mol.L™ de PTBA no solvente
adequado mantido no interior de um capilar de Luggin-Haber; e os eletrodos de
trabalho e auxiliar constituidos de tarugos de platina (Pt) de 1 mm e 4 mm.

As medidas eletroquimicas em solvente aquoso foram realizados
em um potenciostato (modelo uStat 400, DropSens) no eletrodo DS-110. Foi
utilizado uma solugdo de KCI (0,1molL™) como eletrélito de suporte. A
concentracdo dos complexos foram de 1x10°molL™.

As medidas de espectroeletroquimicas foram realizadas em cela
eletrolitica de quartzo de 2 mm de espessura usando o pAUTOLAB e solvente
DMF com 0,1molL™" de PTBA como eletrélito de suporte. Esta cela é composta
de redes de platina como eletrodos de trabalho e auxiliar e um fio de Ag/AgCI
como eletrodo de referéncia. O eletrodo auxiliar foi separado dos outros dois

eletrodos por um compartimento de vidro.

3.3.3 - Espectroscopia de absorcao eletronica UV-Vis

Os espectros de absorcgéo eletronica foram obtidos na regido do UV-

Vis utilizando-se um espectrofotometro de feixe simples UV-Vis-HP KAIAK
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XA (HP Hewlett Packard 8453). Utilizou-se celas de quartzo de 10 mm e 4 mL

de capacidade.

3.3.4 - Espectroscopia de Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN)

Os Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H foram
obtidos em um espectrometro BRUKER modelo AVANCE Il 400 MHz
pertencente ao laboratdrio de Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento

de Quimica da Universidade Federal de Séo Carlos.

3.3.5 - Luminescéncia

Os espectros de emissdo e de excitacdo a varios comprimentos de
onda foram obtidos utilizando-se um espectrofluorimetro Shimadzu modelo RF-
5301 PC (lampada de alta pressdo de xendnio de 150W e um fotomultiplicador
do tipo R928).

3.3.6 - Tempo de vida de emissdo

Os experimentos foram realizados no laboratorio do grupo de
Fotobiofisica da FFCLRP — USP. A fonte de excitacdo é um laser pulsado
Tsunami 3950 (Spectra Physics) de titanio-safira (Ti:sapphire) bombeado por
laser de estado solido Millenia Xs (Spectra Physics), de Nd:YVO,, que tem
saida com poténcia maxima de 10W no comprimento de onda 350nm. O método
de contagem de fotons Unicos correlacionados no tempo (TCSPC) foi usado para
determinar o tempo de vida de emissdo. O software F900 foi utilizado para auste
dos dados experimentais de decaimento a fun¢des multiexponenciais, baseado
no método de ajustes de funcdes ndo lineares por minimos quadrados. A
qualidade do ajuste realizado pelo software foi avaliado pelo parametro

estatistico x* (chi-square).
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3.3.7 - Célculos computacionais

A estrutura da geometria otimizada foi obtida utilizando o software
Gaussian 09°°, empregando o método tedrico de densidade funcional (DFT) e a
base funcional B3LYP® com um conjunto de base LanL2DZ.%* %% O solvente
acetonitrila foi incluido utilizando o modelo de polarizacdo continua (PCM).* %
As estruturas otimizadas foram utilizadas para obter o expectro de absrocao

teorico.

3.3.8 - Avaliacao da estabilidade dos complexos

A estabilidade dos complexos em solucdo aquosa foi investigada
por RMN 'H na presenca e auséncia de luz. O tampdo fosfato foi preparado em
D,0 na concentracdo de 0,1molL™. Os complexos foram solubilizados em
tamp&o na concentracdo de 5mgmL™ e as medidas feitas nos intervalo de tempo
de 0 a 72 horas. As solucgdes foram preparadas e medidas na auséncia de luz.

A mesma amostra foi deixada por 24 horas exposta a luz ambiente e
depois foi feito um espectro de RMN de *H. Os estudos de estabilidade também
foram feitos em diferentes valores de pH na auséncia de luz acompanhado por
RMN de 'H.

3.3.9 - Estudos de interacdo DNA-complexo
3.3.9.1 - Preparacéo do DNA

O CT-DNA (Calf-thymus) foi dialisado em agua Mili-Q por 48
horas antes de ser utilizado nos experimentos de interacdo. A concentracdo do
DNA foi determinado por UV-Vis, usando o coeficiente de extingdo molar em

260nm no valor de 6600 mol™*Lcm™.
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3.3.9.2 - Interacdo avaliada pela técnica luminescéncia

Uma solucdo de complexo foi preparada na concentracdo de
1pmolL™ em tampdo fosfato (0,1molL™) pH 7,4. Aliquotas desta solucdo foram
distribuidas em frascos de 2 mL e adicionado diferentes concentragdes de CT-
DNA (0 a 10pumolL™), de forma que néo altere a concentracio de complexo na
solucdo final. O complexo foi incubado com o DNA por uma hora a temperatura
ambiente. Apds a incubacao foi feito as medidas de emissao com 0 Agye = 490NM

¢ Aexe = 660nmM. Os espectros foram tratados e analisados.

3.3.10 - Estudos de interacdo HSA-Complexo

Vérias técnicas sdo usadas nos estudo de interacdo com o HSA,
neste trabalho foram escolhidas as técnicas de calorimetria por dicroismo
circular (CD), calorimetria de Titulacdo isotérmica (ITC), diferenca de
transferéncia de saturagdo (STD-NMR) e espectroscopia de difusdo ordenada
(DOSY-NMR).

O CD avalia a conformacao da estrutura secundaria das proteinas.
Quando a conformacéo da proteina sofre mudangas na presenca de um ligante,
podemos inferir que a interacdo proteina-ligante modificou a estrutura
secundaria da proteina, se a mudanca for acentuada pode desativar as funcdes da
proteina ou deshaturd-la. Quando ndo ha variacdo na banda de CD nédo é
sindbnimo de que o ligante ndo esta interagindo com a proteina apenas informa
que o ele ndo alterou a sua estrutura secundaria.

O ITC é uma técnica ultrasensivel e de alta preciséo que fornece os
valores da constante de afinidade, numero de sitios de ligacdo e os parametros
termodinamicos (AH, AS e AG) de uma ampla variedade de intera¢des®®. Antes
da utilizacdo do ITC, a maioria dos equipamentos usados na medida de interacédo
composto-proteinas eram limitados a medir os valores termodinamicos de forma

indireta através da aplicacdo da formula de van’t Hoff.® Os experimentos com
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ITC tem permitido uma caracterizacdo termodindmica de forma direta, logo
mais precisa, além de determinar todos os parametros em apenas um unico
experimento.

Qutra técnica utilizada foi o STD. Esta técnica foi proposta por
Mayer e Meyer em 2001°%" e fornece informagdes que o ITC ndo fornece como a
determinacdo de quais atomos do complexo estdo interagindo com a proteina.

Este experimento e feito a partir da aplicacdo de um trem de pulso
expecifico na frequéncia dos ndcleos da proteina (geralmente na regido de -
1ppm devido a auséncia de sinais do complexo). Esta saturacdo é propagada
através dos hidrogénios da proteina até ser transferida aos hidrogénios do
complexo. Os hidrogénios do complexo que estiverem mais proximos da
proteina irdo “sentir” com mais intensidade esta radia¢ao.

A partir deste experimento é gerado um espectro de RMN-STD no
qual os sinais de hidrogénio do complexo mais intenso séo correspondentes aos
hidrogénios que estdo em contato com a proteina e/ou préximos. Hidrogénios
que interagem fracamente ou ndo interagem terdo sinais pouco intensos ou nulos
no espectro de STD. Desta forma € possivel inferir o tipo de interacdo e o sitio

de ligacdo do complexo. Na figura 3.1 esta a ilustracdo do experimento de STD.

® O

off ressonancia l l
® O
STD l

A
T

/ off ressonancia l

-

Proteina Ligante

STD

Irradiagdo Seletiva

Nao-Ligante

FIGURA 3.1 - llustracdo de um experimento de STD-NMR.
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A técnica DOSY-NMR determina a difusdo das moleculas no meio
reacional. O coeficiente de difusdo (D) de uma molécula vai depender do seu
peso, tamanho e forma. Esta técnica pode ser usada em estudos de interacdes em
virtude de sua habilidade em identificar simultaneamente o doeficiente de
difusdo de cada componente de uma mistura, seja de moléculas pequenas,

macromoléculas, complexos ou agregados moleculares.®
3.3.10.1 - Preparacao do HSA

O HSA foi dissolvido em tamp&o fosfato pH 7,4 (0,1molL™?). A
concentracdo da solucdo de HSA foi preparada usando o valor do peso

molecular de 66.500g.mol™.

3.3.10.2 - Interacdo avaliada pela técnicade ITC

Os experimentos de ITC foram feitos no seguinte equipamento
(VP-ITC, MicroCal). Na cela reacional foi adicionado 1,43mL de solucdo de
HSA na concentracio ao redor de 30 umolL™ e na seringa foi adicionado a
solucdo de complexo na concentracdo ao redor de 600 umolL™. O HSA e o
complexo devem ser preparados no mesmo tampao e no mesmo valor de pH. O
meio reacional foi equilibrado a uma temperatura de 37 °C e logo apdés foi
iniciado a titulagdo. Foram adicionados 30 injecdes de 8 uL de complexo no
intervalo de tempo de 180s. Os dados obtidos foram analizados pelo programa

Origin (versdo 7, OriginLab).

3.3.10.3 - Interacéao avaliada pela técnica de STD-RMN

O complexo e o HSA foram solubilizados em uma solucdo de tampéo fosfato
pH 7,4 (2,03 mmolL™" Na,HPO, e 0,437 mmolL™ NaH,PO,) com 99% de D,0

nas concentracdes de 1x10° molL™ e 9x10° molL™ respectivamente. Os
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espectros on e off-ressonance foram gerados apds 256 varreduras com o tempo
de recuperacdo de 4s e aquisicdo do sinal de 64K pontos. A aquisicdo em
ressonancia e fora de ressonancia foram obtidos através da irradiacdo em -1ppm
e 30ppm respectivamente. Foi aplicado um trem de pulso de 2000 Guassian, 1
ms cada, com 4 us de atraso entre os pulsos com saturacdo total de 2 s. A
férmula abaixo foi aplicada a fim de encontrar as porcentagens relativas para 0s
sinais do espectro de STD.

| [L]y
Acors = 1STD
STD o <P

Onde [L]+ € a concentracéo total de complex, [P] é a concentracdo de proteina,
Isto € a intensidade do pico do espectro de STD NMR e |, é a intensidade dos

picos de *H no espectro off-resonance.

3.3.10.4 - Interacdo avaliada pela técnica de DOSY-RMN

O experimento de gradiente de campo pulsado com deteccdo de eco
estimulado foi usado com um pulso de gradiente de 1,3ms (delta pequeno) em
um tempo de difusdo de 60ms (delta grande).

A aquisicdo do sinal foi feita com 32k pontos em uma janela de
7.211,54Hz, resultando em um tempo de 1,8s. Foram coletados 16 pontos para a
construcdo das curvas, em que a intensidade do gradiente foi variada de 2 a
98%. Cada um dos pontos foi adquirido com 16 varreduras, separadas por um
tempo de espera de 2s.

Na preparacdo das amostras, o complexo e a proteina foram
solubilizados em tampdo fosfato pH 7,4 (2,03 mmolL™" Na,HPO, e 0,437
mmolL™ NaH,PO,) com 99% de D,O e a concentracdo de proteina foi de 5x10™

molL e a concentragdo de complexo foi de 2,5x10°® molL™.
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3.3.10.5 — Interacao avaliada pela técnica de Dicroismo circular

Para os experimentos de dicroismo circular foram preparadas
solucdes de complexo nas concentracdes de 3umolL™ e 25umolL™ em tamp&o
triss/HCl 50mmolL™ pH 7,4 e solucBes da proteina albumina humana na
concentragdo de 3umolL™ em tampéo tris/HCI.

Os complexos foram incubados com as proteinas por 24 horas e
depois feitas as medidas no CD. As medidas foram feitas no equipamento
JASCO J-815 CD Spectrometer utilizando uma cubeta de quartzo de 0,1cm de
caminho dptico a uma temperatura de 37°C. Os espectros foram obtidos com a

acumulacéo de 16 scans no intervalo de comprimento de onda 198-250nm.

3.3.11 - Ensaios com células

Os ensaios com células foram feitos na Virginia Commonwealth
University (VCU) no Instituto Massey Cancer Center (MCC) sob a orientagao

do Professor Nicholas Farrell.

3.3.11.1 - Linhagem celular

As linhagens celulares HCT116p53**, HCT116p53” e A2780
foram cultivadas no meio de RPMI 1640 (Invitrogen), enriguecido com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/streptomicina (Invitrogen). As

células foram mantidas a 37°C sob tensédo de 5% de CO.,.

3.3.11.2 - Ensaio de viabilidade celular por reducéo por MTT

O estudo de viabilidade celular foi avaliado pelo ensaio
colorimétrico MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil ~ brometo  de
tetrazolina), que se baseia na capacidade das células viaveis reduzirem

metabolicamente o sal de MTT, por meio da enzima mitocondrial desidrogenase
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succinia, em cristais de formazan de cor azul-purpura que se acumulam no
citoplasma celular. Quanto maior a inibicdo da viabilidade celular pelos
complexos menor a intensidade da cor azul-purpura. A leitura colorimétrica é
feita em um espectrofotémetro no comprimento de onda de 595nm. O tempo de
incubacdo dos complexos nas células foi de 72 horas e o intervalo de
concentracdo foi de 200 umolL™ a 0,0002 p molL™.

Neste tipo de investigagdo procura-se obter um valor baixo de 1Cs
(concentracdo de complexo capaz de inibir 50% da viabilidade celular), pois este
valor implica em citotoxicidade ou antiproliferacdo a baixas concentracdes da
droga.

As células foram cultivadas no meio de RPMI 1640, em placas de
96 pocos a 5x10” celulas/poco por 24 horas. O meio foi removido e 100uL do
complexo foi adicionada em cada poco nas concentracdes de [200umolL™ —
0,0002 pmolL™] em quadruplicata por 72 horas. O meio foi substituido por
100pL de solugdo de MTT e incubado por 3 horas a 37°C.

Apbs o tempo de incubacdo, a solucdo de MTT foi removida e
100uL de DMSO foi adicionada para a solubilizacdo dos cristais de formazan
produzidos. A quantificacdo do crescimento celular das células tratadas com o
complexo e do controle foram feitos através da medida da absorbancia do sal de
formazan no comprimento de onda de 595nm. Os valores de ICs, foram
determinados a partir da comparacdo dos valores da absorbancia das celulas

tratadas com o controle.

3.3.11.3 - Citometria de fluxo

As células HCT116p53** e HCT116p53" foram tratadas com o
complexo nos tempos de incubacdo de 24 e 48horas. 1x10° celulas sdo suspensas
em 1mL de uma solucdo de iodeto de propidio (3,8mmolL™ citrato de sédio;
0,05mgmL™ iodeto de propidio; 0,1% Triton X-100) com 10uL de RNAse B
(7000 unidade/mL).
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As solucdes foram deixadas no escuro a 4°C até o momento da
leitura no equipamento de citometria de fluxo. As células foram analisadas pelo
CoulterElite XL-MCL (Beckman Coulter).

3.3.11.4 - Imunodeteccao de proteina por Western Blott

Depois do tratamento das células HCT116p53"* e HCT116p53"
com o complexo nos tempos de incubacdo de 24, 48 e 72 horas, ambas as
células aderentes a placa como as células que estdo flutuando no meio fordo
recolhidas.

Apbs a centrifugacdo, o meio é removido e as células séo lavadas
com PBS gelado, centrifugado e removido o meio novamente. As células séo
resuspendidas com o tampédo SDS (62,5mM tris-HCI, pH 7,5, 5% glicerol, 4%
SDS, 4% inibidor protease (Roche), 5% BME). Depois da total homogeinizacgéo,
a proteina foi quantificada e separadas em gel de poliacrilamida contendo SDS.
Em seguida as proteinas nos geis sdo transferidas eletroforeticamente para a
menbrana de PVDF segundo o método descrito por Towbin.

As membranas contendo proteinas do gel foram incubadas por duas
horas em solugdo TBS-T (Salina Tamponada de Tris pH 7,4 mais 0,1% de
Tween 20) contendo 5% de leite desnatado para bloqueio dos sitios
inespecificos de ligacdo de anticorpos. Em seguida, as membranas s&o
incubadas, overnight, com o anticorpo primario na diluicao de 1:1000 seguido
da incubacdo do anticorpo secundario anti-rabbit ou anti-mouse conjugado com
a enzima horseradish peroxidase (Cell Signaling, Thermo Scientific) na dilui¢éo
de 1:5000.

A imunodeteccdo do complexo ternario formado entre o antigeno,
anticorpo primario e anticorpo secundario € realizada por quimiluminescéncia

onde as bandas sdo vizualizadas por filmes de raio-X.
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3.3.11.5 - Microscopia Confocal

5x10* celulas HCT116p53** foram cultivadas no meio de RPMI
1640, em placas com 8 slides por 24 horas. As células foram incubadas com o
complexo na concentracgao de 20tM no volume de 500uL por 24 horas.

Apobs o tratamento com o complexo, os slides sdo lavados 3 vezes
com PBS gelado e adiciona-se uma solucdo de paraformaldeido 3%. A solucéo
de paraformaldeido é removida e as células sdo novamente lavadas 3 vezes com
PBS gelado seguida da secagem da placa. Posteriormente a secagem da placa, é
adicionado 7pL de Vectashield contendo o marcador de DNA (Vector labs). A

fluorescéncia foi observada atravéz do microscopio confocal (Zeiss LSM 510).

3.3.11.6 - Estudo da inibicédo da proliferacdo celular

5x10* celulas sdo cultivadas no meio de RPMI 1640, em placas com
6 slides por 24 horas. As células foram incubadas com o complexo na
concentracdo de 20 pmolL™ no volume de 5 mL nos tempos de 30, 50 e 70
horas. Apos o tempo de incubacdo as células foram removidas com tripsina e
contadas. O numero de células por mL nos ensaios com o complexo foi

comparado com o namero de células do controle nos trés diferentes tempos.



40

4 - Resultados e Discussao

4.1 — A estrutura dos complexos

A geometria, angulos e distancia de ligacdo dos complexos foram
obtidas por célculos computacionais a partir de suas geometrias otimizadas
aplicando a metodologia do funcional de densidade, DFT. Na figura 4.2 estéo
apresentados as estruturas otimizadas e na tabela Al, A2, A3, A4 no anexo estdo
os valores dos principais angulos e comprimentos de ligacéo.

Os complexos possuem uma configuracdo cis e geometria
octaéedrica distorcida. O grau de distorcdo pode ser percebido pelo angulo (N-
imidazol(46)Ru(1)N-phen(2)) (posicdo trans) de 176,38° para o complexo
RuphenImH.

O mesmo ocorre para 0s outros complexos estudados. Comparado
0os complexos RuphenlmH, e RubpylmH foi observado que a disténcia de
ligacdo Ru-phen (2,09 A e 2,10 A) é similar a distancia Ru-bpy (2,08 e 2,09).
Foi observado ainda, o ligante imidazol estd quase perpendicular ao ligante

fenantrolina como indicado pelo angulo diedral de 86,65° (figura 4.3).
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FIGURA 4.1 - Estruturas otimizadas dos complexos e numeracdes utilizadas na
tabela Al, A2, A3 e A4 do anexo A) RuphenimH, B)RupheniMelmH, C)
RubpylmH e D) RubpylMelm.
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FIGURA 4.2 - Angulo diedral entre Imidazol-Ru-phen-phen.

Uma maneira de avaliar a confiabilidade dos resultados
computacionais teoricos, quando nédo estdo disponiveis as estruturas de Raio-X,
é gerar 0s espectros de UV-Vis tedrico a partir das estruturas otimizadas e
comparar com 0s expectros de UV-Vis experimental. Na figura 4.4 estdo
apresentados 0s espectros de absorcdo experimental e tedrico sobrepostos para
0s quatro complexos estudados nesta tese no solvente acetonitrila. Foi verificado
que ha grande semelhanca entre os espectros tedrico/experimental para todos os
quatro complexos.

Além de verificar a confiabilidade dos dados teéricos a partir dos
espectros de UV-Vis foi feita as atribuicdes das bandas de UV-Vis (tabela 4.1) a

partir das transicGes eletronicas do expectro de absor¢éo tedrico gerado.
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FIGURA 4.3 - Espectro de UV-Vis tedrico (preto) e experimental (vermelho)
dos complexos RuphenlmH, Ruphen1lMelmh e RubpylmH e RubpylMelm em

acetonitrila na regido de 200 a 650nm.
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TABELA 4.1 - Atribuicdo do espectro de UV-Vis experimental a partir dos

valores do calculo tedrico para o complexo RuphenlmH em acetonitrila

Experimental tedrico
A (nm); A (nm); @ Transicédo Principais
e (mol*Lem™) eletrbnica transicoes
224,36096 | 224;0,1228 'LLCT im— phen”
265, 44707 | 255;0,9548 'LLCT phen— phen”
320, 1839 326;0,0001 | 'MLCT,'MC | Ru,dn—phen”
Ru,dt—Ru,do
430nm, 5960 | 442;0,1092 'MLCT (Ru,dn—phen’)
484nm, 6402 | 473;0,0969 'MLCT Ru,dn—phen”

% forca de oscilador

4.2 — Analise Elementar — CHN

A analise elementar dos complexos RuphenlmH, Ruphen1Melm,

RuBpylmH e RuBpylMelm estdo na tabela 4.2 e os valores experimentais estao

condizentes com os valores tedrico esperados concordando com a formula

molecular proposta.
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TABELA 4.2 - Dados percentuais para os teores de C, H e N, experimentais e

tedricos para os complexos

Complexo

Experimental (Teorico)

cis-[Ru(phen),(ImH),](PFg),.2H,0
(CzoH24F12NgP,RU.2H,0)
cis-[Ru(phen),(1Melm),](PFs),.2H,0O
(CzoHgF1oNgP,RU.2H,0)
cis-[Ru(bpy)2(ImH).](PFs)2.2H,0
(CasH24F12NgP,RU.2H,0)
cis-[Ru(bpy),(1Melm),](PFs),.2H,O
(CagHagF12NgP,RU.2H,0)

4.3 - Caracterizacao dos complexos

4.3.1 - Caracterizacdo dos complexos por RMN *H

Os espectros de

RMN

C% H% N%
30,75(39.01) 2.87(3,05) 12.36(12.13)
40,38(40,69) 3,38(3,19) 11,77(11,22)
36,32(35,66) 3,30(3,19) 13,21(12,76)
38,07(37,21) 3,69(3,54) 13,00(12,40)

'H dos complexos RuphenimH,

RuphenlMelm, RubpylmH e RubpylMelm foram obtidos em D,0 e estdo

apresentados na figura 4.5. Devido a perca de simetria dos ligantes fenantrolina

e bipiridina ap6s a coordenacdo, foi observado 8 sinais de hidrogénio néo

equivalentes no espectro de hidrogénio.

O sinal do hidrogénio mais desblindado dos complexos com o

ligante fenantrolina, RuphenimH e Ruphen1Melm, s&o encontrados ao redor de

9,40 ppm enguanto o sinal do hidrogénio mais desblindados dos complexos com

a bipiridina, RubpylmH e RubpylMelm, estéo ao redor de 8,90ppm.

Esta diferenca de deslocamento quimico pode ser atribuido a maior

acidez do hidrogénio da fenatrolina em relagdo a bipiridina. A diferenca de
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acidez dos hidrogénios pode ser explicado pelos valores de pKa da fenantrolina
4,86% e bipiridina 4,33™.

O imidazol possui 3 sinais de hidrogénio com deslocamentos
quimico ao redor de 7,70 ppm a 6,80 ppm. Nos complexos que contém o ligante
fenantrolina, os sinais H9 e H10 estdo mais préximos quando comparamos aos
mesmos hidrogénios nos complexos que possuem a bipiridina, provavelmente
devido a maior rigidez do ligante fenantrolina em relacéo a bipiridina, deixando
0s hidrogénios H9 e H10 proximo da equivaléncia.

Todos os espectros de RMN *H para os 4 complexos foram
caracterizados e as atribuicOes estdo na tabela 4.2 e 4.3 e as estruturas dos
complexos com as enumeracdes para a atribuicédo na figura 4.6. Os espectros ndo
apresentaram sinais de hidrogénio referente ao precursor ou ligante livre

mostrando o alto grau de pureza dos complexos.
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FIGURA 4.4 - Espectros de RMN 'H dos complexos RuphenlmH,
Ruphen1Melm, RubpylmH e RubpylMelm em D,0.
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RuphenimH RuphenlMelm

FIGURA 4.5 - Estrutura ilustrativa dos complexos com as respectivas
enumeracdes utilizadas na atribuicdo dos espectros de RMN 'H na tabela 4.3 e
4.4,
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TABELA 4.3 - Deslocamento quimico de 'H &, (ppm) dos hidrogénios dos

complexos RuphenimH e Ruphen1lMelm em D,0O

RuphenimH RuphenlMelm
H on (ppm), mult., H H on (ppm), mult., H

1,1 9,41;d (5,2); 2H 1,1’ 9,40; d (5,2), 2H
8,8’ 8,50; d (8,2); 2H 8,8’ 8,52; d (8,2), 2H
7,7 8,17; d (8,2); 2H 7,7 8,18; d (8,2), 2H
4,4°,5,5" |8,00; m; 4H 4,4°,55 | 7,99; m, 4H
3,3 7,90; d (8,9), 2H 3,3 7,92;d (8,9), 2H
6, 6’ 7,82;d (8,9), 2H 6,6’ 7,83;d (8,9), 2H
11,11° 7,69;s, 2H 11, 11° 7,59; s, 2H
2,2’ 7,31;dd (8,2;5,3),2H | 2,2’ 7,31; dd (8,2; 5,3), 2H
10, 10’ 6,97;s, 2H 10, 10° 6,89; s, 2H
9,9 6,89; s, 2H 9,9 6,85; s, 2H

13,13’ 3,45; s, 6H
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TABELA 4.4 - Deslocamento quimico de 'H &, (ppm) dos hidrogénios dos

complexos RubpylmH e RubpylMelm em D,0

RubpyImH RubpylMelm
H on (ppm), mult., H H on (ppm), mult., H
1,1’ 8,91; d (5,6), 2H 1,1 [8,90;d(5,7), 2H
8,8’ 8,24; d (8,2), 2H 8,8 |8,26;d(8,2), 2H
7,7 8,16; d (8,2), 2H 7,7 |8,18;d(8,2), 2H
4,455 7,93; m, 4H 4,4> 17,95;1(7,9), 2H
3,3 7,73;t(7,9), 2H 5,5° |787;d(5,7),2H
6,6, 11,11 | 7,54; m (4H) 3,3> |7,73;t(7,5), 2H
2,2’ 7,14;t(7,9), 2H 6,6 |7,56;t(7,5),2H
10, 10° 6,97; s, 2H 11,11’ | 7,44;s, 2H
9,9 6,74; s, 2H 2,2° | 7,13;t(7,5), 2H
10,10’ | 6,89; s, 2H
9,9 6,69; s,2H
13,13’ | 3,47; s,6H

4.3.2 - Caracterizacao dos complexos por UV-Vis

Nas figuras 4.7 estdo contidos o0s espectros de absorcdo dos

complexos em &gua. Quando comparado o espectro a absor¢do dos complexos

RuphenImH e RuphenlMelm foi observado que a mudanga do ligante imidazol

para 1-metilimidazol praticamente ndo influéncia as posi¢cbes dos maximos de

absorcdo dos complexos apenas a absorvitividade molar (¢) € diferente, por

exemplo, no comprimento de onda de 490 nm o valor de & = 5960 mol™*Lcm™

para 0 complexo

Ruphen1Melm.

RuphenlimH e & =

7322 mol*Lem™ para o complexo
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FIGURA 4.6 - Espectro de absorcdo normalizado dos complexos em agua.

No caso dos complexos RubpylmH e RubpylMelm, também se
observou poucas diferencas entre eles. A maior diferenca é observada quando
comparamos 0s espectros de absor¢do dos complexos com phen e byp,
provavelmente as principais transi¢cbes possuem uma grande contribuicdo dos
ligantes bidentados e apresentam maior forca de oscilador, encobrindo as outras
transicoes.

A partir do espectro de absor¢édo tedrico foi gerado os dados das
transicOes eletrbnicas tedrica e por comparacdo com 0 espectro de absorcao
experimental fizemos as atribuicdes das bandas de aborcdo. A tabela 4.1
apresenta as atribuicOes das principais transicOes eletrénicas para o complexo
RuphenlmH em acetonitrila. As tabelas de transi¢do eletrbnica para 0s outros
complexos se encontram no anexo A5, A6 e A7.

No espectro de UV-Vis do complexo RuphenlmH é possivel
observar duas transi¢des eletronicas nos comprimentos de onda de 430 nm e 484
nm provenientes da transicdo MLCT (Ru,dr—phenn’) com forca de oscilador
de 0,1092 e 0,0969 respectivamente. As absor¢Oes presentes na regido do
ultravioleta (250 — 320nm) apresentam intensidade alta que sdo tipicas das
transicOes eletronicas de transferéncia de carga interna dos ligantes (LLCT), na
regido de 224 e 265nm estdo as transicdes (im— phen’) e (phen— phen’). No

espectro de absorcdo eletronica de complexos de Ru(ll) espera-se também
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transi¢cOes centradas no metal Ru(ll) — Ru(ll) (dm — dn*) que por apresentarem
intensidade baixa s@o obscurecidas pelas transi¢des de transferéncia de carga.

Com a ajuda do célculo tedrico podemos dizer que na regido de 320
nm temos uma mistura de transi¢des centradas no metal (MC) e de MLCT com
forca do oscilador de 0,0001.

4.3.3 - Caracterizacdo dos complexos por Voltametria Ciclica

A partir da técnica de voltametria ciclica, os processos de oxidacéo
e reducdo dos complexos em agua na regido foram verificados de 0 a 1,2 volts
na velocidade de 100 mV/s. O voltamograma dos complexos estdo na figura 4.8
a qual é possivel observar um par redox que corresponde a remocdo de um
elétron do orbital d do Ru(lIl) para gerar Ru(lll).

Os valores de potencial de meia onda, Ei, (Ru**/Ru®*") para os
complexos RuphenlmH, Ruphen1lMelmH, RubpylmH e RubpylMelmH foram
de 0,66V, 0,70V, 0,67V e 0,68V respectivamente. O grupo metila ligado ao anel
imidazolico poderia deixar o centro metalico de ruténio mais rico em elétrons e
consequentemente diminuir o potencial de oxi-redu¢do do Ru em comparacéo ao
complexo com o ligante imidazol, mas pouca diferenca é observada entre 0s
potenciais dos complexos sugerindo que o grupo metila ndo altera efetivamente
a densidade eletronica do centro metalico.

Na figura 4.9 temos a voltametria ciclica do complexo NAMI-A em
4gua. O potencial de meia onda do NAMI-A é 0,015V vs SCE'™. Comparado
este valor com os dos complexos usando como referéncia o Ag/AgCl para o
complexo NAMI: -0,0272 vs Ag/AgCI se observou que o valor obtido é bem
inferior aos valores de meia onda encontrados para os complexos estudados
neste trabalho.

E sabido que o NAMI-A é um pré-farmacos, ou seja, se torna ativo

apos sofrer uma reacdo de reducdo (Ru(Ill)—Ru(ll)) no meio fisiolégico por
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enzimas redutoras. O alto valor de potencial de meia onda dos nossos complexos

em comparacdo ao NAMI-A sugerem que eles serdo estaveis a reacfes redox em

meio fisioldgico.
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FIGURA 4.7 - Voltametria ciclica dos complexos em agua na concentracao de

2mg/mL com eletrolito de suporte KCI 0,1 M com Ag/AgCl como eletrodo de

referéncia e 100 mV/s.



54

1.54

1.0+

0549 E"=013V

i (uA)

0.0 4
E*"=0.015V

-0.5 4

C
-1.0 T T T T T
600 400 200 0 -200 -400 -600
E (mV vs. SCE)

FIGURA 4.8 - Voltametria ciclica do complexo NAMI-A em agua vs SCE.

4.3.4 - Estudos espectroeletroquimicos

A fim de obter mais informacGes a respeito do comportamento
eletroquimico do complexo, foi realizado o0 experimento de
espectroeletroguimica acompanhado por UV-Vis para o complexo RuphenImH.

A espectroeletroquimica foi realizada em DMF, neste solvente o
potencial de oxi-redu¢cdo do RuphenimH é (1,2V/1,08V). Escolhemos duas
regides diferentes para aplicar o potencial, uma apos a oxidacdo, em 1,5V e a
outra antes da reducdo em 0,5V. A figura 4.10 exibe a espectroeletroquimica do
RuphenlmH em DMF.

Na eletrolise oxidativa com aplicagdo do potencial de 1,5 V,
observou-se a diminuicdo da absorcdo em 490 nm (MLCT Ru—phen) e a
formacéo de duas bandas de menor intensidade em 360 e 650 nm (figura 4.10A).

Quando aplicado um potencial de 0,5 V, relativo a eletrolise
redutiva, na mesma solucdo que foi aplicado o potencial oxidativo de 1,2V se
observou que o espectro de absorcdo volta ao seu estado inicial com a
regeneracdo da banda de MLCT, Figura 4.10B, mostrando que a reacdo de oxi-
reducdo é reversivel. Em geral, a oxidacdo dos complexos polipiridinicos de

Ru(ll) envolvem um orbital centrado no metal (d=), com a formacdo de um
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complexo de Ru(l11) com configuracdo d° os quais sao inertes a substituicdo.’,”

O espectro de absorcdo do complexo oxidado [Ru(LL)s]** é caracterizado por
uma absorcao fraca em 420nm (gmax = 3,3x10° mol™Lem™) e uma absorcéo larga
e fraca a comprimentos de onda maiores.™

Também foram feitos experimentos espectroeletroquimicos
aplicando potencial na onda corresponde ao ligante fenantrolina, -1,5 V e no
potencial 0,5V, os espectros obtidos sdo mostrados na figura 4.11(A,B). Para 0s
complexos polipiridinicos de Ru(ll), [Ru(LL)s]**, a reducdo no ligante LL,
mantém a configuracdo d® spin baixo do centro metalico de Ru(ll), é geralmente
inerte a substituicdo e o processo é reversivel. O espectro de absorcdo do
complexo [Ru(11)(LL),(LL")]*" apresenta uma absorcéo intensa na regido de 510
nm (g = 10 mol™*.L.cm™).

Comparando-se 0s resultados obtidos nos nossos experimentos
espectroeletroquimicos com 0s observados na literatura para o complexos
[Ru(LL)s]** podemos sugerir que a oxidacdo do complexo leva a formacdo de
um complexo inerte e o processo € reversivel. O mesmo pode ser sugerido em
relacdo a reducdo do complexo. Isto significa que o complexo RuphenlimH pode
sofre processos oxidativo e/ou redutivos (equacdo 1 e 2) mas sem sofrer
alteracdoes estruturais e os complexos gerados de Ru(l1l) e/ou Ru(ll)(phen™) sdo

processos reversiveis e inertes.
Ru(IN(LL)3]?* === [Ru(lll)(LL)s]*" 1)

Ru(I1)(LL)3]* [Ru(D(LL),(LL )] (2)

Este resultados s&o muito importantes para o desenvolvimento de
um complexo com aplicacdo terapeutica, uma vez que o meio bioldgico
apresenta muitas bimoléculas com atividade oxidativa e/ou redutiva as quais

podem definir a estabilidade e metabolismo de um candidato a farmaco.
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Os esperimentos espectroeletroquimicos foram realizados também
para 0 complexo RuphenlMelm e os resultados foram semelhantes aos

resultados obtidos para o complexo RuphenlmH. As figuras estdo no anexo A8.
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FIGURA 4.9 - Espectroeletroquimica do RuphenlmH em DMF utilizando
PTBA 0,1 M como eletrolito de suporte. A) 1,5V; B)0,5V.
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FIGURA 4.10 - Espectroeletroquimica do RuphenlmH em DMF utilizando
PTBA 0,1 M como eletrdlito de suporte. A) -1,5V; B) 0,5 V.
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4.3.5 - Estudos fotofisicos

A figura 4.12 mostra os espectros de emissdo dos complexos
preparados em agua. Os complexos possuem emissdo ao redor de 660 nm
quando excitados no intervalo de 400 a 550 nm. A intensidade de emisséo
méaxima para 0s complexos RubpylmH e RubpylMelm se encontra em 670 nm,
um pouco mais deslocados para o vermelho em comparacao ao valor do maximo
de emissédo para o RuphenimH e Ruphen1lMelm em 660 nm.

Se sabe que quanto mais rigida € a estrutura de um complexo menos
energia ndo radiativa € perdida por vibracdes, devido o ligante fenantrolina
deixar a estrutura do complexo mais rigido que o ligante bipiridina, era de se
esperar que o complexo com a bipiridina estivesse deslocado mais para o
vermelho.

Na figura 4.13 temos os espectros de excitacdo dos complexos em &gua
(Aem = 660nmM). A banda de excitacdo esta localizada na mesma regido da banda
de '"MLCT (Ru—phen) dos espectros de absorco, indicando que a emisséo que
observamos em 660 nm é uma emissdo vinda da transicdo *MLCT (Ru—phen
ou Ru—bpy). A emissdo também foi avaliada nos solventes acetonitrila e DMF
e foi observado que 0 maximo de emissdo néo foi alterado, apenas a intensidade

variou com o solvente (Figura 4.14).
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FIGURA 4.12 - Espectros de excitacdo dos complexos em agua.
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FIGURA 4.13 - Emissdo do complexo RuphenlmH em diferentes solventes.

As bandas de emissdo dos complexos sdo caracterizadas por uma
banda larga, mas a emissdo ndo é necessariamente constituida por apenas uma
transicdo, outras transicdes podem estar encobertas pela transicdo mais intensa.
Para analisar melhor as transi¢0es emissivas do RuphenlmH, os experimentos de
emissdo foram feitos a baixa temperatura (77 k) em uma mistura de solventes
metanol/etanol na proporgdo de (4:1). Na figura 4.15A estdo os espectros de
emissdo para o complexo RuphenlmH quando excitado no intervalo de 400 a
500 nm. Diferente do experimento feito a temperatura ambiente se observou
duas bandas, uma mais intensa em 623 nm e a outra em 678nm.

Devido a minimizacdo das perdas de energia ndo-radiativas por
vibracdo, a banda mais intensa foi deslocada aproximadamente 40 nm em
relacdo ao espectro de emissdo a temperatura ambiente. Para melhor caracterizar
as transicbes emissivas do complexo, foi feito a emissdo do complexo
[Ru(phen)s]** nas mesmas condi¢des do RuphenimH. Na figura 4.15B esté
apresentada o0 espectro de emissdo do [Ru(phen)s]** a 77 k de temperatura e foi
observado o mesmo perfil encontrado para o complexo estudado. Logo se
caracterizou as duas transicdes do complexo como sendo provenientes de

transicdes *MLCT Ru—phen.
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FIGURA 4.14 - A) Espectro de emissdo do complexo RuphenlmH e B) Espectro

de emissdo do complexo [Ru(phen)s]** ambos a 77K e no solvente

metanol/etanol (4:1).

No meio fisiologico, existem muitas biomoléculas emissivas
quando excitadas em determinado A, geralmente abaixo de 600nm. Na figura
4.16 estdo os exemplos dessas biomoléculas e a regido em que absorvem.

Para que um composto luminescente atue como sensor bioldgico, o
ideal é que apresente emissdo em regides diferentes das biomoléculas, para ndo
sofrerem interferéncias tanto da absorcdo quanto da emissdo destas
biomoléculas. Em adicdo, o composto deve absorver luz na regido do visivel e a
luminescéncia do sensor deve ser preferencialmente intensa e acima de 600 nm
para evitar danos a célula devido a absorcéo da luz ultravioleta.

Como esperado, os complexos estudados neste trabalho emitem em
660 e 670 nm quando excitados no intervalo de 450 a 550 nm. Isto significa que
a emissdo do complexo nédo sofre interferencia da absor¢do das biomoléculas.
Desta forma é possivel visualizar o composto no meio fisiologico sem
interferéncia.

Outra caracteristica importante dos complexos € apresentar um

grande deslocamento de Stokes, 5500 cm™, dificultando a interferéncia por auto
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absorcdo bem como a autofluorescéncia das espécies nativas nas células, figura
4.17. Este efeito acontece quando a emissdo do complexo é reabsorvida pelo

composto devido a proximidade das bandas de absorcdo e emissao.
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FIGURA 4.15 - Espectro de absorcao das biomoléculas.
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FIGURA 4.16 - UV-Vis e emissdo do complexo RuphenlmH em agua.
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Outros parametros importantes a serem avaliado é o tempo de vida
de emissdo (tem). Os valores de 1., dos complexos em agua (tabela 4.4 e Figura
4.18) foram obtidos ap6s um ajuste mono-exponencial, refletindo numa
distribuicdo de apenas um processo emissivo. Os complexos possuem tempo de
vida de emissdo longo quando avaliamos a luminescéncia em meio aquoso.

O menor tempo de vida de emisséo encontrado foi para 0 complexo
RubpylmH (64ns) e o maior tempo de vida de emissdo foi para o complexo
Ruphen1Melm (239ns). O valor alto observado para o0 complexo RuphenlMelm
é atribuido a rigidez da fenantrolina e a presenca do grupo metila no imidazol
que impede perdas de energia de emissdo por ligacdo hidrogénio com o

solvente.

TABELA 4.5 - Valores de tempo de vida de emissdo para 0s complexos

complexo T em(NS)
RuphenimH 211
RuphenlMelm 239
RubpyImH 64
RubpylMelm 71
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de emissdo para o complexo A)

RuphenimH, B) RubpylmH, C) Ruphen1lMelm e D)RubpylMelm em agua. A

qualidade do ajuste esta indicado pelos graficos de residuos mostrados abaixo

das curvas de decaimento.

4.4 — Estudo de estabilidade dos complexos

Uma etapa importante do trabalho é avaliar se os complexos

propostos sdo estaveis ou ndo no meio bioloégico. Sabemos que Varios

complexos de ruténio e platina atuam como pro-drogas e no meio biologico
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sofrem hidrdlise e sdo reduzidos para complexos de Ru(ll) gerando as espécies
ativas que apresentam propriedades terapéuticas.

Por este motivo, para ndo haver interpretacdes erroneas dos ensaios
bioldgicos, é preciso saber se no meio reacional o complexo inicial mantém sua
integridade estrutural ou se é transformado em outra espécie que apresenta a
atividade almejada.

Neste contexto, a estabilidade dos complexos foi avaliada em
tampéo fosfato em diferentes valores de pH e na auséncia e presenca de luz.

Para isso, utilizamos a técnica de RMN de 'H, pois qualquer
mudanca que pudesse ocorrer com o complexo no decorrer do tempo poderia ser
facilmente observado pelo deslocamento e/ou surgimento de novos sinais no
espectro.

Na figura 4.19 esta apresentado a cinética do RuphenlmH.em
tampéo fosfato pH 7,4 no periodo de 72 horas na auséncia de luz. Podemos
observar que ndo hé alteracdo do espectro no intervalo de tempo de 0 a 72 horas.
Este resultado se repetiu para os outros complexos estudados neste trabalho
(anexo A9 e A10).
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FIGURA 4.18 - Cinética do complexo RuphenlmH acompanhada por RMN de
'H em tamp#o fosfato pH 7,4.

A estabilidade dos complexos também foi avaliada na presenca de
luz visivel. Neste experimento, a solucdo usada no experimento de cinética no
escuro foi exposta a luz ambiente por 48 horas e na sequéncia medimos o
espectro de RMN de 'H. No grafico 4.20 estd apresentada a cinética do
complexo RuphenImH na presenca de luz.

Claramente é observada a formacdo de um novo composto com
deslocamentos quimicos em regides mais desblindadas do espectro além de
sinais na regido do imidazol livre. Este novo complexo foi caracterizado como
sendo o cis-[Ru(phen),(OH,),]**, formado apds a labilizacdo do ligante
imidazol. Na equacdo abaixo temos a reagdo de hidrolise do complexo

RuphenimH.
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A partir destas observacbes se optou por fazer todos os ensaios
bioldgicos sempre na auséncia de luz para termos a certeza que teriamos apenas

0 composto de partida em solucéo.
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FIGURA 4.19 - (vermelho) RMN *H do complexo RuphenlmH na auséncia de
luz e (azul) RMN *H do complexo RuphenlmH apés a exposicdo do complexo a

luz ambiente por 48 horas em tampao fosfato pH 7,4.

cis-[Ru(phen)(ImH),J2+ _Luz ambiente (481018S) cic 1oy ohem) (OH,),2* + 2ImH
H,0

A estabilidade do complexo também foi avaliada em meio aquoso
nos diferentes valores de pH. Esta avaliacdo foi considerada importante, pois
quando o farmaco € administrado ao paciente, 0 composto percorre varias
regides no organismo com diferentes valores de acidez e basicidade.

Na figura 4.21 sdo apresentados os espectros de RMN 'H do complexo

RuphenImH nos pH’s selecionados. E possivel observar alteracio no espectro
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apenas no pH 12,2. O aparecimento de sinais na regido do imidazol, em menor
intensidade, é atribuida a desprotonacdo do NH do imidazol e formacéo do ion
imidazolato.

E sabido que o pKa do imidazol livre é por volta de 14 e que
quando coordenamos o imidazol ao ruténio por uma ligacdo covalente
coordenada, o pKa diminui devido a doacdo de elétrons sigma do imidazol
para o ruténio, logo foi esperado que o pKa do imidazol coordenado fique
abaixo de 14, justificando a formacéo do imidazolato em 12,2. Uma forma de
confirmar a formacdo do imidazolato é comparar com o experimento de
estabilidade em diferentes pH’s para o complexo Ruphen1Melm.

Este complexo possui uma metila ligada ao nitrogénio do imidazol
(N-CHy), descartando a possibilidade da desprotonacdo do imidazol. A figura
4.22 mostra os dados de RMN *H referente ao complexo Ruphen1Melm em
varios pH’s. Como esperado ndo se virificou sinais de hidrogénio adicionais na
regido do imidazol, ficando inalterado o espectro de RMN. Estes experimentos
indicam que os complexos ndo irdo sofrer hidrolise ou alteracdes estruturais no
meio fisioldégico quando estiverem expostos a diferentes meios de acidez e

basicidade.
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FIGURA 4.20 - Estudo de estabilidade do complexo RuphenlmH acompanhado

por RMN de *H em tampAo fosfato em pH écido, neutro e bésico.
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FIGURA 4.21 - Estudo de estabilidade do complexo RuphenlMelm
acompanhado por RMN de *H em tampao fosfato em pH écido, neutro e bésico.
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4.5 - Estudos de interacdo complexo/HSA

Muitos trabalhos na literatura tém mostrado a relevancia dos
estudos de interacdo HSA/complexo, pois auxiliam na elucidagdo do mecanismo
de acdo de um candidato a farmaco. Isto porque a atividade do composto nas
celulas tumorais esta muito relacionada com a forga da interacdo com complexo
com as proteinas do soro fisioldgico.

As possibilidades de interacdo da proteina com um complexo de
metal de transicdo dependem da natureza do metal e dos ligantes. Para estes
estudos ficou decidido a escolha dos complexos RuphenlmH e RuphenlMelm
com o objetivo de avaliar a importancia da interacdo de hidrogénio nas
interacdes.

Na figura 4.23(A,B) estdo os resultados das interagbes dos
complexos com HSA analisado por dicroismo circular. Neste experimento foi
fixado a concentragio de HSA em 3umolL™ e variado a concentracdo de
complexo (0, 3 pmolL™ e 25 pmolL™).

As duas bandas de absorcdo observadas no espectro de CD com
méaximo de absorcdo em 208 nm e 220 nm sdo caracterizados como sendo as
absor¢fes provenientes das transicbes da o-hélices e folhas betas
respectivamente. Estas bandas ndo sofreram variagbes significativas com o
aumento da concentracdo do complexo sugerindo que a HSA na presenca do
complexo néo sofre alteracdo em sua estrutura secundaria, o que ndo é a mesma
coisa de concluir que nédo estdo interagindo, pois pode haver interagdo sem que
haja modificacdo na estrutura secundaria da proteina.

Outra forma de avaliar a interacdo pela técnica de CD ¢é fazer o
calculo de t,, (temperatura necessaria para desnaturar 50% de proteina). A figura
4.24A apresenta o grafico de desnaturacdo da HSA na auséncia do complexo
RuphenlmH e na figura 4.24B temos o grafico da desnaturacdo na presenca de

RuphenlmH. O valor de t, para 0 HSA foi de 67° C e o valor de t, para
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HSA/RuphenimH também foi de 67° C. Este dado é importante, pois mesmo
quando a proteina estd interagindo com o complexo a sua temperatura de

desnaturacdo nédo sofre alteracdo. O mesmo ocorreu para 0 complexo

Ruphen1Melm.
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FIGURA 4.22 - Dicroismo circular dos complexos A) RuphenlmH e B)

Ruphen1Melm.
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FIGURA 4.23 - Fracgéo de desnaturacdo da proteina em funcédo da temperatura e
calculo de t,, A) HSA e B) HSA/Ruphenimh

A tecnica de ITC foi empregada para avaliar os parametros
termodinamicos (entalpia AH, entropia AS e energia livre de gibbs AG), a
constante de dissociacdo e 0 numero de sitios ativos.

Na figura 4.25 temos o grafico de ITC correspondente a interagcdo
do complexo RuphenlmH com a proteina HSA e na tabela 4.5 e gréafico 4.26 os

valores termodinamicos encontrados. A interacdo RuphenlmH com a HSA é
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exotérmica com o valor da constante de dissociacdo de 10,7 x10° M e
estequiometria da reacdo de 1:1. A interacdo é impulsionada pela entalpia (-11,5
+ 0,1 kcal/mol) e uma entropia desfavoravel (-14,4 £0,3 kcal/mol). A entalpia de
ligacdo reflete principalmente na forca das interacdes (ligacdo de hidrogénio,
pontes salinas e de van der Waals) entre o ligante e a proteina. A entropia de
ligacdo esta relacionada com alteracdes nos graus de liberdade do sistema.

A formagdo do complexo restringe conformacdes de ligante e
proteina e, portanto, resulta em perdas de entropia de ligacdo de translacédo e
rotacdo. Por outro lado, a liberacdo de moléculas de agua resulta em uma
contribuicdo de entropia favoravel, com efeito menos pronunciado. A fraca
afinidade de interacdo RuphenlmH/HSA sugere uma interacdo ndo covalente e
de acordo com a literatura™, o perfil do grafico 4.26 é resultante de interacéo por

ligacdo de hidrogénio.

TABELA 4.6 - Valores obtidos do experimento de ITC RuphenlmH/HSA:
constante de dissociacdo (K ), numero de sitios ativos (n), entlapia (AH),

entropia (AS) e energia livre de Gibbs (AG)

T (K) n Kg x 10° AH AS AG
(mol L) (Kcal.mol™) (cal.mol*.K™) | (Kcal.mol™)
310 1,07 + 10,7 £ 0,707 -11,62 + 0,07 -14,7 £ 0,35 -7,06
0,028
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FIGURA 4.24 - Titulacdo da proteina HSA pelo complexo RuphenimH em
tampao fosfato 0,1molL™ pH 7,4.
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FIGURA 4.25 - Parametros termodinamincos calculados a partir do experimento
de ITC do complexo RuphenImH/HSA.
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No experimento de STD, a proteina HSA foi irradiada em -1ppm
produzindo o espectro on-ressonancia. Este experimento foi entdo comparado
com um off-ressonancia (irradiacdo fora do alcance da proteina, em 30ppm) € a
diferenca entre os sinais resultou no espectro de STD, como mostrado na figura
4.27.

Os sinais exibidos do espectro de STD-RMN sédo provenientes dos
hidrogénios do RuphenlmH que estdo interagindo com o HSA ou que estdo
proximos ao HSA em uma distancia inferior a 5A™. A intensidade dos sinais
varia de acordo com a proximidade da proteina, este comportamento esta
relacionado com a forca da interacdo, 0 que permite obter um mapa de epitopo,
como mostrado na figura 4.27.

O mapa do epitopo obtido para RuphenlmH sugere que todos os
hidrogénios do complexo interagem com a proteina. E interessante notar que 0s
hidrogénios do ligante imidazol exibem uma interacdo mais forte quando
comparados com a interacdo dos ligantes fenantrolina. Provavelmente, o N-H do
anel imidazolico interage com a proteina através de uma ligacdo de hidrogénio,
e os atomos de hidrogénio vicinais “sentem” mais a aproximacao da proteina e
consequentemente apresentam os sinais mais intensos. N&o é possivel observar o
sinal do N-H no espectro de STD devido a troca do préton do N-H pelo deutério
do solvente D,O.

O experimento de STD indicou que a interacdo entre 0 complexo e
a proteina provavelmente ocorre por interacdes de carater polar, o que €

confirmado pelo experimento de ITC.
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FIGURA 4.26 - Espectro de STD-RMN para o complexo RuphenlmH na
presenca da HSA.

A interacdo complexo-HSA também foi avaliada por DOSY-RMN
e 0s espectros obtidos estdo na figura 4.27 e 4.28. O pequeno deslocamento no
coeficiente de difusdo do complexo na presenca da proteina (media dos
coeficientes D = 2,6 x 10" m?%s) foi obtido quando comparado com o
coeficiente do complexo sozinho (D = 4,78 x10™*° m?s), e proteina sozinha D =
4,5 x 10 m?s.

E interessante notar que os coeficientes de difusdo do complexo foi
0 mesmo para todos os sinais D= 4,78x10™'°m%s. No entanto, quando a proteina
estd presente, dois coeficientes de difusdo diferentes podem ser observados. Os
hidrogénios que interagem mais fracamente (segundo dados de por STD)
tiveram o coeficiente de difusdo de 3,0 x 10™°m?%s, enquanto que aqueles com
maior interacdo (H2, H2 ', a, o', B e B') sdo menos moveis com difusdo mais

lenta (D = 2,2 x 10™ m?/s). Estes resultados estdo de acordo com os dados
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obtidos por STD-RMN, gue mostraram os hidrogénios de imidazol (o, a’e B, B’)
além dos hidrogénios (H2 and H2") da fenantrolina com maiores porcentagens
de STD (66,66; 100,00 e 51,11%).

Os estudos de interacdes entre 0 RulMelmH com a HSA também
foi avaliado por ITC e STD, as figuras estdo no anexo All e Al2. Devido a
fracas interacdes entre HSA/Ruphen1Melm néo foi possivel obter uma curva de
titulacdo isotérmica proveniente do experimento de ITC, e os sinais do espectro
de STD sdo pouco intensos para se fazer o calculo das porcentagens de
interacdo. A Unica diferenca estrutural entre os complexos RuphenlmH e
Ruphen1Melm € a metila ligada no NH do imidazol. Deste modo pode-se inferir
que a ligacdo de hidrogénio € essencial para que ocorra a interacdo com a
proteina HSA.

PR Ty
e
—_
P
=
-
—-
e

T 1

D [log(m2/s)]

T
-9.0

— 77— ]
8 [ 4 2 H [ppm]

FIGURA 4.27 — DOSY-RMN do complexo RuphenlmH na auséncia de HSA.
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FIGURA 4.28 - DOSY-RMN do complexo RuphenlmH na presenca de HSA

4.6 - Ensaios biologicos

4.6.1 - Ensaios de viabilidade celular

Nos ensaios de viabilidade celular avalia-se a capacidade dos
complexos de inibirem o crescimento in vitro de células tumorais. As linhagens

+/+

celulares escolhidas para os ensaios bioldgicos foram: HCT116 p53™" (cancer de

colorretal), HCT116 p53™ (cancer de colorretal com auséncia do gene p53) e

+/+

A2780 (cancer de ovario). As células p53** e p53” foram escolhidas para efeitos
de comparagéo.

A figura 4.30 mostra o grafico de porcentagem de inibicdo celular
por concentracdo de complexo para todos os complexos estudados nas trés
células testadas. A tabela 4.6 mostra os valores de ICs, para os complexos
estudados. A tabela 4.6 apresenta também os valores de 1Cs, obtidos para a
cisplatina, para efeitos de comparacdo. Vale ressaltar que os experimentos com

cisplatina foram realizados sob as mesmas condic¢des experimentais usadas para
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0s complexos em estudo. Todos os complexos apresentaram valores de 1Cs
abaixo de 10umol.L™, excelentes resultados quando comparamos aos complexos
da literatura. Por exemplo, quando comparamos os valores de 1Csy doS
complexos com a cisplatina observamos que nossos complexos apresentaram
melhores resultados de inibicdo nas células HCT116 p53*"* e HCT116 p53™.
Apenas para a célula A2780 que a cisplatina mostrou ser superior ou igual aos
nossos complexos.

O complexo RuphenlmH foi o que apresentou os melhores valores
de inibicdo, com o valor de 0,1pmol.L™ para a célula HCT116 p53”;
0,72pmol.L™ para a célula HCT116 p53** e 1,3umol.L ™ para a célula A2780.
Estes resultados sdo bastante interessantes ndo sé pelo fato dos valores de ICsg
serem muito baixos, mas também pelos complexos inibirem em maior proporcao
a célula HCT116 p53" em relacdo as células HCT116 p53*"*. Sabemos que a
proteina supressora de tumor p53 é produzida em resposta a danos ao DNA e
sua funcéo é de ativar outras proteinas a fim de parar o cilco celular e induzir a
celula a apoptose ou senescéncia. Desta maneira, espera-se que uma célula que
apresente esta protefna supressora (p53**) tenha uma maior capacidade de inibir
um agente quimioterapico do que uma célula sem a proteina supressora (p53™).
O complexo RuphenImH inibiu 7 vezes mais as células p53” em comparac&o as

+/+

células p53™". Este dado é muito relevante, principalente quando estudos na
literatura mostram que muitas células tumorais apresentam o gene p53 mutado,
Ou seja, este gene ndo esta fazendo as funcdes que Ihe compete.

Por isso como observado nos nossos experimentos, inibir mais a
célula HCT116 p53” é um indicativo de seletividade dos complexos as células

tumorais em relacdo as células sadias.
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FIGURA 4.29 - Efeito da citotoxicidade dos complexos de ruténio nas células

HCT116 p53*"*, HCT116 p53™ e A2780.

TABELA 4.7 - Valores de 1Cs, (umolL™) para os complexos de ruténio e
cisplatina nas células HCT116 (p53**), HCT116 (p53”)e A2780

1Cso (umol.L™)

Complexes HCT116 (p53"*) HCT116 (p53")  A2780
RuphenimH 0,72+0,18 0,10+0,03 1,30+1,0
RubpylmH 1,02+0,22 0,53+0,16 8,24+1,09
Ruphen1lMelm 4,00+0,76 5,13+0,45 6,92+0,79
Rubpy1Melm 6,52+0,72 0,70+0,19 6,52+0,84
cisplatina 9,15+1,18 6,00+0,78 1,30+0,17




80

4.6.2 - Estudo do mecanismo de agao

Em consequéncia dos excelentes resultados de inibicdo da
viabilidade celular, escolnemos o RuphenlmH, complexo que apresentou 0S
melhores valores de ICs, para estudos mais apronfundados de elucidagdo do
mecanismo de acdo. Ter o conhecimento de como um composto se comporta
frente as células tumorais e qual o seu modo de acdo dispende muito tempo e
varios experimentos. Neste trabalho apenas iniciamos estes estudos.

Dentre 0s varios ensaios bioldgicos necessarios para se elucidar um
mecanismo de acdo, optamos pelas anélises de citometria de fluxo, western Blot,
microscopia confocal e ensaios de proliferacédo celular.

Nos ensaios de citometria de fluxo, as células HCT116 p53** e
HCT116 p53" foram incubadas com o complexo RuphenlmH por 24 e 48 horas
e depois submetidas a analise de citometria de fluxo.

Na figura 4.31 pode-se observar que o complexo induziu o acimulo
do nimero de células na fase G1 acompanhado pela redugdo do ndmero de

+/+

celulas na fase S. Para a célula p53™" estas mudancas ndo foram muito mais
acentuadas e ndo houve grandes alteracdes quando comparamos 0s tempos de
incubacdo de 24 e 48 horas. Ter um acimulo de células em G1 implica que o
complexo atuou nesta fase do ciclo celular de forma a ndo deixar as celulas
continuarem a se dividir, inibindo sua proliferacdo celular”’.

Quando as células param na fase G1 elas tanto podem entrar para a
fase GO, que € uma fase do ciclo com baixa atividade celular, e permanecer
nesta fase (senescéncia) ou a célula pode ser induzida a morte por apoptose ou
outro mecanismo de morte (mecanismo citotoxico). O perfil dos graficos de

+/+

citometria de fluxo para as células p53** e p53™ séo distintos sugerindo que o

complexo atua de diferentes formas nas células com e sem o gene p53.
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FIGURA 4.30 - Citometria de fluxo das células HCT116p53""* e HCT116p53™

quando incubadas com o RuphenlmH nos tempos de 24 e 48 horas.

O método de Western Blot ¢ uma técnica bastante sensivel e
seletiva na deteccdo de proteinas. As proteinas escolhidas para este estudo foram
as pro-apoptoticas p53, PARP e caspase 3. Caso as células p53** e p53”
estejam sendo induzidas pelo complexo a apoptose, estas proteinas serdo
ativadas e/ou clivadas. As amostras estudadas foram: o controle, o0 complexo nos
tempos de incubacédo de 48 e 70 horas e a cisplatina, que é o controle positivo.

Na figura 4.32 se observou que a proteina PARP € clivada apds 48 e
70 horas de incubacdo na célula p53”, 0 mesmo nio ocorre para a célula p53*".
No caso da Caspase3, ndo foi verificado clivagem em nenhuma das células
apenas para a cisplatina que é o controle positivo. Na célula p53*"*, a proteinas
p53 sofre um leve aumento na concentracdo com o passar das horas, o que nao é

observado para a célula p53™ devido & auséncia desta proteina na célula. A
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proteina B-actina foi utilizada para normalizacdo da quantidade de proteina nas
amostras.

Os resultados de Western Blot levam as seguintes conclusdes: O
complexo ndo leva a célula p53** a morte por apoptose, este fato ndo exclui
outro tipo de mecanismo de morte como necrose e autofagia. Ja em relacdo a
célula p53”, observamos apoptose devido a ocorréncia da clivagem da proteina
PARP nos tempos de 48 e 70 horas . Se se compara estes dados aos valores de
ICs da tabela 4.5, o menor valor de I1Csy (7 vezes) para as células p53"' em
relagdo as células p53** pode ser resultado da citotoxicidade do complexo nesta

célula.

Proteinas pro-apoptoticas

HCT116
p53+/+ p53-/
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FIGURA 4.31 - Western Blot das proteinas PARP, caspase 3, P53 e [3-actina

quando incubadas com o complexo RuphenlmH e cisplatina.

Quando um quimioterapico inibe a divisdo celular das células
tumorais sem levar a morte celular se diz que o mecanismo € citostatico. Este

tipo de mecanismo é tdo importante quanto o mecanismo citotoxico (morte
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celular), pois ndo deixa que o tumor cresca e desenvolva para a fase de
metéastase.

Quando se pensa em um farmaco citostatico, que atua de forma nao
toxica as células tumorais é possivel pensar na hipdtese que este mesmo
composto possa apresentar baixa toxicidade também as células sadias. Nao foi
possivel fazer os estudos de toxicidade com as células sadias para este trabalho,
mas existem planos de exectuta-los em breve.

Quimioterapicos citostatico podem ser administrados juntamente
com quimioterapicos citotoxicos para juntos inibirem e matar as células
tumorais. Nem sempre um farmaco é puramente citostatico ou citotoxico, na
grande maioria possui as duas vias’®. Uma maneira de avaliar se os complexos
atuam de forma citostatica, € contar o nimero de células em determinados
intervalo de tempo e comparar com o controle. Se o nimero de células ndo
alterar com o tempo podemos sugerir que o complexo esta inibindo a
proliferacdo celular de forma citostatica.

Os resultados obtidos no ensaio de proliferacdo celular para o
complexo RuphenlmH nas células p53"* e p53” estdo apresentados na tabela
4.7. Os dados mostrados na Tabela 4.6 indicam que o nimero de células ndo
varia significativamente com o passar das horas (30, 50 e 70 horas) tanto para as
células p53*"* quanto para as células p53”, ao contrario do controle que
apresenta um grande aumento do namero de células com o tempo.

Estes dados confirmam a tese de que o complexo RuphenImH atua
de forma citostatica. Por outro lado, de acordo com os experimento de Western
Blot, o complexo também apresenta certa citotoxicidade frente a célula p53™.

Este também € um resultado relevante visto que a maioria das
células tumorais apresentam o gene p53 mutado, logo podemos inferir que o
complexo Ruphenlmh possui certa seletividade as células tumorais em relacéo
as sadias. Estas duas conclusdes fazem do complexo RupehnlmH um candidato

a farmaco com grande potencial terapeutico.
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TABELA 4.8 - Dados do ensaio de proliferagdo celular para o complexo

RuphenImH

Tempo (horas) 30 50 77

HCT116 P53 +/+ (10" cells/mL)

Controle 120 190 320

RuphenimH 37 42 45

HCT116 P53 -/- (10" cells/mL)

Controle 96 120 160

RuphenimH 30 32 35

4.6.3 - Absorcdo do complexo pela célula visualizada por

microscopia confocal

Uma vez que os complexos emitem luz de 660 nm, se utilizou a
técnica de Microscopia Confocal para verificar a internalizacdo do RuphenlmH
e Ruphen1Melm na célula HCT116 p53**.

A célula sem complexo (controle) foi tratada e com o complexo por
24 horas na concentracdo de 20pmolL™. O marcador de DNA (DAPI) foi
adicionado para melhor visualizar o nacleo da célula. A figura 4.33 mostra que
0s complexos consegue ultrapasar a barreria celular e estdo localizados tanto no
citoplasma quanto no nucleo.

N&o se sabe se a passagem do complexo pela membrana celular foi
por difusdo simples ou facilitada por algum receptor presente na membranamas
provavelmente o ligante fenantrolina foi importante para a sua internalizagéo por

ser a parte mais lipofilica do complexo. Também é importante ressaltar que os
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complexos sdo estdveis no meio intracelular, pois sua luminescéncia
permaneceu no interior da célula.

Se houvesse alguma mudanca na coordenacdo do complexo como a
labilizacdo do ligante monodentado e entrada de agua a emissdo desapareceria,

pois 0 aquo-complexo ndo possui emissao.

DAPI DNA STAIN 24hours

- . .

o . .
o . .

FIGURA 4.32 - Microscopia confocal do controle e dos complexos RuphenimH
e RuphenlMelm na célula HCT116 utilizando o marcador de DNA, DAPI.

4.6.4 - Interacdo do complexo com DNA e sua atuacdo como sonda
DNA

A maioria dos agentes quimioterapicos convencionais atuam no
DNA causando danos irreversiveis a esta macromolécula o que leva a inibicéo
das celulas tumorais. Ndo é regra um farmaco interagir com o DNA, mas na

maioria dos casos € a partir desta interacdo que se desencadeia a morte celular
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ou inibicdo da sua proliferacdo. De acordo com a ilustracdo’® mostrada na figura
4.34, quando o dano ao DNA ¢é de forma intensa, a probabilidade de ocorrer
apoptose € maior. Ao contrario, quando o dano € leve este pode levar a outra via

de atuacdo como a inibicdo da proliferacdo celular e 0 mecanismo citostatico.
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4 (Radiagdo UV) (Estresse Oxidativo)
(—253—-1 Dano ao DNA
Proteina l
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"
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FIGURA 4.33 - llustracdo de um mecanismo citostatico versus mecanismo

citotoéxico.

Para saber se o complexo RuphenlmH interage com o DNA, se
utilizou a técnica de fluorescéncia. O complexo RuphenlmH apresenta emissao
na regido de 660 nm em tampéo fosfato pH 7,4 quando excitado com luz de 490
nm (maximo de absorcdo da banda de 'MLCT (Ru — phen). Quando se
adicionou DNA na solucdo de complexo, em um intervalo de concentracdo de
1,0 umolL™ a 10,0 umolL™, se observou um aumento gradual da emisséo do
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complexo até a concentracdo de 8,0umol.L™ quando a emissdo comeca a ficar
constante Figura 4.35.

A figura 4.36 mostra a variacdo do méaximo de emissdo do
complexo com a adicdo de DNA. O aumento de emissdo do complexo com a
concentragdo do DNA sugere a interagcdo complexo-DNA e indica que a
interacdo do complexo ocorre no sitio hidrofébico do DNA®’, pois quando
ocorre a interagéo, a estrutura do complexo fica mais rigida e as moléculas de
agua que estavam solvatando o complexo se afastam fazendo com que o
complexo perca menos energia por vibracdo néo radiativa levando ao aumento
da emisséo do complexo.

Estes resultados ndo s6 mostram que o complexo interage com o
DNA como também demonstram que o complexo pode atuar como sonda de
DNA ja que a intensidade de emissdo do complexo aumenta na presenca desta
biomolécula. Vale ressaltar que estes dados séo recentes e que pretendemos

aprofundar estes estudos futuramente.
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FIGURA 4.34 - Aumento da emissdo do complexo RuphenlmH devido a adicéo
de DNA no intervalo de concentragéo de (0 a 10pmolL™)
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FIGURA 4.35 - Valores de emissdo do complexo na regido de 660 nm versus

concentracdo de DNA.

5 — Conclusodes

Os resultados obtidos até 0 momento sdo promissores para a
atuacdo dos complexos estudados neste trabalho como bons candidato a farmaco
para tratamento de cancer. Os complexos podem ser preparado de maneira
simples com altos rendimentos 0 que compensa O custo com reagentes
relativamente caros como RuCl;.6H,0. Os complexos sdo estaveis no estado
solido e em solucdo aquosa quando mantido sob o abrigo da luz. Séo bastante
soltvel em meio aquoso (6mg/mL) e estavel a variacdes de pH entre 2 a 12.
Apresentam atividade anticancerigena in vitro comparaveis € na maioria dos
casos superiores ao farmaco comercial cisplatina.

O complexo RuphenlmH é seletivo as células tumorais como
mostrado nos experimentos com as células p53™ e provavelmente possui baixa
toxicidade a células normais devido ao mecanismo de acdo citostatico. Vale
ressaltar que manutencdo da emissdo do complexo no interior da célula permite
que o complexo atue como uma sonda biomolecular, permitindo 0 mapeamento

do farmaco e sua reatividade no sistema biologico.
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A emissdo intensa a 660 nm, tempo de vida de emissdo longo séo
propriedades fundamentais para um diagnotico. A emissdo em 660nm além de
ndo danificar o tecido também néo sofre interferéncia da absorcédo e/ou emissao
de outras biomoléculas. O complexo RuphenlmH interage de forma nao
covalente com a proteina HSA, sem alterar sua configuracdo secundéria, atua
como sonda de DNA e € um bom inibidor da enzima acetilcolinesterase. Todos

estes fatores tornam 0s nossos complexos bons candidatos a farmacos.
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{ - Anexos

Tabela A1. Angulos e distancias te6rico do complexo RuphenlmH
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Atomos Distancia | Atomos Angulos
ligacdo (A) ligacéo (°)

Ru(1)N-imidazol(46) 2,12 N-Phen(2)Ru(1)N-phen(8) 79,62

Ru(1)N-imidazol(55) 2,12 N-imidazol(46)Ru(1)N- 91,43
imidazol(55)

Ru(1)N-phen(2) 2,09 N-imidazol(46)Ru(1) N- 86,62
phen(30)

Ru(1)N-phen(8) 2,10 N-imidazol(46)Ru(1) N- 89,54
phen(24)

N-imidazol(58)-H- 1,01 N-imidazol(46)Ru(1) N- 176,38

imidazol(63) phen(2)

N-imidazol(49)-H- 1,01

imidazol(51)

Tabela A2. Angulos e distancias tedrico do complexo Ruphen1lMelm

Atomos Distancia | Atomos Angulos
ligacdo (A) ligacéo (°)

Ru(1)N-imidazol(46) 2,12 N-Phen(2)Ru(1)N-phen(8) 79,57

Ru(1)N-imidazol(62) 2,12 N-imidazol(46)Ru(1)N- 91,48
imidazol(62)

Ru(1)N-phen(2) 2,09 N-imidazol(62)Ru(1) N- 89,67
phen(2)

Ru(1)N-phen(8) 2,10 N-imidazol(62)Ru(1) N- 86,96
phen(8)

N-imidazol(49)-CH3- 1,473

imidazol(54)

C-imidazol(60)-CH3- 1,473

imidazol(66)




Tabela A3. Angulos e distancias te6rico do complexo RubpylmH
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Atomos Distancia | Atomos Angulos
ligacdo (A) ligacéo (°)
Ru(1)N-imidazol(42) 2,13 N-bpy(2)Ru(1)N-bpy(8) 78,68
Ru(1)N-imidazol(51) 2,13 N-imidazol(42)Ru(1)N- 91,61
imidazol(51)

Ru(1)N-bpy(2) 2,08 N-imidazol(51)Ru(1) N-bpy(2) | 89,52
Ru(1)N-bpy(8) 2,09 N-imidazol(51)Ru(1) N-bpy(8) | 85,76
N-imidazol(45)-H- 1.01

imidazol(47)

N-imidazol(54)-H- 1.01

imidazol(59)

Tabela A4. Angulos e distancias tedrico do complexo RubpylMelm
Atomos Distancia | Atomos Angulos
ligacdo (A) ligacéo (°)
Ru(1)N-imidazol(42) 2,13 N-bpy(2)Ru(1)N-bpy(8) 78,64
Ru(1)N-imidazol(58) 2,13 N-imidazol(42)Ru(1)N- 91,29
imidazol(58)
Ru(1)N-bpy(2) 2,08 N-imidazol(42)Ru(1) N- 89,71
phen(22)
Ru(1)N-bpy(8) 2,09 N-imidazol(42)Ru(1) N- 86,03
phen(28)

N-imidazol(56)-CHa- 1,47

imidazol(62)

N-imidazol(45)-CHs- 1,47

imidazol(50)




102

Tabela A5. Atribuicdo do espectro de UV-Vis experimental a partir dos valores

do calculo tedrico para o complexo RuphenlMelm.

Comprimento | Comprimento | Transicdo | Principais | Forgado
de onda de onda eletrobnica | transicbes | oscilador
experimental tedrico )
224nm 225nm 'LLCT, Imeim— 0,255
'LLCT phen”
phen—
phen”
265nm 255nm 'LLCT phen— 0,9562
phen”
260nm 'LLCT | Ru,dn—IM | 0,0239
eim
320nm 326nm 'MLCT, | Ru,dn—phe | 0,0001
'MC n’
Ru,dn—Ru,
do
430nm 447nm 'MLCT | Ru,dn—phe | 0,0904
n
484nm 479nm 'MLCT | Ru,dn—phe | 0,0961
n
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Tabela A6. Atribuicdo do espectro de UV-Vis experimental a partir dos valores

do calculo tedrico para o complexo RubpylmH.

Comprimento | Comprimento | Transicdo | Principais | Forcado
de onda de onda eletrobnica | transicbes | oscilador
experimental tedrico )
243nm 225nm ILLCT, | bpy—bpy | 0,1167
'LLCT ImH—
bpy”
260nm 'MLCT | Ru,dn—Im | 0,1213
H*
293nm 280nm ILLCT, | bpy— bpy | 0,2010
MC Ru,dn—Ru,
do
342nm 328nm 'MC Ru,dn—Ru, | 0,0052
'MLCT do
Ru,dn—bpy
Ru,dn—Im
H
344nm 'MLCT | Ru,dn—bpy | 0,1149
454nm 446nm 'MLCT | Ru,dn—bpy | 0,0287
494nm 476nm 'MLCT | Ru,dn—bpy | 0,1396
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Tabela A7. Atribuicdo do espectro de UV-Vis experimental a partir dos valores

do calculo tedrico para o complexo RubpylMelm.

Comprimento | Comprimento | Transicéo Principais Forca do
de onda de onda eletronica transicoes oscilador
experimental tedrico ()
243nm 195nm ILLCT, | 1Melm—bpy | 0,1184
'LLCT 1Melm—
1Melm
292nm 278nm 'LLCT, bpy— bpy 0,6169
328nm 'MLCT, Ru,dr — 0,0041
'™MC 1Melm
Ru,dn—Ru.,do
340nm 346nm 'MLCT | Ru,dn—bpy 0,1031
454nm 450nm 'MLCT | Ru,dn—bpy 0,0298
490nm 481nm 'MLCT | Ru,dn—bpy | 0,1367
E=1,5V { E=0.50V
- -

———————— T e —
350 400 450 500 550 600 650 700 750

A(nm)

350 400 450 500 550 600 650 700 750

A(nm)

FIGURA A8 - Espectroeletroquimica do RuphenlMelm em DMF utilizando
PTBA 0,1 M como eletrolito de suporte. A) 1,5V; B) 0,5 V.
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Figura A9. RMN 1H do complexo RubpylmH em tampéo fosfato pH 7,4 na

auséncia de luz no tempo 0 e 72 horas.
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Figura A10. RMN 1H do complexo RubpylMelm em tampéo fosfato pH 7,4 na

auséncia de luz no tempo 0 e 72 horas.

0,01
-0,2 f(
0,4

-0,6

pcal/sec

_0’8,

_1’0,

'1,2 T T T T T T T T T T T T T T T T T
-83 00 83 16,7 250 333 41,7 50,0 583 66,7
Time (min)
Figura A1l - Titulagcdo da proteina HSA pelo complexo RuphenlMelm em

tampdo fosfato 0,1mol.L™ pH 7,4.
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Figura Al2 - Espectro de STD-RMN para o complexo RuphenlMelm na
presenca da HSA.



