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RESUMO

Complexos Do Tipo cis-[Ru(phen-L),(apy)2]** Com Interesse No Tratamento Do Mal
De Alzheimer: Propriedades Fisico-Quimicas E Estudos De Inibicdo Da Acetil

Colinaesterase

No seguinte trabalho esta relatado a sintese, caracterizacdo e propriedades
fotoquimicas e fotofisicas do complexo cis-[Ru(phen).(4apy).]** em que 4apy = 4-
aminopiridina. Este complexo é termicamente estavel em solu¢cdo aquosa ou mesmo
em solventes organicos, o espectro de absorcdo desta espécie é caracterizado por
uma banda intensa em 450 nm, e uma banda de emissédo bastante intensa em 640
nm. Este complexo é susceptivel a fotolise em solucédo, determinado por técnicas
espectroscopicas (UV-Vis, Luminescéncia e 'H-RMN), em &gua, o processo de
fotGlise é caracterizado pela liberacao do ligante 4apy seguido pela formacao de trés
diferentes produtos, cis-[Ru(phen).(4apy)(H.0)]**, cis-[Ru(phen),(H,0),]** e trans-
[Ru(phen)>(H-0),]**, que também foram sintetizados e caracterizados por técnicas
espectroscopicas e eletroquimicas (voltametria ciclica e de pulso diferencial), e o
mecanismo de fotdlise envolvido neste sistema foi estudado por meio de célculos
computacionais em nivel de aproximacdo TD-DFT. Considerando a hipo6tese
colinérgica envolvida no estudo para farmacos aplicados para o tratamento do mal
de Alzheimer, foram efetuados estudos de inibicdo da enzima acetil colinaesterase
AChE usando o método de Ellman e o método fluorimétrico. Em ambos os casos os
resultados de inibicdo foram comparados com o inibidor padrdo Tacrina (clorohidrato
de 9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina). Avaliou-se a citotoxicidade destes compostos
frente as células do tipo 3T3 e NG97. A atividade inibitoria obtida para o complexo
cis-[Ru(phen),(4apy).]** foi de ICso= 1,38 pM, determinou-se que a inibicdo da
enzima AChE por este complexo ocorre por um mecanismo reversivel competitivo, e
gue a atividade citotoxica frente as células do tipo NG97 decai a medida que ocorre
a substituicdo dos ligantes 4apy por ligantes aquo. Comprovou-se a atividade
emissiva in situ do complexo cis-[Ru(phen) (4apy).]** pelo experimento de
microscopia confocal. Os resultados obtidos indicam que o fotosistema em estudo

apresenta um grande potencial como um metalofarmaco bastante versatil.
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ABSTRACT

Cis-[Ru(L-phen)a(apy)-]** Complexes, With Interest In The Treatment Of Alzheimer’s

Disease: Physicochemical Properties And Acetylcholinesterase Enzyme Inhibition.

The photochemical and photophysical properties of the cis-[Ru(phen).(4apy).]**
complex where 4apy= 4-aminopyridine are reported. In this work the complexes are
thermically stable throughout the course of many hours in non-aqueous and aqueous
solution and highly colored (red solution in the most of solvents). The absorption is
characterized by two broad shoulders and an intense emission is found at 640 nm.
Upon photolysis in aqueous solution, accompanied by spectroscopic techniques (UV-
vis, luminescence, 1H NMR, HPLC) cis-[Ru(phen),(4apy).]** complex loses the 4apy
ligand to give the aquo complexes: cis-[Ru(phen);(4apy)(H20)]**, cis-
[Ru(phen),(H20)2]** and trans-[Ru(phen)z(H20).]**. The aquo complexes have been
synthesized and characterized using *H NMR, FTIR and UV-vis spectroscopy. The
photochemical mechanism is confirmed by TD-DFT calculations. Considering the role
of acetylcholinesterase inhibitors in the Alzheimer disease treatments, the prepared
complexes were tested for AChE inhibition using the Ellman and fluorimetric
methods. In these studies Tacrine (hydrochloride-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-amine)
was used for comparison purposes. The complexes were also evaluated for their
toxicity towards to 3T3 and NG97 cells. The cis-complex binds with micromolar
affinity to AChE and display an ICsy of 1.38. The cis-complex is a reversible
competitive inhibitor while Tacrine gives mixed and uncompetitive inhibition with
acetylcholine as the substrate. Citotoxicity studies showed that the cis complex
presents a higher citoxicity against NG97 cells (ICso= 39.84 umol.mL™) and a lower
citotoxicity toward 3T3 cell. We evaluated the in situ emissive activity of the complex
cis-[Ru(phen)s(4apy),]** through confocal microscopy, obtaining the expected
contrast as well as the emissive loss resulting from the photolysis process. Overall,
these results are of particular interest for designing intelligent metallodrugs based on
photochemical and photophysical processes and offer promising potentials for the

treatment of Alzheimer diseases.



viii

LISTA DE ABREVIATURAS

6-31G(d) — Conjunto de fun¢cdes de base gaussianas com polarizabilidade d

AChE — Acetil Colinaesterase

AChl — lodeto de Acetil Colina

AChS — Acetil Colinasintase

ACol — Acetato de Indoxila

apy — aminopiridina

4apy — 4-aminopiridina

BChE — Butil Colinaesterase

CM — Centradas no Metal

DFT — Density Functional Theory (Teoria do Funcional de Densidade)

DGDVZP — pseudopotencial de fungdes Dgauss com valéncia duplo zeta e funcao p

DTNB — acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoéico

F20Tetraphenylporphirin — 3,10,15,20-tetrakis-(pentafluorfenil)porfina

F20TPPFeCl - cloreto de 3,10,15,20-tetrakis-(pentafluorfenil)porfina ferro(ll)

HOMO - Highest Occupied Molecular Orbital (Orbital Molecular de Mais Alta Energia

Preenchido)

KI — Constante de Inibicdo Enzimatica



Km — Constante de Michaelis-Menten

LanL2DZ - Pseudopotencial Los Alamos com valéncia duplo zeta

LUMO - lowest Unoccupied Molecular Orbital (Orbital Molecular de Mais Baixa

Energia N&o Preenchido)

MA — Mal de Alzheimer

MPA — Mulliken Populational Analyse (Analise Populacional de Mulliken)

NBO — Normal Bonding Orbital (Orbitais Normais de Ligagao)

ONIOM — Algoritimo de tratamento em camada para moléculas OM/MM (Our own N-

layered Integrated Molecular Orbital and Molecular Mechanics)

phen — 1,10-fenantrolina

PCM - Polarizable Continium Model (Modelo Continuo de Polarizabilidade)

RB3PW91 — Restricted Beck3 Perdew and Wang’s 1991 (Funcional Restrito de

Correlacao e Troca desenvolvido por Perdew e Wang'’s)

SCN - Sistema Nervoso Central

TCML - Transferéncia de Carga do Metal para o Ligante

TD-DFT — Time Dependency Density Functional Theory

UB3LYP — Unrestricted Beck3 Lee Yang and Par (Funcional ndo Restrito de troca e

correlacdo desenvolvido por Lee, Yang e Parr)



LISTA DE ESTRUTURAS

Cl

‘;‘""CI = Mll 1;"""'-0|-|2
—
P

Complexo | Complexo Il Complexo lll

,11OH;

Complexo V
OH NH,

Tacrina

Complexo VI Galamtamina

7\
N
HN (@) $ —

CHa 3

4-aminopiridina

Fisostgmina 1,10-fenantrolina



Xi

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Valores de Ayax (nm) e de € (M*.cm™) em N,N’-DMF, obtidos pelos espectros de
absorcdo UV-Vis para 0s seis complexos €m €StUAO. ........ccccvevieeerierieeieneeeese et 43

Tabela 2 Valores de E € E.g (MV) para os complexos de Il a VI em solucao de acetonitrila
€ 0,1 M B TBAPEFG. ..ottt ettt ettt e et e st e st e e ste et e e s st e satesaaeesteesteesaeesaeesanesns 51

Tabela 3 Valores de deslocamento quimico & (ppm), acoplamento (Hz) e multiplicidade para
os complexos cis-[Ru(phen),(CH;CN),]*" e cis-[Ru(phen)z(4apy)al* . ....ccoceveeeeeeeerneeeereereeerennnn 54

Tabela 4 Valores de deslocamento quimico & (ppm), acoplamento (Hz) e multiplicidade para
os complexos cis-[Ru(phen),(CH3CN)(4apy)]*" e trans-[Ru(phen),(CH3CN)a*" . covvveeeeenne. 55

Tabela 5 Valores de ordem de ligacdo, cargas de Miilliken e de densidade de spin para o
complexo cis-[Ru(phen),(4apy).]**, no estado fundamental e no estado excitado TCML®
(obtidos POr UB3LYP/LANL2DZ). .....coviiiieiirieeieieieteesteeese sttt sttt 58

Tabela 6 Valores de contribuicdo orbital de cada fragmento destes complexos para os
orbitais moleculares envolvidos nas transicdes eletrénicas (CM, TCML) para os complexos
de 11 & VI €M NOSSOS ESTUADS. .....ocveeiiiieieeiectteteste ettt st e te et e s be b e s teera e besteesaesbesssensesreennas 62

Tabela 7 Dados de carga parcial por NBO para alguns atomos de interesse dos complexos
L= T SRS 67

Tabela 8 Valores de Kl (constante de inibicdo) para o complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]**
calculado, em comparacdo com os valores extraidos da literatura para inibidores
reconhecidos, e outros derivados de POIfifiNA. ........cceeveeiiiieceieseece et 80



xii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Fotolise do complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]** em acetonitrila, irradiado em 420 nm;
(@) mudanca no espectro de absorcdo (destaque para o decaimento temporal da
absorbancia medido em 480 nm); (b) mudanca no espectro de absorcao referente a primeira
parte da equacdo 1; (c) mudanca no espectro de absorcdo (2% parte da equacdo 2); (d)
mudanca no espectro de emissédo (destaque ao grafico do maximo de absor¢do contra o
maximo de emissdo medidos durante a fotdlise do complexo, R2=0,997) ................................. 22

Figura 2 Espectro de emissdo da fotélise do complexo cis-[Ru(phen),(4apy).]**, em tamp&o
Trisma\HCI 0,1M pH=7,4, Ag= 450 nm, contendo 1% de BSA (soroalbumina bovina
)irradiado em reator fotoquImMICO de 420 NM. ......ccecieiiieieeeeere e 24

Figura 3.a Voltamograma ciclico do processo de isomerizacdo do complexo trans-
[Ru(phen),(H;0),]** em cis-[Ru(phen),(H,0).]**(0,1 M de TBAPFg, CH;CN) e 3.b Espectro de

absorcao na regido do UV-Vis referénte ao mesmo processo de iSomerizagao. .........c..c..c..... 25
Figura 4 Descricao simplificada das etapas de sintese envolvidas no trabalho e a estrutura
dos compostos de | a [l OBLIAOS. .....cc.oouieeeiicieeececeeee e bbb st 34
Figura 5 Figura representativa das reacfes fotoquimicas e térmicas envolvidas nos
complexos (Il a VI') envolvidos no sistema em eStudO. ........cccccveireririneneneneeeeeeeesese e 35
Figura 6 Modelo das reacBes envolvidas no método de inibicdo enzimatica (método de
Ellman) utilizado neste trabaliNo. ... e 37
Figure 7 Reacdes envolvidas no método fluorimétrico de inibicdo enzimatico utilizado no
L= 0= 1| T TR PSSRSO 38

Figura 8 Espectros de absor¢éo na regido do UV-Vis dos complexos de | a VI em N,N’-DMF;
absortividade molar (10°.mol™.L.cm™) eixo y em funcéo do comprimento de onda (nm) eixo x.

Figura 9 Em 9.a complexo cis-[Ru(phen),(OH,),].(PFs). em agua, tampéo trisma 0,1M
pH=12,2; pH=2,0. Em 9.b espectros UV-Vis em acetonitrila, dimetil-sulfoxido e dimetil-

FOIMMIBIMIAAL ...ttt ettt a e bbb st b et et et et eaeeaeebenaenen 45
Figura 10 Espectros de absorcdo no infravermelho para o0s complexos Ccis-
[Ru(phen),Cl,].2H,0 e [Ru(phen),CO3].2H,0 obtidos em pastilhas de KBr. ........cccccecerereenene. 47
Figura 11 Espectro de absorcdo no infravermelho do complexo cis-[Ru(phen),(OH.),](PFs)2
€M PASHINAS B KBI . ...ttt ettt st s te et e s beeaaesteebe e besteesaesbesssansesreennas 48
Figura 12 Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo trans-
[Ru(phen)(OH2)2](PFe)2 €M pastilnas de KBr ..ottt sae e e 48
Figura 13 Espectro de absrocdona regido do infravermelho do complexo cis-
[Ru(phen),(OH,)(4apy)](PFs). obtido em pastilna de KBr........ccooveceveeceerieeeeeeeeeeee e 49
Figura 14 Espectro de absrocdo na regido do infravermelho do complexo cis-
[Ru(phen),(4apy).](PFs), obtido em pastilna de KBI. ..o 49

Figura 15 Voltamograma ciclico obtido para os complexos de Ill a VI, com intervalo de
potencial de 0-1800mV (referéncia Ag|AgCl), velocidade de varredura de 150 mV.s' e
€letrolito de SUPOIE TBAPFG. ....cv ottt ettt sttt ae et e st s b e b e s e s eseeseeseeresrens 52

Figura 16 Estrutura com hidrogénios enumerados referentes aos valores da Tabela 3 e
Tabela 4 para os complexos cis-[Ru(phen),(CHsCN),]**, cis-[Ru(phen),(4apy)(CH;CN)J**, cis-

[Ru(phen),(4apy),]** e trans-[RU(PhEN)o(CHCN) LI . c..oeieeeeeeeeeeee e 54
Figura 17 RMN de 'H para os complexos cis-[Ru(phen),(4apy).]** cis-[Ru(phen),(OH,),]*",
cis-[Ru(phen),(OH,)(4apy)]** e trans-[Ru(phen),(OH,),]*" €m CD3CN. .......covvvvveeeeieieeeeeeen. 56

Figura 18 Comparacgao entre os espectros eletrdbnico do complexo VI teorico obtido pelo
método TD-DFT UB3LYP\LanL2DZ (linha vermelha) e experimental (linha preta).................. 57



Xiii

Figura 19 Diagrama de energias simplificado e superficies de contorno para os estados
triplete e singlete do complexo Cis-[RU(PREN)(48PY)2]2" . veveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 60

Figura 20 Estrutura 3D otimizada para as 3 moléculas cis-[Ru(phen),(OH,),]** (complexo IlI),
cis-[Ru(phen),(4apy)(OH,)]**(complexo V), cis-[Ru(phen),(4apy),]**(complexo VI) e trans-

[RU(PNEN)2(OH2)2]%* (COMPIEXO V). ..ooooeeecveeeeeeeee e aes e ses s ses s sas s senssensnns 62
Figura 21 Superficies de contorno dos 4 complexos estudados no sistema fotoquimico de
INMEEIESSE. ...ttt ettt sttt ettt ettt s bbb e e et e st e st e bt b e e b e s e e b et e Rt e Rt e Rt b e b e b et et et e st et e neere et et es 64

Figura 22 Graficos de distribuicdo orbital em funcdo da energia dos orbitais moleculares
para cada um dos complexos de Il & VI, em destaque as regides envolvidas nas transicoes

TCML, CM € TCLL. 1ottt ettt sttt eaeese et e st e stessessenseneeneeseeseesensensan 66
Figura 23 espectros individuais, 23.b projecdo em 3D e c gréafico em fungéo do tempo para
ATAT2 NIM ettt h e bbb et et et et e h e e a e bt e bt b e st e s b et et et neeneeaeebeneetan 69
Figura 24 Em 24.a todos os espectros medidos com 3,7 uM de 4apy e em 24.b a curva
Média em fUNGEO O TEIMPO. ..oeiiiieieee ettt st ae b b ee 70
Figura 25 Espectros continuos em 25.a, e curva média e triplicata em funcdo do tempo em
25 T o USSR STPRRRPRR 71
Figura 26 Espectros continuos em 26.a e curva média em fungcdo do tempo para o
complexo cis-[RU(PhEN)H(4APY)2]%" €M 26.D. ..o 71

Figura 27 Espectros continuos para o0 teste de inibicio com o complexo cis-
[Ru(phen),(4apy)(OH,)]*" em 27.a, medidas em funcdo do tempo, e curva média em 27.b..72

Figura 28 Espectros continuos para o composto cis-[Ru(phen),(OH,),]** estdo
representados em 28.a e a curva média e triplicata em fungdo do tempo em 28.b................. 72

Figura 29 Espectros continuos para o complexo cis-[Ru(5Cl-phen),(4apy),]** e, em 29.b,
evolugdo da absorbancia em 412 nm em fungao do tEMPO........cceeveiririnirereeee e 73

Figura 30 Espectros continuos, em 30.a, usando como inibidor padréo a Tacrina e, em 30.b,
evolugdo temporal da absorbancia para o comprimento de onda de 412 nM........cccccecevvvrenene 73

Figura 31 No gréafico 31.a, as curvas de reacdo enzimatica usando diferentes fragmentos e
o complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]**, como inibidores em comparacdo com a Tacrina. Em
31.b, comparagéo entre com os 3 complexos estudados como inibidores na curva de reacao
de NidroliSE ENZIMALICA. .....ccevveieieieieieeeee ettt st te e e e e e e e e eseesesseneens 74

Figura 32 Gréfico de barras para a velocidade de reacdo enzimatica para os diferentes
inibidores comparados com o inibidor comercial Tacrina e com a reacao enzimética livre de

171 ] o (o] SR OSSPSR 75
Figura 33 Gréfico de delta taxa de reacdo segundo variacdo no tempo de incubacdo do
complexo [ com a €NZIMa ACKHE. ...ttt be e b s anas 76
Figura 34 Gréfico de delta taxa de reacdo segundo variacdo no tempo de incubacédo do
complexo 1V com @ €NZIMA ACKNE.. ...ttt st saesseensesneeneas 77
Figura 35 Grafico de delta taxa de reacdo segundo variacdo no tempo de incubacao do
complexo IV com a enzima ACKE. ... 77
Figura 36 Gréfico de Linear-Buck para obtencdo dos parametros de cinética de inibicao
segundo as equactes de MIChaeliS-MENTEN. .........cco e e 78
Figura 37 Representacdo das estruturas utilizadas como comparacdo com relacdo aos
valores de constante de iNDICAOD Kl.......c.oouieieiiiieieeceee et 79

Figura 38 Valores de atividade enzimatica normalizada em funcdo da concentracdo de
inibidor (Complexo VI). Os pontos representam os valores obtidos pelo método de Ellman e
a linha azul representa a regressao logaritmica com limite no intervalo dos pontos tracados.

Figura 39 Gréfico adaptado® da porcentagem de inibicdo da atividade enzimatica (AChE)
segundo a pequena biblioteca de 28 complexos polipiridinicos, a 1uM de inibi¢do, a linha



Xiv

vermelha representa o limite delimitado pela porcentagem de inibicdo referente ao complexo
CIS-[RU(PNEN) 2(AAPY) 2% oottt en e en e e seasnesean 82

Figura 40 Complexos com maior atividade inibitéria ICs, (estruturas e e t), e complexos com
valores de ICs, inibitorio mais préximo do complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]** (estruturas p, q

e d) adapatados da referéncia FIQUIa 39. ..ot 83
Figura 41 funcdo do tempo (em destaque a triplicata para a reacéo padréo livre de inibidor,
e a reacdo contendo 3,7uM do composto cis-[RU(Phen)(4apy)a]>")...ccoveveeeeeeeceeeseeeeeeseees 84

Figura 42 Espectros de emissdo obtidos, para a reacdo de hidrélise enzimatica utilizando
3,7 uM do complexo cis-[Ru(phen),(OH,).]** em 42.a. cis-[Ru(phen),(OH,)(4apy)]** 42.b e

trans-[RU(PheN)2(OH2)2]%" NO GrAFICO 42.C....vuveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 85
Figura 43 Grafico de barras, contendo a taxa de reacdo enzimética obtida pelo método de
fluorescéncia, utilizando 3,7 uM para cada protétipo inibidor. ...........ccceeeieeceveciecececee 86

Figura 44 Em a, curva média para as medidas de inibicdo enzimatica acompanhados
fotoquimicamente e, em b, comparacéo da curva média com e sem fotoquimica (método de
EIMAN). bbbttt h e bbbttt ettt h e e b e 87

Figura 45 Curvas do experimento combinado para o complexo cis-[Ru(phen),(4apy)(OH,)]**
em a. Curva média comparada com e sem o processo de fotdlise em b. Comparacado dos
experimentos com fotoquimica entre os complexos cis-[Ru(phen),(4apy).]** e cis-
[Ru(phen),(4apy)(OH,)]* em ¢ e comparacédo com e sem a fotoquimica para 0s mesmos

COMPIEXOS BIM Q... b ettt ettt ae bt s be b e st e s b et e s et eneebeeseebeneens 88
Figura 46 Gréficos e viabilidade celular em fung¢édo da concentracdo da espécie no meio de
cultura (complexos I, IV e VI) para as células do tipo 3T3. ..o 90

Figura 47 Gréficos e viabilidade celular em fungéo da concentracdo da espécie no meio de
cultura (complexos lll, IV, VI e o ligante 4-aminopiridina livre) para as células do tipo NG97.

Figura 48 Fotos tiradas do meio de cultivo celular contendo a espécie em estudo
(complexos 1lI, 1V, VI e o ligante 4-aminopiridina livre) em placas de 96 pocgos utilizado na

medida eSPECIrOfOTOMELIICA. .......ccveveieiieicieec ettt r e seeae s b s 91
Figura 49 Gréfico contendo os valores de IC50 de citotoxidade para os complexos (lll, IV e
VI) e o ligante 4-aminopiridina, frente as células 3T3 € NGO7......ccccevveireiveincnneeeeeees 92

Figura 50 Imagens de microscopia confocal obtidas com o contraste emissivo do complexo
cis-[Ru(phen),(4apy),]**. Em 50.a contraste emissivo antes da irradiacdo e em 50.b perda do
contraste ap6s 1 minuto de irradiaGao CONLINUAL..........ccveerririerierieieieieeeee e 94

Figura 51 Imagens com o contraste do complexo VI em vermelho. 51.a imagem sem
irradiagdo, em 51.b apds 40 segundos de irradiacdo continua, e em 51.c ao final de 1 minuto
de irradiagdo, sem o contraste emissivo do COMPIEXO V1. .....ccoveieieirininirenereeee e 94

Figura 52 Gréfico de Intensidade de Emisséo Relativa em fungcdo do Tempo, em destaque o
decaimento da emissdo do complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]** em meio celular, para dois
diferentes pontos da lamina fotografados e acompanhados da irradiacdo em pulsos de 5
L= 11 T [0 1= OSSP 95



XV

SUMARIO
LANTRODUGAO. ..o 17
OBJETIVOS GERAIS ... 27
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..o 27
2.PARTE EXPERIMENTAL ..o 28
2.1.MateriaisS € EQUIPAMENTOS.......ccoiiiiiiiiiee e e e e e e 28
2.2.Procedimento EXPerimental .............uuuiiiiiie i 30
2.2.1.Sintese do cis-[Ru(phen)2CIo].2H20........uiiiiiiiiieiiiiiieee e 30
2.2.2.Sintese do [Ru(phen)2CO3].2H20 .. ..o 31
2.2.3.Sintese do Cis-[Ru(phen)2(OH2) 2l (PFe)2 . vvveeeeeeaaiiiiiiiiiiiieeeeee e 31
2.2.4.Sintese do cis-[Ru(phen)2(4apy)(H20)](PFg)2 ..cccvvvveeriiiiiiiieeeeeeeeicee e 32
2.2.5.Sintese Fotoquimica do cis-[Ru(phen) (4apy)(H20)1(PF6)2.......ccevvrvveennnnn. 32
2.2.6.Sintese do trans-[Ru(phen)2(OH2)2](PF6)2 .oveeeeeiiiiiiiiiiiee e 32
2.2.7.Sintese do cis-[Ru(phen)2(4apy)2](PFg)2 ... cceeeeeeiiiiiiiiiiiiee e 33
2.3.Estudos de Inibigdo Enzimatica (AChE).........cooiiiiiiiiiieeee e 36
2.3.1.Preparo de SolugOes € REAgENTES ..........uuuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieieee 36
2.3.2.Metodologia dos Experimentos de INIbICAO ...........ccevvviiiiieeeiiiiiiiiiieeeee 36
2.4.Estudos Combinados de Inibicdo Enzimatica e Fotoquimica...............cceuueeee. 39
3.ESTUDOS TEORICOS......cooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 39
0 I/ =1 (oo [0 1S I =To 1 o o1 P 39
4.RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ot 41
4.1.Preparacdo dos Complexos Polipiridinicos de RU(ll) ...........cveeeeiiiiiiiiieeennenn. 41
4.2.Espectros de Absorcdo na Regido do UV-VIiS..........cceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiic e, 42
4.3.Espectros de Absorcao no Infravermelno ..., 45
4.4.Comportamento EIetroqUimICO.........c.ooiiiiiiiiiii e 50
A5 RMN-TH. ..ot 53
4.6.Analise d0OS EStUAOS TEOMCOS .....uuuuuurriuiiiiiiiiiiiiiiieiiieiinnneneannneennenennennenennnnnnnnnen 57
4.6.1.Avaliacdo do Mecanismo da Reacdo FotoquimiCa ...........ccccuvvvvvmnnnnnnnnnnnns 57
4.6.2. Célculos Computacionais Realizados para os Fotoprodutos................... 60
4.6.2.ANAlISE NBO. ...t 66
4.7 .Experimentos de Inibicdo Enzimatica (AChE)............uuuuririiiiiiiiiiiiiiiiiiinnneennnnnns 67

4.7.1.Experimentos de Inibicdo Enzimatica (método de Fluorescéncia)............. 84



XVi

4.8.Experimentos Combinados (Fotoquimica e Inibicdo Enzimatica) .................... 87
4.9.Experimento de CitotoXiCIdade € IC50 «.vuuvvrruiiiieeiieiiiiiiiii e eeeeii e e eeeeens 89
4.10 Experimentos de EMISSE0 iN SItU ........ccuuuuiiiiiieeiiiiiiicis e e e e e eeennns 93
5.CONCLUSAO ...t 96
6.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 98
APENDICE L ...ccooooviiiieiiieeiseeessseses e 105

AP ENDICE 2 oo e, 106



17

1.INTRODUCAO

O Mal de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa que atinge cerca
de 1 milhdo e meio de brasileiros, e afeta uma em cada vinte pessoas acima de 65
anos, segundo estimativa da ABRAZ! — (Associacdo Brasileira de Alzheimer). A
evolucao temporal do Mal de Alzheimer (MA) preocupa cada vez mais a comunidade
cientifica. Atualmente o MA gera um custo total de 172 bilhdes de ddlares com
pesquisa, gastos previdenciarios e investimento em infraestrutura. Para o ano de
2025, esse montante pode ultrapassar o valor de 307 bilhdes de délares e chegar a
1,078 trilhdes de délares em 2050%°.

Por se tratar de uma doenca neurodegenerativa, propor uma cura para
o MA envolve um processo extremamente complexo uma vez que ndo é conhecido o
mecanismo de iniciacdo, mas apenas 0s processos fisioldgicos e sintomaticos em
estagio de andamento da doenca, o que torna factivel apenas o desenvolvimento de
farmacos e terapias que possam retardar a progressdo do MA. Com base em
diferentes hipoteses, hoje existe uma série de farmacos comerciais e em fase clinica
de testes que tem mostrado respostas satisfatorias na qualidade de vida de
portadores da MA, dentre essas hipoteses, tem-se a hipotese colinérgica que
envolve estratégias de compensacdo do neurotransmissor Acetil Colina (ACh)*®,

789 o Butil Colinaesterase

12,13,14,15

inibicho das enzimas Acetil Colinaesterase (AChE)
(BChE)"*1%! hipétese da agregacdo do peptideo Beta Amildide , e hipotese
da proteina Tau®.

De todas as hipoteses anteriormente citadas, a hipétese colinérgica

|7,9,10,l5

possui a maior aplicabilidade comercia , € grande volume de pesquisa e

investimento. Essa hipétese estd baseada no déficit do neurotransmissor ACh

A1819 aste déficit ainda de natureza

observado em pacientes portadores do M
desconhecida pode ser atribuido tanto a deficiéncia na atividade da enzima Acetil
Colinasintase (AChS), envolvida na sintese da ACh, ou mesmo, na agéo
descontrolada das enzimas AChE, BChE presentes na fase de degradagdo do ACh
apés sua atuacdo nos canais de K*20212223,

Devido a dificuldade em modelar farmacos para atuar como cofatores,
a melhor estratégia para desenvolvimento de drogas para o MA, segundo a hipotese
colinérgica, é elaborar compostos que possam manter a concentragcdo media

temporaria do neurotransmissor ACh. Comercialmente, boa parte dos farmacos é
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dedicada a atuar como inibidores da enzima AChE, dentre esses estdo a
Tacrina®>?*, Fisostigmina®®, Galantamina®, Rivastigmina®’, sendo que sé os dois
primeiros ja foram retirados do mercado em muitos paises, devido ao baixo tempo

de vida Gtil*##*2°

, € a alta taxa de pacientes com efeitos colaterais, reforgcando assim
a necessidade da busca por novos farmacos mais eficazes e menos danosas. Uma
classe de compostos que tem despertado bastante interesse, devido a boa resposta
em testes clinicos, sdo as aminopiridinas®®?°**°. Em especial a 4-aminopiridina (4apy)
que ja se encontra em fase clinica 32433433 A 4apy atua como bloqueadora dos
canais de potassio presentes nas ceélulas neurais do sistema nervoso central
(SNC)3+*3637 " aumentando assim a concentragdo de ACh livre na regido pré-
singptica.

O interesse nas propriedades bioquimicas e reatividade no sistema
neuroldgico da 4-aminopiridina esta descrito na literatura desde a década de 80. Por
exemplo, varios trabalhos sugerem que muitas desordens neurolégicas ocorrem
devido a mutagdes na sequéncia dos canais de ion K* bem como a disfuncbes
nesse canal®®**. Por exemplo, véarias lesdes na medula espinhal resultam da
compressdo ou contusdo do nervo espinhal, deixando partes variaveis do nervo
intactas ap0s a lesdo. Estas contusbes podem levar a destruicdo da bainha de
mielina, expondo os canais de K* paranodais.

Em 1981, BOSTOCK e colaboradores® demonstraram que a conducéo
poderia ser restaurada usando 4-aminopiridina. Nesta época, a 4apy ja estava em
uso clinico para a terapia da sindrome miasténica de Lambert-Eatone conhecido
como botulismo. A demonstracdo experimental que a 4apy poderia restaurar a
conducao dos nervos lesados levou a uma série de testes clinicos em pacientes com

1*°, epilepsia®** e Mal de

esclerose multipla®*, lesdes graves na medula espinha
Alzheimer®**. Melhoras comportamentais atribuidas ao tratamento com a 4apy
incluem: controle motor e sensorial voluntario, continéncia, controle respiratorio com
decréscimos da espasticidade e dor idiopatica.

A maioria das aplicacdes clinicas da 4apy utiliza liberagéo intravenosa
ou oral em céapsulas de gelatina contendo este ligante puro ou misturado com
lactose ou celulose. Esse método leva ao deslocamento imediato do farmaco com
picos curtos de tempo/concentracdo do principio ativo no soro fisiologico (2-3 horas).
Dessa forma, apesar das melhoras comportamentais expressivas detectadas em

Varios pacientes, em muitos casos a dose maxima permitida ndo téxica € insuficiente
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para produzir o maximo recobrimento benéfico®. Esta estreita janela terapéutica faz
com que sua administracdo seja efetuada sob rigoroso controle clinico®.

O maior inconveniente encontrado na familia das aminopiridinas € o
baixo tempo de permanéncia no organismo, exigindo a administracédo de altas doses
dessa molécula acarretando em uma série de efeitos colaterais. Uma solucédo ja
usada a bastante tempo para moléculas com baixo tempo de atividade é utilizar

moléculas ou matrizes carreadoras>®394041

, esses sistemas mantém o farmaco por
mais tempo e pode, por consequéncia, melhorar a acao local. Uma solucdo para
entrega de farmacos que vem mostrando bastante aplicabilidade é a coordenacao
do principio ativo a complexos de metais de transicdo**3*+%54¢  formando
compostos de labilidade controlada.

O uso de compostos sensiveis a luz para a analise de processos
neurolégicos vem sendo reportado desde a década de 70*"*®. Para que um
composto luminescente possa atuar como um sensor biolégico é necessario que ele
se ligue seletivamente e reversivelmente a substancia de interesse resultando na
alteracdo da sua luminescéncia. A luminescéncia do sensor deve ser intensa e
acima de 350 nm para facilitar o uso de lentes microscopicas e evitar danos a célula
devido a luz ultravioleta. Em particular, emissdo acima de 500 nm previne a
interferéncia por autofluorescéncia das espécies nativas nas células.

A sensibilidade das propriedades luminescentes dos complexos
polipiridinicos de Ru(ll) frente a parametros tais como pH, liberacdo ou alteracdes
nos ligantes coordenados, carater hidrofilico/hidrofébico ou eletrénico, combinada

49,50,51 Em

com as fun¢des neuroldgicas da apy, reforcam esta proposta de trabalho
geral, os estados excitados de TCML (drn—=n*) dos complexos de Ru(ll) sé&o
sensiveis em relacdo aos ligantes coordenados, pH, temperatura e presenca de
eletrolitos, enquanto as energias dos estados excitados MC (d—d) ndo séo alteradas
pelo meio. Portanto, neste trabalho buscou-se obter complexos que apresentem o0s
estados excitados com caracteristicas dissociativas MC e os estados excitados
luminescentes com caracteristicas de TCML proximos em energia, de forma a
promover a liberacdo da apy e mapear as interacdes da apy pelas alteracdes na
luminescéncia.

Cabe salientar que varios trabalhos na literatura descrevem as
propriedades farmacolégicas dos complexos de Ru(ll) e a baixa toxicidade dos

mesmos em meio bioldgico®*>3. Os beneficios de explorar complexos de ruténio
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como carregadores de farmacos incluem: a simplicidade de sinteses, velocidades de
trocas de ligantes comparaveis as observadas para os complexos de Pt(ll) e que
podem ser sintonizadas por coordenacbes de ligantes ancilares adequados,
geometrias octaedrais e estados de oxidagdo +2 e +3 acessiveis sob condi¢des
fisiologicas. Os farmacos baseados em Ru(ll) sdo menos toxicos que aqueles
baseados na Pt(I1)*°. Em parte, estas caracteristicas estdo relacionadas a interagéo
dos complexos de Ru(ll) com as proteinas do soro particularmente albumina e
transferrina (proteinas em maior porcentagem no soro fisiolégico). De acordo com
estudos farmacoldégicos, a distribuicdo, metabolismo e eficiéncia de muitos farmacos
podem ser alteradas pela afinidade com essas proteinas®. Esse fato combinado
com a geometria octaédrica dos compostos de Ru(ll) favorecem o transporte dos
compostos no plasma e a passagem para o interior da célula via endocitose, usando
transferrina como receptor.

A espectroscopia de fluorescéncia é a técnica ideal para observar
alteracbes conformacionais em proteinas e em compostos luminescentes, uma vez
gue permite a determinacdo de baixas concentragdes de substancias sob condicdes
fisiolégicas por meio de medidas ndo-invasivas >*°. Em adicdo, o uso de fluoréforos
intrinsecos para essas investigacdes evita complicacdes pela adicdo de corantes
externos os quais podem interferir nos resultados.

Com base no sistema microcontrolado e seletivo para entrega de
farmacos, nosso grupo de pesquisa iniciou estudos para desenvolver uma forma de
terapia de acdes multiplas almejando a entrega seletiva e controlada de moléculas
bioativas e diagndstico. Nosso laboratorio vem trabalhando no desenvolvimento de
compostos de metais de transicdo luminescentes para uso terapéutico, buscando
farmacos menos toxicos e mais seletivos.

Nossos estudos iniciaram-se com a obtencdo do complexo cis-
[Ru(phen).(4apy)2]**, em que (phen = 1,10-fenantrolina). Este complexo é estavel
termicamente tanto no estado solido como em solugdo aquosa (pH 2-10) e em meio
organico. E altamente colorido (solucdo vermelho alaranjado) e quando excitado
com luz visivel apresenta emisséo intensa a 660 nm. Estas propriedades tornam
este complexo interessante para atuar no sistema fisiolégico.

Os estudos das propriedades fotoquimicas e fotofisicas do complexo
cis-[Ru(phen)z(4apy).]**, em meio aquoso e a diferentes pH’s, frente a liberacdo da

4apy, vem sendo realizados em nosso laboratério. Por exemplo, os experimentos de



21

fotélise continua, com luz de 420 nm, do complexo cis-[Ru(phen).(4apy),]**, em
acetonitrila, levam a um consumo continuo do maximo de absor¢cdo a 490 nm com
um deslocamento da absorcéo para 440 nm (Figura 1b, eq. 1) e na sequéncia para
420 nm (Figura 1c, eq. 2) sendo que o produto final apresentou absortividade molar
muito menor que o complexo precursor coerente com a formacdo de um produto
final como sendo cis-[Ru(phen),(CHsCN)2J?* (emax = 420 NM; emax = 8700 mol™.L cm™)

de acordo comaseqs 1 e 2.

cis-[Ru(phen)z(4apy),]*" + CHsCN — cis-[Ru(phen)z(4apy)(CHsCN)]** + 4apy (1)

cis-[Ru(phen)z(4apy)(CH3sCN)]*+ CH3CN — cis-[Ru(phen)2(CHsCN)2]?* + 4apy (2)

Os valores de rendimento quantico para liberagdo fotoquimica do
ligante 4apy (@sus) calculados com base nas alteragdes nos espectros de absorgéo
eletrbnica durante a fotolise foram iguais a 0,23 e 0,012 para a primeira (eq. 1) e
segunda (eq. 2) fotolabilizacao da 4apy.

Quando a fotélise a 420 nm é acompanhada por espectroscopia de
luminescéncia observou-se um consumo continuo do maximo de emissdo a 660 nm
(Figura 1b). As mudancas espectrais UV-vis desta mesma solucdo também foram
avaliadas. O grafico obtido das alteracdes no maximo de emisséo versus maximo de
absorcao foram lineares, indicando um consumo quantitativo da 4apy com a emisséao
(Figura 1b). Estes dados sdo relevantes uma vez que indicam a viabilidade do

complexo atuar como diagnéstico para a liberacé seletiva e controlada da 4apy®®.
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Figura 1 Fotolise do complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]** em acetonitrila, irradiado em 420 nm;
(@) mudanca no espectro de absor¢do (destaque para o decaimento temporal da
absorbancia medido em 480 nm); (b) mudanca no espectro de absorcéo referente a primeira
parte da equacgdo 1; (c) mudanca no espectro de absorcdo (2% parte da equagédo 2); (d)
mudanga no espectro de emissdo (destaque ao grafico do maximo de absorcdo contra o
maximo de emiss&o medidos durante a fotélise do complexo, R?=0,997).

A liberacdo fotoquimica de duas moléculas de 4apy da esfera de
coordenacao do centro metéalico de Ru(ll) sugerem que a substituicao fotoquimica da
4apy ocorre pela populacéo dos estados excitados dissociativos centrados no metal
ou de um conjunto de estados excitados com energias muito proximas ou que
apresentam uma barreira de ativacdo para dissociacdo bastante baixa. Um
candidato provavel sdo os estados excitados centrados no metal (CM) ou a
populacdo simultanea dos estados excitados (CM/TCML). Cabe salientar que a 4apy
€ um ligante de campo relativamente fraco (pKa ~9,4), portanto, espera-se que esta
molécula seja bastante labil em complexos que apresentam estados excitados
centrados no metal de baixa energia, como € o caso de complexos polipiridinicos de
Ru(l1)*°.
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Para avaliarmos o mecanismo da reacdo fotoquimica, neste projeto
pretendemos realizar calculos computacionais usando a aproximacdo do meétodo
DFT e o método Multiconfiguracional TD-DFT, para os estados excitados singleto e
tripleto dos complexos cis-[Ru(phen).(4apy).]** e cis-[Ru(phen),(4apy)(CHsCN)]**.
Os resultados obtidos sdo mostrados detalhadamente neste trabalho.

Os experimentos de fotolise continua realizados em meio aquoso nao
levaram a alteragdes significativas nos espectros de absorcdo eletrbnica uma vez
gue os possiveis produto da fotdlise em solucdo aquosa, 0os aguocomplexos de
Ru(ll), cis-[Ru(phen)y(4apy)(H-0)]** , cis-[Ru(phen),(H»0)-]*" e trans-
[Ru(phen),(H-0)2]**, apresentam absorcdes intensas ha mesma regido do
complexo de partida. Este fato dificultou a analise da reatividade fotoquimica destes
complexos em solucdo aquosa pela técnica de espectroscopia UV-vis. Para
avaliarmos o comportamento fotoquimico do complexo cis-[Ru(phen).(4apy).]** em
solucdo aquosa acompanhamos a reacdo fotoquimica pela técnica de
luminescéncia. A Figura 2 mostra os experimentos fotoquimicos do complexo cis-
[Ru(phen),(4apy)s]** em solucdo aquosa (Tris/HCI, pH 7.4), em &gua pura e na
presenca da proteina do soro, soroalbumina acompanhadas por medidas de
luminescéncia*’. Os resultados obtidos foram similares: 0 maximo de emissdo do
complexo € continuamente consumido até a formacdo do fotoproduto,
aquocomplexo, que ndo apresenta luminescéncia. E interessante notar que a
mudanca de solvente CH3CN para agua e as condicdes do meio: solucéo
tamponada ou a presenca de albumina néo alteraram as propriedades fotoquimicas
do complexo. Estes dados sao relevantes para a possivel aplicacdo deste complexo
em meio fisiolégico e viabilizam a liberacao seletiva e controlada da 4apy no meio
fisiologico®’.

A soroalbumina é a proteina em maior concentracdo no plasma
apresentando varias funcoes fisioldgicas e farmacoldgicas; sendo responsavel pelo
transporte e disposicao de ligantes enddgenos e exdgenos presentes no sangue.
Esse € um dos motivos pelos quais a industria farmacéutica tem desenvolvido e
estabelecido protocolos para os estudos envolvendo a interagdo dessa proteina com

as drogas em desenvolvimento ja na primeira etapa de desenvolvimento de drogas.
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Figura 2 Espectro de emissdo da fotélise do complexo cis-[Ru(phen),(4apy).]**, em tamp&o
Trisma\HCI 0,1M pH=7,4, A= 450 nm, contendo 1% de BSA (soroalbumina bovina
)irradiado em reator fotoquimico de 420 nm.

Para confirmarmos os produtos da fotdlise em meio aquoso, neste
trabalho foram  preparados e  caracterizados 0s  complexos  cis-
[Ru(phen)»(4Apy)(H-0)]** , cis-[Ru(phen)a(H20),]*" e trans-[Ru(phen),(H.0),]** em
meio aquoso e investigar o comportamento térmico, espectroscopico, eletroquimico
e fotoquimico destes complexos. O complexo trans-[Ru(phen)(H.0),]** esta
presente no sistema fotoquimico em estudo, devido a reacdo fotoinduzida de
isomerizacédo do produto de fotélise em meio aquoso cis-[Ru(phen),(H.0),]** com
comprimento de onda de excitagdo muito semelhante (fotdlise 450 nm e
fotoisomerizacdo 420 nm), porém o complexo de geometria trans de baixa
estabilidade, meio aquoso e solvente organico, retorma via reacao térmica ao
isdbmero cis (cerca de 2 horas em CH3CN, N,N’-DMF e aproximadamente 8 horas em

agua), esse processo de fotosimereziacdo esta descrito na Figura 3.a com o
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voltamograma ciclico em acetonitrila e em 3.b espectro de absorcdo na regido do
UV-Vis.
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Figura 3.a Voltamograma ciclico do processo de isomerizacdo do complexo trans-
[Ru(phen),(H,0),]*" em cis-[Ru(phen),(H,0),]**(0,1 M de TBAPFs, CH;CN) e 3.b Espectro de
absor¢éo na regido do UV-Vis referénte ao mesmo processo de isomerizagao.

O processo de fotdlise envolvido neste sistema em estudo é de
fundamental importancia, uma vez que, responde pelo processo de entrega das
aminopiridinas e por este motivo, com o intuito de compreender a natureaza dese
processo, utilizou-se do grande potencial dos célculos computacionais para elucidar
0 mecanismo da reacdo fotoquimica a partir dos calculos de OM (orbitais
moleculares) dos estados excitados triplete e singleto para o complexo cis-
[Ru(phen),(4apy)2)]*".

Outro aspecto fundamental da quimica da 4apy esta relacionado a
atividade inibidora dos canais de ion potassio: Ky, Kya+ € Katp que vem sendo
demonstrada ser intermediada por suas ligacbes aos poros dos canais abertos.
Apesar destas investigacbes, muitas questdes ainda necessitam ser esclarecidas.
Por exemplo, pouco se sabe sobre os sitios de interacdo e 0s mecanismos de acao
da 4apy no sistema nervoso central. Essa € uma questao essencial uma vez que ela
pode contribuir na elucidagdo das fungbes neurolégicas da 4apy, na sua aplicacdo
como farmaco e no mapeamento de varias doencas neurodegenerativas.

Considerando a hipotese colinérgica, como um possivel mecanismo de
acao da 4apy no sistema nervoso central e em particular, para o tratamento da MA,

neste trabalho avaliamos os experimentalmente pelo método espectrofotométrico de
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ELLMAN®®, e pelo método de fluorescéncia desenvolvido por GUILBALT &
KRAMER®, a atividade inibidora-enzimética do complexo cis-[Ru(phen).(4apy).]** e
dos produtos da reacdo fotoquimica em meio aquoso cis-[Ru(phen).(4apy)(H.0)]*" ,
cis-[Ru(phen),(H20),]** e trans-[Ru(phen),(H-0),]** bem como da apy livre. Esses
estudos serdo estendidos para a substancia tacrina (9-amino-1,2,3,4-
tetrahidroacrinidina) que € o principio ativo do farmaco comercial Tacrinal®.

Os resultados experimentais serdo corroborados por calculos
computacionais de dinamica (mecéanica molecular) e calculos quénticos DFT
(método ONIOM), avaliando a interacdo da acetil colinaesterase com o complexos
cis-[Ru(phen)»(4apy)-]** e com os produtos da reacdo fotoquimica em meio aquoso
cis-[Ru(phen),(4apy)(H-0)]** , cis-[Ru(phen).(H.0)-]** e trans-[Ru(phen),(H-0).]**
procurando determinar o sitio de interagdo complexo/enzima.

A fim de avaliar as propriedades como prototipo a sonda luminescénte
foram efetuados estudos de emiss&o in situ do complexo cis-[Ru(phen).(4apy).]*,
utilizando a técnica de microscopia confocal, em que o sistema foi previamente
incubado em células cancerosas de colo de (tero, além disso, o sistema foi
fotolisado utilizando como fonte de excitacdo o LASER do proprio equipamento,
sendo irradiado de maneira continua e sequénciada.

Espera-se que os estudos propostos neste trabalho permitam o
acompanhamento da interacdol/liberacdo composto/enzima e a analise da dosagem
do farmaco, bem como uma avaliacdo da cinética e mecanismo de reacdo da apy no
meio fisioldgico e nos sitios alvos na enzima acetil colinaesterase. Estes estudos séo

relevantes para a avaliacdo das fun¢des neuroldgicas da apy.
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OBJETIVOS GERAIS

Sintetizar, caracterizar e avaliar as atividades biolégicas de interesse
do complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]** assim como os produtos de fotélise em meio

aguoso.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar e caracterizar o complexo de Ru(ll), cis-[Ru(phen)z(apy)-]**, onde phen
= 1,10’-fenantrolina-) e apy = 4-aminopiridina e 0s possiveis produtos da reacdo
fotoquimica: cis-[Ru(phen)a(apy)(H.0)]**,  cis-[Ru(phen),(H-0),]**, trans-
[Ru(phen)z(H20)]".

e Estudar as propriedades térmicas destes compostos em diferentes meios

(solvente e pH).

e Estudar a atividade terapéutica desses compostos da apy livre e da substancia

Tacrina quanto a atividade inibidora-enzimatica da enzima acetil colinaesterase .

e Estudar a citotoxicidade desses compostos cis-[Ru(phen),(4apy)(H20)]**, cis-
[Ru(phen),(H.0)2]**, da 4apy livre e da substancia tacrina frente a células 3T3

(tecido adiposo) e NG97 (células do sistema nervoso central).

e Realizar calculos computacionais de orbital molecular, populacdo orbital e
espectros de absorcdo eletronicos para o complexo cis-[Ru(phen).(apy)2]**, nos
estados excitados triplete para elucidarmos o mecanismo da reacao fotoquimica

e as propriedades luminescentes deste complexo.

e Realizar os estudos das propriedades emissivas in situ do complexo cis-

[Ru(phen),(apy).]*" atravéz dos experimentos de microscopia confocal.
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2.PARTE EXPERIMENTAL

2.1.Materiais e Equipamentos

- Reagentes: RuCl3.3H,0, 1,10-fenantrolina (phen), 4-aminopiridina
(4apy), hexafluorfosfato de aménio (NH4PFs), hexafluorfosfato de hidrogénio (HPFg)
60% (v/v), cloreto de tetrabutilamoénio (sol. de terc-butanol 86%) utilizados nas
sinteses dos complexos, todos de procedéncia Sigma-Aldrich, sem tratamento
prévio, mantidos sobre atmosfera de nitrogénio (99,999% de pureza) com excecéo
do HPFs. cloreto de litio (LICl), dimetil-formamida (N,N’-DMF), ambos de procedéncia
Synth (para sintese) e Tedia teor HPLC (medidas eletroquimicas e
espectroscopicas). Também foram utilizados nas etapas de sintese sem qualquer
tratamento. NaCO3; J. T. Baker utilizado em precursor de sintese, foi mantido 48
horas em estufa a 90°. Os demais solventes de sintese; acetona (CH3COCHs) e
etanol (CH3CH,OH) (Chemis) foram tratados com CaCl, e previamente destilados.

Para as medidas eletroquimicas, foi utilizado hefluorfosfato de
tetrabutilamoénio ((But)sNPFg) > 99,9% de pureza) (Aldrich) como eletrdlito, mantido
em atmosfera inerte e previamente recristalizado em metanol (Tedia) teor HPLC.
Todos os solventes utilizados, acetonitrila (CH3CN) e diclorometano (CH,Cl,) (Tedia)
grau HPLC, néo passaram por processos de purificacdo. Para medidas em meio
aquoso, utilizou-se agua deionizada Milli-Q/Milli-Pore adquirida nas dependéncias do
departamento de quimica DQ/UFSCar e, neste caso, o eletrélito utilizado foi KCI
(Synth) mantido 48 horas em estufa & 90°.

Para medidas de absorcdo na regido do UV-Vis, foram utilizados os
mesmo solventes citados anteriormente: acetonitrila, dgua e diclorometano. Os
espectros de absorcdo no infravermelho foram todos obtidos em pastilhas de KBr
(Spectrum) mantidos em estufa 70°. Nas medidas de RMN de hidrogénio (*H-RMN),
foram usados os solventes deuterados acetonitrila, diclorometano e 4gua deuterada
(D,0) (Cambrideg Isotopes Laboratory).

Nos experimentos de inibicho da enzima AChE, utilizou-se enzima
acetil colinaesterase (AChE) liofilizada, substrato iodeto de acetiltiocolina (Achl) e
acetato de indoxila (AcOl), reagente de Ellman acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzdico)

(DTNB), ambos de pureza HPLC e procedéncia Aldrich, peptideo soro albumina
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bovina (BSA) de procedéncia INLAB. Como padréo de inibicdo utilizou-se o principio
ativo hidrocloreto de 9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacrinidina 99% de pureza, conhecido
comercialmente como Tacrina®. Para a preparacédo das solugbes tampées, utilizou-
se o tampao comercial Trizma® Sigma, MgCl,.6H,O e NaCl de procedéncia J. T.
Baker, mantidos em estufa por 12 horas, KH,PO, (dihidrogeno fosfato de potassio)
Chemis, e hidroxido de sédio Synth, para a solucdo tampé&o fosfato monobasico e
por fim solvente Dioxana Sigma-Aldrich 99,8%.

- Comportamento Eletroquimico: Todas as medidas eletroquimicas
(Voltametria ciclica e de pulso), foram feitas utilizando um potenciostato/galvanostato
MAUTOLAB modelo Type Ill, com célula eletroquimica de 5 mL e eletrodos, de
referéncia de Ag/AgCl saturado em solugcédo de KCI, trabalho de Pt com diametro de
2 mm, e eletrodo auxiliar de 0,5 cm de Pt.

- Espectroscopia UV-Vis: Utilizou-se o espectrofotdmetro Agilent
modelo 8453, com cubetas de quartzo Héllman de cano longo e 1cm de caminho
Otico, para medidas de caracterizacdo, e cubetas de plastico para medidas de
inibicdo enzimética. Em experimentos de fotdlise continua, utilizou-se também
reatores fotoquimicos UNITEC-LAB de 420 nm de 8 lampadas.

- Espectroscopia IR: Foram conduzidas em um espectrometro de
infravermelho BOMEM Michael-102 com transformada de Fourier, em celas de
suporte para pastilha de KBr.

- 'H-RMN: Medidas de ressonancia magnética nuclear foram
executadas em um RMN BRUKER DRX-400MHz e ARX-200MHz, disponivel no
laboratério de ressonancia magnética nuclear nas dependéncias do departamento
de quimica DQ/UFSCar.

- Espectroscopia de Luminescéncia: Os estudos de luminescéncia
conduzidos neste projeto foram feitos em um espectrofluorofotébmetro Shimadzu RF-
5301 pc de banho termostatizado. Foram utilizados cubetas de quartzo de quatro
faces Héllmam, com 1 cm de caminho otico.

- Célculos Computacionais: Todos os calculos computacionais até o
momento desenvolvidos foram executados em dois computadores com 2 Gb de
memoria RAM, e processador Pentium Dual-Core E5200 2.50 GHz em plataforma
Linux Fedora, utilizando o software Gaussian 03°°. O visualizador molecular utilizado
foi o Gabedit 2.2.0.°* para melhor elucidacdo dos resultados e superficies de

contorno. Para os estudos de dindmica molecular, foram utilizados computadores
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com processador Pentium Quad-Core Q8200 2.33 GHz, memoria RAM de 4 Gb,
alocados no laboratério do QTEA/UEG Anapolis — GO.

- Estudos de Citotoxicidade: as culturas de células 3T3 e NG97
foram preparadas em placas de petri e previamente encubadas em atmosfera de
CO, com temperatura constante de 37° C, por 72 horas, para a posterior adicdo da
solucdo tampdo pH= 7,4 dos complexos cis-[Ru(phen).(4apy).]**, cis-
[Ru(phen),>(H-0),]**, cis-[Ru(phen).(4apy)(H-0)]** e o ligante 4-aminopiridina,
deixadas por mais 48 horas. Utilizou-se o método do violeta cristal para a leitura
epectrofotdmetrica dos ensaios, utilizou-se a leitora de placas ASYS UVM 340.
Todas as medidas foram feitas em triplicata utilizando placas contendo 96 pocos.

- Estudos de Microscopia Confocal: preparou-se uma solucdo 0,5
mM do complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]** em meio de cultura livre de corante
contendo 1% de DMSO, o sistema junto com a cultura de células (células
cancerosas de colo do utero) foi previamente mantido em uma incubadora de CO,
por 3 horas. As medidas foram feitas em um microscépio confocal Zeiss modelo:
LSM 510 Meta com LASER de excitacdo de Ar (477 nm) do instituto de quimica

IQUSP-SP, com a colaboracgéo da Dr. Christiane Pavani.

2.2.Procedimento Experimental

2.2.1.Sintese do cis-[Ru(phen),Cl>].2H,0O
Em um baldo de 25 mL, foram adicionados 15 mL de N,N-DMF

(dimetil-formamida) mantidos sobre aquecimento brando em atmosfera de N, e

refluxo por 15 minutos. Em seguida, adicionou-se 200 mg de RuCl3.3H,0, seguidos
pela adicdo de 220 mg de 1,10-fenantrolina, e 240 mg de LIiCl (cloreto de litio
anidro). O sistema foi mantido sobre refluxo por 8 horas em atmosfera inerte. Ao
término da reacéo foram adicionados 250 mL de acetona previamente destilada e o
sistema foi mantido por 12 horas em 0°C até a precipitacdo do complexo. Essa
sintese foi adaptada de SULLIVAN et al. 1978%.

O precipitado foi filtrado sob pressdo reduzida em um funil de vidro
sinterizado e lavado varias vezes com agua, etanol e éter. A massa de complexo
final obtida foi de 150 mg, e o rendimento da sintese foi de 35% (Complexo 1).

Nomenclatura Oficial:

cis-diclorobis(1,10-fenantrolina)ruténio(ll)
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2.2.2.Sintese do [Ru(phen),C0O3].2H,O

O seguinte método foi baseado na sintese adaptada de JOHNSON et

al. 1977%. Adicionou-se 140 mg do complexo cis-[Ru(phen),Cl,].2H,0 em 10 mL de
agua previamente aquecida e desairada sobre atmosfera de N,. O sistema foi
aquecido e mantido em refluxo por 15 minutos. Em seguida, adicionou-se 428 mg de
Na,CO3 (carbonato de sddio anidro) e a reacao foi mantida nas mesmas condi¢cdes
por mais 2 horas. Obteve-se uma solucdo avermelhada com um precipitado vinho
que foi filtrado sob pressao reduzida em um funil de vidro sinterizado. O sdélido foi
lavado 3 vezes com agua gelada. A massa final do complexo obtida foi de 128 mg e

o rendimento da sintese foi de 94% (Complexo 2).

Nomenclatura Oficial:

carbonatobis(1,10-fenantrolina)ruténio(ll)

2.2.3.Sintese do cis-[Ru(phen);(OH»),](PFe)»

A sintese do seguinte complexo foi baseada no método modificado de
BONNESON et al. 1983%. Foram adicionados 120 mg do complexo cis-
[Ru(phen),(C0O3)].2H,0 em 3 mL de 4gua e 5 mL de uma solug¢do de HPFg 30%. O
sistema foi aquecido durante 5 minutos em um bal&do de reacéo de 25 mL. A solucao

foi filtrada e o sdlido foi lavado varias vezes com agua. O filtrado e a agua de
lavagem foram misturados e tiveram seus volumes reduzidos em um evaporador
rotativo. A mistura foi novamente precipitada e o solido obtido foi dissolvido em 3 mL
de agua fervente. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de HPFs 60% e o precipitado foi
filtrado em um sistema a baixa pressao. Obteve-se ao final 87 mg de complexo e o

rendimento da sintese foi de 51% (Complexo 3).

Nomenclatura Oficial:

cis-hexafluofosfato de diaquobis(1,10-fenantrolina)rutenio(ll)
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2.2.4.Sintese do cis-[Ru(phen)>(4apy)(H,O)](PFe)>

A sintese do seguinte composto foi realizada com base no método
modificado de WATSON et al. 1996%. Adicionou-se 20 mg do complexo cis-
[Ru(phen),(OH2),](PFs)2, em um baléo de reacéo de 25 mL contendo 10 mL de uma
solucédo 1:1 agua e etanol. Esse sistema foi mantido em aquecimento brando sob
atmosfera inerte de N, por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 3 mg de 4-
aminopiridina (4apy), previamente dissolvidos em 5 mL de etanol quente. O sistema
reacional foi mantido em refluxo e atmosfera inerte por cerca de 6 horas até a total
precipitacdo do produto final, posteriormente filtrado a baixa pressdao em um funil de
vidro sinterizado e lavado vérias vezes com agua Milli-Q gelada. A massa final obtida

foi de 8 mg e o rendimento final da sintese foi de 34,4%(Complexo 4).

Nomenclatura Oficial:

cis-hexafluofosfato de (4-aminopiridina)aquobis(1,10-fenantrolina)rutenio(ll)

2.2.5.Sintese Fotogquimica do cis-[Ru(phen),(4apy)(H,0)](PFg),

A via de sintese fotoquimica para este composto, apresenta uma
alternativa, mais rapida e seletiva que a sintese convencional, embora apresente a
limitacdo na quantidade de matéria que pode ser utilizada como material de partida.
Metodologia adaptada de BONNESON et al. 1980%*: em um baldo de 50 mL foram
dissolvidos 80 mg do complexo cis-[Ru(phen),(4apy).](PFes). em 20 mL de acetona,
seguido pela adicdo de mais 10 mL de uma solugdo saturada de cloreto de
tetrabutilaménio em acetona, o precipitado foi filtrado em um funil de vidro sinterizado
sob pressédo reduzida e lavado com dietil éter. O sélido obtido foi redissolvido em 30
mL de H,SO4 0,5 M e irradiado em um reator fotoquimico contendo 6 lampadas de
mercurio de 86 watt cada com Amax= 420 nm, durante um periodo de 2,5 horas. Ao
final da reacdo adicionou-se 2,005 em equivalentes mol de NH4PFs, seguiu-se a
filtracdo do solido, lavado 3 vezes com 2-propanol e posteriormente com dietil éter,

rendimento final de 48%.

2.2.6.Sintese do trans-[Ru(phen);(OH,),](PFe)»

A sintese do complexo trans-[Ru(phen),(OH,),](PFg), também segue

um roteiro fotoquimico, uma vez que, essa forma é bastante instavel em solucéo, e
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qgquando formado, retorna térmicamente a forma isomérica cis. A metodologia
utilizada foi modificado partindo-se do roteiro original de BONNESON et al. 1980%.
Foram dissolvidos 60 mg do complexo cis-[Ru(phen),(CO3)].2H,O em 40 mL de
HPFs (3%), mantidos sob agitacdo constante durante 15 minutos e posteriormente
filtrado. A solucdo coletada foi irradiada por 3 horas em um reator fotoquimico
contendo 6 lampadas de mercurio de 86 watt cada com Amax= 420 nm, o precipitado
resultante foi filtrado e lavado 3 vezes com agua e 2 vezes com dietil éter, o

rendimento dessa reacao doi de 46% (Complexo 5).

Nomenclatura Oficial:

trans-hexafluofosfato de diaquobis(1,10-fenantrolina)rutenio(ll)

2.2.7.Sintese do cis-[Ru(phen),(4apy),](PFe),
Em um baldo de reagdo de 25 mL contendo 15 mL da solugéo de 1:1

agua/etanol, foram adicionados 82 mg do complexo cis-[Ru(phen)z(OH,)2](PFs)2
mantido sob atmosfera inerte e aquecimento brando por cerca de 15 minutos. Em
seguida, adicionou-se 39 mg do ligante 4-aminopiridina, previamente dissolvido em 5
mL de etanol quente. O sistema reacional foi mantido em refluxo por 8 horas. Ao
final do tempo, foram adicionados 12 mg de NH4PFs para forcar a precipitacdo do
produto de reacdo que foi filtrado a presséo reduzida e lavado varias vezes com
agua Milli-Q gelada, em seguida, seco em vacuo por 12 horas. Ao final do processo
obteve-se uma massa total de 87 mg e o rendimento obtido foi de 35% (Complexo
6).

Nomenclatura Oficial:

cis-hexafluofosfato de bis(4-aminopiridina)bis(1,10-fenantrolina)rutenio(ll)

A Figura 4 mostra o esquema das reacdes envolvidas nas sinteses
dos complexos de | a Ill e a Figura 5 mostra a sintese de todos os complexos
envolvidos no sistema fotoquimico em estudos (complexos de Ill a VI) incluindo as

reacdes fotoquimicas.
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Figura 4 Descricao simplificada das etapas de sintese envolvidas no trabalho e a estrutura

dos compostos de | a lll obtidos.
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Figura 5 Figura representativa das reagdes fotoquimicas e térmicas envolvidas nos
complexos (lll a VI') envolvidos no sistema em estudo.
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2.3.Estudos de Inibicdo Enzimética (AChE)

2.3.1.Preparo de Solucdes e Reagentes

- Solugéo de meio: A solugéo utilizada no experimento consiste de um
meio aquoso tamponado de pH fisiolégico ou o mais proximo do pH 6timo da
enzima. Para este experimento, o tampdo utilizado foi o tampdo Trizma® na
concentracdo de 50 mM, pH=8,0 contendo 0,1% (m/m) de soro albumina bovina
(BSA).

- Reagente de Ellman: O indicador do experimento consiste na
espécie medida pela técnica espectrofotométrica na regido do UV-Vis. A forma
ionizada do acido DTNB possui coeficiente de absortividade molar de 13.600 M™*.cm
! para um comprimento de onda maximo em 412 nm. Preparado pela dissolucéo do
acido DTNB 1 mM na solugcdo de meio contendo 0,1 M de NaCl e 0,02 M de
MgCl,.6H,0.

- Substrato AChl: Este substrato é um tioéster de estrutura bastante
semelhante ao neurotransmissor acetilcolina, € usado sem restricdes pois a enzima
AChE ¢ seletiva apenas a hidrdlise de ésteres, e apenas a forma tioéster ionizada é
capaz de reagir com o indicador DTNB. E preparado pela dissolu¢édo do iodeto de
acetilcolina em agua deionizada Milli-Q, para a concentracéao final de 1mM.

- Solucédo de 5 U/mL de AChE: A enzima liofilizada foi dissolvida até a
concentracdo de 50 U/mL em tampdo pH=8,0 e as posteriores diluicbes a
concentracéo de 5 U/mL foram feitas com a solugéo tampé&o contendo 0,1% de BSA.

- Solucao 0,083 M de Acetato de Indoxila: O substrato utilizado no
método de emissao foi preparado pela dissolucdo (145 mg) de acetato de indoxila
em 10 mL de Dioxana.

- Solugcdo Tampéo K,HPO4/NaOH 0,1M pH = 7,4: Essa solucao € o
solvente utilizado para as medidas de inibicAo enzimatica pelo método de
fluorescéncia. 4,3859 g de K;HPO, dissolvidos em 200 mL de agua Milli-Q, e o pH
da solucdo foi corrigido até o valor padrdao com solucdo 6,0 M de NaOH, foi
acrescentado entdo acido ascorbico (3,0 mM) a solucdo entdo foi mantida na

auséncia de luz.

2.3.2.Metodologia dos Experimentos de Inibicdo

Os experimentos de inibicdo enzimética foram executados com base

58,66

no método de Ellman adaptado uma vez que nos experimentos pioneiros foi
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usado um fotocolorimetro de limite de deteccéo e sensibilidade bastante inferior aos
espectrofotometros modernos. Este método baseia-se na hidrolise do substrato AChl
pela enzima AChE. O substrato hidrolisado é capaz de reagir com o indicador DTNB
por interacdo de pontes de dissulfeto e gerar uma espécie anibnica com Amax =
412nm que deve ser detectada pelo espectrofotdometro. A Figura 6 mostra as

reacdes envolvidas neste método de inibicdo enzimatica.

o
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Figura 6 Modelo das reagbes envolvidas no método de inibicdo enzimética (método de
Ellman) utilizado neste trabalho.

Nestes experimentos utilizou-se cubetas de plastico de 1 cm de
caminho 6tico contendo 3 mL de solucdo, em que a concentracdo de substrato e a
de indicador foram mantidas sempre em 0,16 mM e 0,025 U/mL de enzima AChE,
para 0s experimentos sem a presenca de inibidor e para os demais 3,7 pM de
inibidor. Todas as medidas foram feitas em triplicata e acompanhadas a cada
minuto, variando o tempo total de acordo com o inibidor utilizado. Ao final, todas as
curvas foram corrigidas com base na taxa de hidrélise ndo enzimatica do substrato
AChl.

O segundo meétodo utilizado neste trabalho refere-se ao trabalho
desenvolvido por GUILBAULT & KRAMER®®, baseado na técnica de fluorescéncia. O
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substrato acetato de indoxila € hidrolisado enzimaticamente pela AChE gerando o
ion indoxilato que possui 0 comprimento maximo de emissdo em 470 nm para Agxc =
395 nm. As medidas foram executadas utilizando cubetas de 4 faces transparentes,
contendo um volume total de 3 mL, e a concentracédo de 3,7 uM para cada um dos
inibidores. Foram utilizados fendas de 3 e 5 nm para excitacdo e emisséo
respectivamente, os espectros foram obtidos em intervalos de 1 minuto. A
velocidade de reacdo enzimatica foi obtida pelo quociente entre a diferenca de
intensidade de emisséo relativa, em funcédo do tempo (descontando a velocidade de
hidrélise ndo enzimética). A Figura 7 mostra as reagfes envolvidas no método de

fluorescéncia utilizado neste trabalho.
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Figure 7 Reagdes envolvidas no método fluorimétrico de inibicdo enzimatico utilizado no
trabalho.

Neste experimento o uso do acido ascorbico é imprescindivel, devido a
formacdo paralela de dois subprodutos in situ, sendo que o ultimo destes é nao
luminescente e irreversivel. A reacdo de formacdo destes dois produtos acontece
pela reacdo do indoxilato com oxigénio e a presenca de acido ascoérbico impede a

evolugéo dessas reagoes.
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2.4.Estudos Combinados de Inibicdo Enzimatica e Fotoquimica

De forma a complementar e validar todos os estudos de inibi¢cao
enzimatica feitos para o0s complexos cis-[Ru(phen),(4apy).](PFe)2,  cis-
[Ru(phen),(4apy)(OHy),](PFs)2. e cis-[Ru(phen)2(OH,),](PFe)2, 0S experimentos
combinados de inibicdo enzimatica acompanhados por fotdlise continua foram
executados seguindo o mesmo protocolo mostrado anteriormente para 0s ensaios in
vitro da enzima AChE. Porém, no intervalo entre cada medida obtida pelo
espectrofotometro UV-Vis, a amostra foi irradiada em um reator fotoquimico de 420
nm com duas lampadas. O mesmo experimento foi confrontado com testes de
inibicdo néo irradiados de modo a obter a relacdo da fotoquimica com a interacéo
dos complexos com a enzima AChE. Este experimento procurou mimetizar a melhor
maneira in vitro e as condi¢cdes de terapia a qual se pretende obter no final do

trabalho.

3.ESTUDOS TEORICOS

3.1.Métodos Teoricos

Todos os estudos tedricos até o momento realizados foram com o
objetivo de fornecer um maior nimero de informacdes estruturais sobre as
moléculas envolvidas neste trabalho. Com o objetivo final de obter informacdes
adicionais sobre a interacdo do complexo cis-[Ru(phen),(4apy).]** com a enzima
AChE, pelos estudos de dindmica molecular e pelo método ONIOM.

Primeiramente, as moléculas dos complexos 3, 4, 5 e 6 foram
previamente otimizados pelo método DFT (Density Functional Theory) utilizando o
funcional hibrido Becke3 de Lee, Yang e Par B3LYP®"® e o conjunto de pseudo-
potenciais LanL2DZ%*™ como funcées de bases atébmicas. Nenhuma condicdo de
simetria foi imposta. No final, com as 4 moléculas otimizadas, efetuou-se um

refinamento dos calculos iniciais, aplicando um conjunto de pseudo-potenciais
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DGDZVP e o funcional B3PW91. Assim, foram obtidas as superficies de contorno
dos orbitais de fronteira (HOMO-1, HOMO, LUMO e LUMO+1), cargas de NBO
(Normal Bonding Orbital), analise de populacdo atdbmica NPA, andlise de
decomposicdo de cargas (para o estudo da contribuicdo orbital, e sobreposicéo
orbital), valores de ordem de ligacdo (segundo os indices de Wiberg) e espectros
vibracionais IR, e para este caso especifico, utilizou-se o método ONIOM com o
funcional B3LYP e conjunto LanL2DZ para o &tomo de Ru e o conjunto de bases
gaussianas 6-31G(d) para os atomos de H, O, C e N. Para o0s espectros
infravermelho tedrico, utilizou-se o fator de escalonamento 0,9614 referente ao nivel
de aproximacdo utilizado neste trabalho, sabendo que a teoria do DFT prevé
superestimativas nos valores de frequéncia das transi¢des vibracionais’"2. Todo o
estudo tedrico foi conduzido com ferramentas do software Gaussian 03% e os
arquivos de input, output e visualizadores foram executados no programa Gabedit
2.2.0°%, Para os estudos de andlise de decomposicdo de cargas, utilizou-se o
software GaussSum 2.0,

O estudo de dinamica com a enzima AChE, iniciou-se com a edicdo da

estrutura da enzima obtida pelo cédigo pdb 1QTI™

, para retirar as moléculas de
agua e o ligante galantamina da estrutura cristalogréafica obtida. Foi entdo construido
um modelo de caixa cubica de 10,695 nm de aresta contendo 38145 moléculas de
agua, e 20 atomos de sédio para a neutralizacdo do sistema. A simulacdo foi
executada em 2 ns com integracdo de 0,002 ps. Neste estudo o software utilizado foi

0 GROMACS 4.3.1.°
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Preparacdo dos Complexos Polipiridinicos de Ru(ll)

A primeira sintese descrita neste trabalho envolve a coordenacédo de
dois quelantes bidentados 1,10-fenantrolina bastante favorecida com a saida dos
ligantes cloretos labeis. Neste caso a adicdo de LiCl faz com que ndo ocorra a
coordenacado de trés ligantes phen. A geometria cis € favorecida, uma vez que 0s
ligantes cloreto ( doadores © ) estdo em posicdo oposta trans ao N do ligante phen
(receptor m*).

A sintese do complexo do intermediario [Ru(phen),CO3].2H,0O leva,
com maior facilidade, a formagédo do aqua complexo isolavel, ja que este é formado
por um curto periodo de tempo em solucdo. Entretanto, raramente pode ser
separado e, portanto, o ligante bidentado carbonato garante uma forma segura de
isolar um bom intermediario de reacao.

A etapa de sintese do complexo cis-[Ru(phen),(OHy).](PFe). €
relativamente réapida devido a facilidade em retirar o ligante carbonato em meio &cido
pela formacédo de agua e dioxido de carbono garantindo assim, a entrada de dois
ligantes aquo nos sitios de coordenacao octaédrica do complexo de ruténio. Este
complexo é bastante interessante para os fins deste trabalho, pois além de ser um
dos produtos da fotdlise em meio aquoso também é um bom precursor para a
sintese do complexo cis-[Ru(phen),(OHz)(4apy)](PFs)2, um segundo produto da
fotélise continua do complexo bis-piridinico. A viabilidade das sinteses dos
complexos contendo um e dois ligantes 4apy segue a mesma logica da primeira
sintese. O ligante aquo (devido a sua alta estabilidade cinética, porém baixa
estabilidade termodinamica) facilita a troca com ligantes r* receptores.

O complexo trans-[Ru(phen),(OH,),](PFe), foi obtido como sintese
fotoquimica, por meio da irradiagdo do isbmero cis, em meio aquoso. A forma trans
possui baixa estabilidade em solucédo, por isso a sintese fotoquimica apresenta-se

como uma das Unicas alternativas para a obtencao deste complexo.



42

4.2 .Espectros de Absorcdo na Regido do UV-Vis

O principio desta técnica consiste na interagdo da matéria (moléculas
contidas na espécie da amostra) com a radiacdo eletromagnética na regido de 190 a
1200 nm (com variacdes discretas de faixa de energia dependendo do equipamento
utilizado) essa faixa de energia do espectro € responsavel por promover transicoes
eletrénicas de uma determinada espécie. Neste trabalho, os espectros de absorcao
no UV-Vis foram obtidos com o intuido de caracterizar os complexos obtidos e
conhecer informacdes relacionadas as transicbes TCML (transferéncia de carga
metal ligante), CM (centradas no metal) e TCLL (Transferéncia de carga
ligante/ligante). Essas transicoes sao fundamentais para compreender propriedades
reacionais e estruturais dos complexos de metais de transicao®*®,

A Figura 8 exibe os espectros de absorcdo na regido do UV-Vis
obtidos para os seis complexos em solvente N,N’-DMF (dimetil-formamida)

sintetizados e estudados neste trabalho.
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Figura 8 Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis dos complexos de | a VI em N,N’-DMF;
absortividade molar (10°.mol™.L.cm™) eixo y em fun¢do do comprimento de onda (nm) eixo x.
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A maior caracteristica destes espectros de absorcdo é o alto
coeficiente de absortividade molar da banda TCML na regido visivel do espectro
eletromagnético. Essa propriedade é consequéncia da transferéncia de carga do
centro metdlico de Ru(l)’®”’ para o sistema conjugado polipiridinico
(predominantemente 1,10-fenantrolina) e, em termos de orbital, € uma transicéao
nd—n*; A grande mudanca no momento de dipolo envolvido nessa transi¢cao explica
0 alto € para estes complexos. As transicdes d—d, nestes compostos. raramente
podem ser observadas pois a proximidade em energia das transicbes TCML acaba
por sobrepor as transicdes centradas no metal que séo todas proibidas por simetria.
Na Tabela 1 estdo descritos os principais valores de Ay € € para as principais
transicOes dos espectros mostrados anteriormente.

Tabela 1 Valores de Ayaix (nm) e de € (M*.cm™) em N,N’-DMF, obtidos pelos espectros de
absorgcédo UV-Vis para os seis complexos em estudo.

Transicao
Complexo Ru(dmr—>1r*)
Amax €
cis-[Ru(phen),Cl,].2H,0 552 9412
Ru(phen),C03.2H,0 586 14936
cis-[Ru(phen)2(OH,),].(PFe)2 489 13395
cis-[Ru(phen),(OH,)(4apy)](PFs). | 486 8714
trans-[Ru(phen),(OH,),](PFe)- 525 11527
cis-[Ru(phen).(4apy)2](PFs)» 457 14048

Com base nos dados mostrados na Tabelal, a troca de ligantes de
carater predominantemente n doador para ligantes ¢ doador, favore a ligagdo Ru-
N(phen), como consequéncia ocorre o deslocamento da banda TCML para maiores
valores de energia.

O complexo cis-[Ru(phen),(OH.,),].(PFg). apresenta dois ligantes aquo
altamente labeis, em solventes coordenantes como acetonitrila, DMSO, piridina e
entre outros. Outra propriedade do aquacomplexo € a desprotonacdo do ligante
aquo em meio basico para a formagdo do complexo cis-[Ru(phen)(OH,)(OH)]". O

mesmo complexo na forma cis quando irradiado com A~ 450 nm, ocorre a
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isomerizacdo, tendo como produto o complexo trans que retorna térmicamente a

forma cis®®

em cerca de 8 horas em meio aquoso, e pouco menos de 2 horas em
acetonitrila e DMF. Foram obtidos espectros de absorcdo na regido do UV-Vis em
CH3CN, N,N’-DMF, DMSO, tampéao 0,1M Trisma pH=12,2; 2,0 e em agua Milli-Q. A
Figura 9.a mostra o espectro UV-Vis do aquacomplexo obtido em agua, tampéo
trisma 0,1M pH=12,2 e pH=2,0, e na Figura 9.b os espectros obtidos em CH3CN,

N,N’-DMF e DMSO.
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Figura 9 Em 9.a complexo cis-[Ru(phen),(OH,),].(PFs)>, em agua, tampao trisma 0,1M
pH=12,2; pH=2,0. Em 9.b espectros UV-Vis em acetonitrila, dimetil-sulféxido e dimetil-
formamida.

O complexo cis-[Ru(phen);(OH,)(4apy)].(PFs). também possui um
ligante labil em sua estrutura, no entanto devido a presenca do ligante 4-
aminopiridina, a labilidade do ligante aquo s6 ocorre diante de ligantes basicos como

acetonitrila, piridina e outros.

4.3.Espectros de Absorcao no Infravermelho

Os espectros de absorcao na regido do infravermelho apresentam uma
série de informacbes importantes a respeito de um sistema com base nos
movimentos vibracionais com mudanca de dipolo associada’®’*%°. Em complexos de
metais de transicdo existem duas diferentes classes de transicdes vibracionais®®,

uma associada aos movimentos vibracionais dos ligantes, e a segunda classe
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relativa as transicdes por simetria que dependem diretamente do nimero de atomos
e do grupo pontual em que esta contido a molécula.

Os compostos estudados neste trabalho sdo todos de geometria
octaédrica distorcida devido a assimetria na disposi¢do dos ligantes. A analise feita
foi com base no deslocamento e na localizagdo das bandas de estiramento
simétrico, assimétrico e de deformacdo angular para os ligantes, além das bandas
relacionadas aos estiramentos simétrico e assimétrico entre os atomos de Ru e o0s
atomos de nitrogénio e oxigénio dos ligantes aquo e 4-aminopiridina.

A Figura 10 mostra os espectros de absorcdo no infravermelho (em

pastilhas de KBr) obtidos para os complexos | e Il.
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Figura 10 Espectros de absorcdo no infravermelho para o0s complexos cis-
[Ru(phen),Cl,].2H,0 e [Ru(phen),CO3].2H,0 obtidos em pastilhas de KBr.
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Figura 11 Espectro de absor¢do no infravermelho do complexo cis-[Ru(phen),(OH,),](PFs),

em pastilhas de KBr.
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Figura 12 Espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho do complexo trans-
[Ru(phen),(OH,),](PFs). em pastilhas de KBr.
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Figura 13 Espectro de absrocdona regido do infravermelho do complexo cis-
[Ru(phen),(OHy)(4apy)](PFs). obtido em pastilha de KBr.
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Figura 14 Espectro de absrocdo na regido do infravermelho do complexo cis-
[Ru(phen).(4apy).](PFs). obtido em pastilha de KBr.
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O espectro de absorcdo na regido do infravermelho do cis-
[Ru(phen).Cl;].2H,0 mostra as bandas referentes a agua de hidratacdo da molécula
~ 3500cm™, assim como, para as outras moléculas hidratadas ou com o ligante aquo
diretamente ligado no metal Nesse caso, aparece sinal de impurezas muito
provavelmente do solvente de sintese N,N’-DMF, comprovado pelo sinal proximo de
3000 cm™ para o estiramento simétrico e assimétrico Csps-H das metilas. As bandas
com sinal mais pronunciado na regido de 1500 cm™ s&o referentes aos estiramento
Csp2=Csp2 da fenantrolina e esses sinais também estdo presentes nas demais
estruturas.

Para o composto cis-[Ru(phen),CO3].2H,0, aparecem duas bandas
entre 1550~1750 cm™ para o estiramento da carbonila no ligante bidentado
carbonato. Esse sinal é bastante caracteristico e mostra um deslocamento
significativo (~100 cm™) com relacéo ao ligante carbonato livre®,

Todos os outros complexos exibem caracteristicas semelhantes quanto
as transicbes vibracionais mais pronunciadas em ~870 cm™ onde o estiramento
assimétrico do contra-ion PFg™’ est4d presente em ambos os compostos. O sinal
sobreposto dos estiramentos simétrico e assimétrico aparece nos dois casos
contendo o ligante aquo e no complexo cis-[Ru(phen).(4apy).](PFs).. Na regido de
3400-3300 cm™, duas bandas de estiramento simétrico e assimétrico estdo
presentes da ligacdo N-H do grupo amino ligado ao anel piridinico. Nesse caso, nao
€ observado deslocamento significativo devido a grande distancia (4 ligacbes) entre
0 ponto de coordenacdo e o amino substituido.

Os sinais que aparecem abaixo de 400 cm™ serdo discutidos
posteriormente, uma vez que, para a analise e interpretacdo destes dados, utilizou-
se os dados de infravermelho tedrico obtidos pelos estudos tedricos envolvidos no
trabalho.

4.4.Comportamento Eletroguimico

Os estudos eletroquimicos efetuados neste trabalho foram baseados
em medidas de voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial. Todos os seis

complexos foram caracterizados com base nos valores de Ei/, Eox, Ereq Obtidos e
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comparados com o referencial extraido da literatura, aléem da anélise do perfil
voltamétrico de cada um dos complexos.

A Tabela 2 contén os valores de E. € Ereqg (MV) de todos os sinais
obtidos, referéntes aos complexos formados em solugcdo de acetonitrila (devido a
labilidade do ligante aquo).

Tabela 2 Valores de E. € E.q (MV) para os complexos de Il & VI em solug¢do de acetonitrila
e 0,1 M de TBAPFs.

Complexo Espécies em Solugéo Eox  Ered

cis-[Ru(phen),(CNCH3)(OHo)J>* 942 859
Complexo V | trans-[Ru(phen),(CNCH3),]** 1319 1272
cis-[Ru(phen)2(CNCHa3),]** 1569 1482

Complexo IIl | cis-[Ru(phen)(CNCH3)(OH,)]** 976 886
cis-[Ru(phen)2(CNCHa),]** 1555 1477

Complexo IV | cis-[Ru(phen),(4apy)(OH2)]** 1221 1165
cis-[Ru(phen)2(CNCHs)(4apy)]** 1367 1296

Complexo VI cis-[Ru(phen)z(4apy).]** 1147 1078

A Figura 15 exibe os voltamogramas ciclicos determinados para
complexos de Ill a VI, obtidos no intervalo de 0 a 1800 mV (eletrodo de referéncia de
Ag|AgCl), com velocidade de varredura de 150 mV.s™. O solvente utilizado foi
CH3CN e o eletrélito de suporte o sal hexafluorfosfato de tetrabutilaménio.

Dentre as quatro estruturas mostradas o complexo com dois ligantes 4-
aminopiridina, apresenta o mais baixo, e reversivel par redox, essa propriedade é
consequéncia direta dos efeitos retirador e doador dos ligantes piridinicos, para os
outros 3 casos, em solugcdo, ambos apresentam mais que um par redox, devido a
substituicdo parcial dos ligantes aquo por moléculas de solvente CH3CN. A medida
gue aumenta a substituicdo, ocorre um ganho significativo em potencial efeito
retirador de elétrons altamente pronunciado no ligante acetonitrila, torna mais dificil a
abstracdo de um elétron do centro metalico de ruténio, e consequentemente o

aumento do potencial redox. Com a evolugéo do tempo, 0os complexos trans e cis-
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[Ru(phen),>(H-0),]** tornam-se totalmente substituidos, e o voltamograma destes
complexos apresentaria. o mesmo perfil, relatvo ao composto cis-
[Ru(phen),(CNCH3),".

trans-[Ru(phen),(CH.CN).]*
R

cis-[Ru(phen),(CH.CN).I” %
F
cis-[Ru(phen),(CH,CN)(4apy)]”

cis-[Ru(phen),(4apy).] j\

M

bemmmr

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Potencial E (mV) x Ag|AgCI

Figura 15 Voltamograma ciclico obtido para os complexos de Ill a VI, com intervalo de
potencial de 0-1800mV (referéncia Ag|AgCl), velocidade de varredura de 150 mV.s® e
eletrélito de suporte TBAPF.

Como observado na Figura 15, a remocéao de um elétron do orbital d=
do Ru(ll) para gerar Ru(lll) é influenciado pela natureza do ligante. Uma vez que a
densidade eletronica localizada sobre o metal esta diretamente relacionada as
propriedade o e © doadora e receptora de elétrons dos ligantes coordenados, a

natureza dos ligantes coordenados afeta os potenciais Ru(ll/1l)"®"". Para ligantes da
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mesma série, a presenca de substituintes retiradores de elétrons aumenta o
potencial de oxidacdo enquanto o oposto ocorre para substituintes doadores de
elétrons®. Desta forma a substituicdo dos fons cloretos, que séo ligantes doadores
m de elétrons pelos ligantes aminopiridinicos, promovem uma diminuicdo na
densidade eletrbnica sobre o centro metalico, com consequente deslocamento do
potencial do Ru para regides mais anddicas. Nos voltamogramas ciclicos também
estdo presentes varias redugbes que ocorrem a potenciais negativos e todas séo
centradas no ligante fenantrolina (Figura 15).

4.5.RMN-H

Neste trabalho, os estudos de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H) foram usados com ferramenta para auxiliar na elucidacdo
estrutural dos complexos, e como técnica para acompanhamento dos estudos
fotoquimicos. Neste tépico segue descrito os espectros de RMN de 'H para os
complexos cis-[Ru(phen)(4apy).]*", cis-[Ru(phen),(OH,),]** e cis-
[Ru(phen),(OH.)(4apy)]** que sdo as principais estruturas envolvidas no processo de
fot6lise continua no processo terapéutico, alvo do trabalho, neste tépico também
estd descrito a elucidacdo por espectro de RMN-'H do complexo trans-
[Ru(phen)»(OH.),]** produto da fotoisomerizacdo do aquocomplexo. Na descricéo a
seguir os valores de deslocamento quimico, acoplamento assim como 0S espectros
de RMN sdo referentes aos complexos com o ligante acetonitrila substituido, devido
a alta labilidade dos ligantes aquo neste meio. Para facilitar a visualizacéo, a Figura
16 apresenta as estruturas dos complexos que estdo com os valores de

deslocamento quimico descritos na Tabela 3 e Tabela 4.
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Figura 16 Estrutura com hidrogénios enumerados referentes aos valores da Tabela 3 e
Tabela 4 para os complexos cis-[Ru(phen),(CHsCN),]**, cis-[Ru(phen),(4apy)(CHs;CN)J**, cis-
[Ru(phen),(4apy).]** e trans-[Ru(phen),(CHsCN),]*".

Tabela 3 Valores de deslocamento quimico & (ppm), acoplamento (Hz) e multiplicidade para
os complexos cis-[Ru(phen),(CH;CN),]* e cis-[Ru(phen),(4apy),]**.

H

3,3
4.4
5,5
6,6
7.7
8,8
9,9

cis-[Ru(phen),(CHsCN),J*

cis-[Ru(phen).(4apy).]*

8, ppm (multiplicidade; J, Hz) &, ppm, (multiplicidade; J, Hz)

9,73 (d; 5,1)
8,22 (dd; 8,4; 5,2)
8,87 (d; 8,4)
8,30 (d; 8,9)
8,17 (d; 8,9)
8,45 (d, 8,4)
7,43 (dd; 8,4; 5,2)

9,35 (dd; 5,4; 1,1)
8,09 (dd; 8,4; 5,2)
8,67 (dd; 8,4; 1,1)
8,15 (d; 8,9)

8,05 (d; 8,9)

8,32 (dd; 8,4; 1,1)
7,42 (dd; 8,4; 5,2)
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10,10' | 7,77 (d; 5,1) 7,97 (dd; 5,4; 1,1)
o, o - 7,77 (dd; 5,4; 1,1)
B, B’ - 6,34 (dd; 5,4; 1,1)

Tabela 4 Valores de deslocamento quimico & (ppm), acoplamento (Hz) e multiplicidade para
os complexos cis-[Ru(phen),(CH3CN)(4apy)]* e trans-[Ru(phen),(CH;CN),]*".

H cis-[Ru(phen),(CHsCN)(4apy)]* | H trans-[Ru(phen),(CH;CN),]**
S, ppm (multiplicidade) S, ppm, (multiplicidade; J, Hz)

3,3 |9,82(d) 3,10° 9,94 (d: 1,2)

44 |836(dd) 3,10 8,92 (d: 1,2)

55 |9,04(d) 4,4 8,19 (dd; 5,5; 3,0)

6,6 |843(d) 9,9 8,19 (dd; 5,5: 3,0)

7.7 18,30 (d) 58 8,83 (d: 1)

88 |871(d) 58 831(d: 1)

99 | 7,47 (dd) 6,6 8,29 (s)

10,10’ | 7,85 (d) 77 829(s)

oo |642(dd) ;

B, P’ 5,34 (dd) -

Comparando-se os dois complexos cis-[Ru(phen),(CHsCN),]*" e cis-
[Ru(phen).(4apy).]**, podemos observar que a presenca de um ligante basico como
a 4-apy, desloca os sinais referentes aos prétons do ligante phen para regiées com
menor deslocamento quimico no espectro de *H. Com isso o centro metélico requer
uma menor contribuicdo eletrénica do ligante phen no caso do complexo cis-
[Ru(phen),(4apy),]**, fazendo com que o ligante phen permaneca com uma maior
densidade eletronica e por isso mais blindado.

Outra constatacdo € a geometria cis para os complexos I, IV e VI.
Como o ligante phen é simétrico, seria esperada a presenca de quatro sinais
referentes aos oito prétons de cada anel, como ocorre para a molécula trans. Pois
na geometria trans tem-se apenas N(phen) trans N(phen) com distor¢cdo nao
pronunciada que altera a integracdo dos sinais. No entanto a geometria cis faz com
que se tenha N(phen) trans N(phen) e N(phen) trans N(4-apy/CHsCN). Essa
diferenca do ligante que esta trans ao N(phen), faz com que a molécula perca sua

simetria e da origem a oito sinais distintos (Hs-Hjo) referentes aos oito hidrogénios de
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cada phen. Devido a rapida interconversao do complexo trans em cis, o espectro de
RMN-'H do complexo trans exibe sinais de baixa intensidade referentes aos
hidrogénios do isdbmero que € formado em solucao.

O complexo IV apresenta o maior nUmero de sinais no espectro sevido
a formagcdo em  equilibrio de duas diferentes estruturas  cis-
[Ru(phen),(4apy)(CHsCN)]** e cis-[Ru(phen),(4apy)(H,0)]** resultando a néo
identificacdo dos valores de acoplamento, a maior basicidade do ligante acetonitrila
com relacdo ao ligante aquo, provocou o0 deslocamento dos valores de
deslocamento quimico para regido de maior blindagem, com uma diferenca média

de 0,2 ppm para cada um dos sinais de hidrogénio.

Complexo VI

Complexo Il

1 |

| . 1 ¥ | . 1 . I ! | < |

Complexo VI

Complexo IV dl ' l 1
0 9 8 7 6

7
ppm
Figura 17 RMN de 'H para os complexos cis-[Ru(phen),(4apy).]** cis-[Ru(phen),(OH,),]*",
cis-[Ru(phen),(OH,)(4apy)]** e trans-[Ru(phen),(OH,),]** em CDs;CN.
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4.6.Analise dos Estudos Tedricos

4.6.1.Avaliacdo do Mecanismo da Reacao Fotoquimica

Para os estudos de avaliacdo do mecanismo de reacado fotoquimica,
foram calculados estados singletos e tripletos do complexo cis-[Ru(phen),(4apy).]*,
implementando o modelo PCM para solventes, e neste caso foi escolhido o solvente
acetonitrila. Todos os céalculos de tripleto foram estudados pelo método néo restrito
UB3LYP\LanL2DZ, e também pelo método multiconfiguracional TD-DFT, em que
também foi obtido o espectro eletrénico (Figura 18).

Para a elucidacdo da estrutura eletrbnica do estado tripleto do
complexo cis-[Ru(phen).(4apy).]**, efetuou-se a andlise da densidade de spin sobre
os fragmentos da molécula (centro metalico de Ru (Il), 1,10-fenantrolina e 4apy),
para o estado TCML? e o estado fundamental, assim como, a andlise da carga de

Mulliken. Essa comparacao esta descrita na Tabela 5.
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% 10000
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Comprimento de Onda (nm)

Figura 18 Comparacdo entre os espectros eletrénico do complexo VI tedrico obtido pelo
método TD-DFT UB3LYP\LanL2DZ (linha vermelha) e experimental (linha preta).
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Tabela 5 Valores de ordem de ligagéo, cargas de Millliken e de densidade de spin para o
complexo cis-[Ru(phen),(4apy).]**, no estado fundamental e no estado excitado TCML®
(obtidos por UB3LYP/LanL2DZ).

Ordem de Ligacgao, cargas de Milliken, e Densidade de Spin para o estado

fundamental e o primeiro estado tripleto excitado

Espécie Ordem de Ligacao Carga MPA (Spin)
Ru- N(phen)- | N(phen)- Ru Phen/ | 4apy
N(4apy) Ru- Ru-

N(phen) | N(4apy)

Estado 0,932 1,224 0,294 0,90 (0,48 |0,62

Fundamental

TCML® 0,496 a 0,653 a 0,157 a 0,98 |0,67 |0,34
0,573 B 0,742 B 0,169 B (0,87) | (1,09) | (0,05)

Segundo os dados da Tabela 5 foi observado que os valores de ordem
de ligagao apresentaram uma reducao significativa entre os dois estados. Todas as
ligacbes mostradas na tabela acima apresentaram uma fragilizacdo quando o
primeiro estado excitado tripleto é populado, e com relacdo a carga parcial, o centro
metalico de ruténio sofre um acréscimo ao mesmo tempo que o ligante 4apy
apresenta um decréscimo de 50% com relacdo a carga pontual, isso indica a
formagdo de um estado dissociativo, envolvendo o atomo de Ru(ll) e o ligante
piridinico, como consequéncia o desdobramento da densidade de Spin, localizada
sobre os dois grupos.

O espectro de absorcdo eletrbnica no estado fundamental, teérico e
experimental obtidos para o complexo VI, ambos em CH3;CN, sao bastante
concordantes, viabilizando a analise tedrica deste complexo que esta descrita a
seguir. Para analisar a fotosubstituicdo das duas 4apy, foram otimizadas a geometria
dos complexos cis-[Ru(phen).(4apy).]** e cis-[Ru(phen).(4apy)(CHsCN)** no
estado excitado singleto e realizado o calculo para restrito TD/DFT considerando o
solvente CH3CN para 20 estados excitados tripleto, Figura 19.

As variagfes na estrutura dos ligantes polipiridinicos pela introducéo de
grupos o-doadores e/ou Twr-receptores sdo estratégias geralmente usadas para
sintonizar as propriedades fotoquimicas e/ou fotofisicas de complexos de Ru(ll)®*%3,
Estas modificagcbes s&o realizadas de forma a se obter um complexo com
propriedades particulares.

Neste trabalho esta estratégia foi empregada com sucesso. Isto pode
ser notado quando comparamos as propriedades fotoquimicas e fotofisicas do

complexo cis-[Ru(phen)(4apy).]** reativo fotoquimicamente e luminescente,
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desenvolvidos em nosso laboratério, e o complexo [Ru(bpy)s]** o qual é considerado
um padréo fotoquimico pela sua inércia quanto a reatividade fotoquimica e
luminescéncia intensa proveniente da populacdo significativa (100%) dos estados
excitados *TCML.

As propriedades o-doadoras/p-receptoras dos ligantes phen (pKa 4,68)
e 4apy (pka 9,4) quando comparadas as propriedades o-doadoras/p-receptoras do
ligante bipiridna (bpy, pKa 3,5) no complexo [Ru(bpy)s]** desestabilizam os estados
excitados de *CM levando a uma diferenca de energia entre os estados *TCML/*CM
de apenas 0,45 eV. Desta maneira, os estados emissivos de *TCML podem ser
facilmente populados a partir dos estados excitados de 'TCML e os estados
excitados dissociativos *CM responsaveis pela fotodissociacéo da 4apy podem ser
competitivamente e termicamente ativados a partir do cruzamento dos estados
excitados de *TCML para os estados excitados centrados no metal *CM.

A energia calculada para os estados excitados *CM do complexo cis-
[Ru(phen).(4apy).]** (3,18 eV) e as energias dos estados excitados *CM calculadas
para o complexo cis-[Ru(phen)(4apy)(CHsCN)** (3,21 eV) sdo muito préximas
favorecendo a dissociacdo da segunda molécula de 4apy consistente com as
observacbes experimentais.

As transicfes obtidas a partir do calculo do espectro eletrénico teérico
mostram que no estado fundamental, a separacéo entre as transicées CMLT e CM é
bastante aparente, porém quando levada ao estado tripleto, essa separacao
praticamente inexiste, e entdo, os estados TCML e CM podem ser igualmente
populados, sendo que o estado CM apresenta como contribuicdo dos ligantes 4apy,
uma interacdo o* que contribui para o déficit na ordem de ligagéo entre Ru-N(4apy),
e assim em um processo dindmico, ocorra a fotolise desse ligante. A Figura 18
apresenta o diagrama simplificado com as principais transicbes para os estados
singlete e triplete do complexo cis-[Ru(phen).(4apy).]**, assim como a superficie de

contorno ( isovalor=0,02 ), dos orbitais moleculares envolvidos nessas transic¢des.
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Figura 19 Diagrama de energias simplificado e superficies de contorno para os estados
triplete e singlete do complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]**.

4.6.2. Calculos Computacionais Realizados para os Fotoprodutos

O foco dos estudos tedricos deste trabalho foram dedicados aos 4
complexos j4 mencionados (cis-[Ru(phen).(4apy).]**) e seus derivados da fotélise
continua em meio aquoso (monoaqua, bisagqua cis e trans), com o objetivo de poder

compreender melhor as atividades fotoquimicas e fotofisicas deste sistema, e



61

também para 0 uso nos estudos de dinamica com a enzima AChE. Inicialmente
todas as estruturas foram otimizadas segundo o nivel de aproximacao
UB3LYP/LanL2DZ sem quaisquer consideragcdo de simetria e nenhum modelo de
aproximagdo para solvente. Em seguida, as moléculas otimizadas foram refinadas
utilizando um meétodo mais robusto a fim de se obter um melhor detalhamento da
estrutura eletrénica dos compostos. Para tal, utilizou-se o funcional RB3PW91 com o
conjunto de pseudopotenciais DGDZVP.

Para todas as etapas do estudo tedrico utilizou-se o software Gaussian
03 em plataforma Linux, para efetuar os calculos computacionais. Como visualizador
e renderizador de superficies de contorno e estruturas 3D, foi utilizado o software
Gabedit 2.2.0.

Foram obtidos também a distribuicAo de carga parcial por NBO
(Normal Bonding Orbital) e os dados de populacdo atbmica NPA para os trés
complexos. A Figura 20 mostra a estrutura 3D otimizada para as 3 moléculas cis-
[Ru(phen)>(OH.),]** (complexo IlI), cis-[Ru(phen),(4apy)(OH,)]* (complexo V), cis-
[Ru(phen),(4apy),]** (complexo VI) e trans-[Ru(phen),(OH,),]** (complexo V).
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Figura 20 Estrutura 3D otimizada para as 3 moléculas cis-[Ru(phen),(OH,),]** (complexo
), cis-[Ru(phen),(4apy)(OH,)]* (complexo 1V), cis-[Ru(phen),(4apy),]*(complexo VI) e
trans-[Ru(phen),(OH,),]** (complexo V).

Na Tabelas 6 estdo descritos os valores de contribuicdo orbital de

cada fragmento destes complexos para os orbitais moleculares envolvidos nas

by

transicbes eletronicas (CM, TCML) para os complexos de Il a VI em nossos

estudos.

Tabela 6 Valores de contribuicdo orbital de cada fragmento destes complexos para 0s
orbitais moleculares envolvidos nas transi¢cdes eletrénicas (CM, TCML) para os complexos
de Ill a VI em nossos estudos.

Complexo
OM  Complexo Il Complexo IV Complexo V Complexo VI
Ru phen H,O|Ru phen HO 4apy|Ru phen H;O|Ru phen 4apy

H-2178 21 1 |80 18 2 O |8 100 0 |83 13 4
H-1|177 21 2 179 19 0 2 |57 97 3 |62 10 39

H |67 31 2 |49 13 0 39 |80 95 4 |53 14 32

L |4 96 0 3 96 0 1 2 0 9% | 3 97 0
L+1| 6 93 1 6 93 0 1 5 95 6 93 1
L+2| 1 99 0 1 98 0 1 1 99 1 98 1
L+3| 0O 100 O 0O 100 O 0 - - - 0 100 0
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Na Figura 21, estdo apresentadas as superficies de contorno dos

orbitais moleculares de fronteira (HOMO e LUMO), referente aos complexos de lll a

VI. Na figura a superficie azul referente y+ e superficie vermelha para ¢y~ com um

isovalor de 0.015.

HOMO

LUMO

cis-[Ru(phen),(OH),]**
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cis-[Ru(phen),(OH,)(4apy)]*"

cis-[Ru(phen),(4apy),]**

trans-[Ru(phen),(4apy).]*

Figura 21 Superficies de contorno dos 4 complexos estudados no sistema fotoquimico de
interesse
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Uma caracteristica importante deste sistema fotoquimico, que é
explicado pela analise de composicdo orbital, € a localizacdo das transicoes
eletrdnicas no diagrama de energia e consequentemente, a atividade fotoquimica
das espécies envolvidas. Os orbitais de fronteira, e os orbitais mais préximos em
termos energéticos (HOMO-2 até o LUMO+5) s&o os orbitais em que se localizam as
transicbes TCML destes complexos, devido a maior contribuicdo orbital do centro
metalico de ruténio nos orbitais moleculares preenchidos, e o carater predominante
dos ligantes 1,10-fenantrolina nos orbitais moleculares nao preenchidos. Com esse
mesmo patamar energético também podem ocorrer transicdes do tipo d-d centradas
no metal (HOMO-2; HOMO-1) -> (LUMO+7, LUMO+10), a0 mesmo tempo essas
transicOes d-d sdo seguidas de uma populacédo de estado em orbitais moleculares
gue envolvem uma contribuicdo significativa de orbitais o*, ocorre entdo um
decaimento vibracional de estiramento das ligacdes Ru-N(anel piridinico) levando a
guebra da ligacéao.

Na Figura 22 estao representados os gréaficos de distribuicdo orbital
em funcéo da energia dos orbitais moleculares para cada um dos complexos de Il a

VI, em destaque as regides envolvidas nas transicées TCML, CM e TCLL.
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Figura 22 Graficos de distribuicdo orbital em funcdo da energia dos orbitais moleculares
para cada um dos complexos de Il & VI, em destaque as regides envolvidas nas transicoes
TCML, CM e TCLL.

4.6.2.Andlise NBO.

A analise de cargas parcial por NBO pode fornecer uma série de
informacgdes indiretas, tais como, efeito dos orbitais moleculares das ligagoes

quimicas sobre as espécies®?

e a ordem de ligagéo.

Os dados mostrados na Tabela 7, mostram que a substituicdo da 4apy
pela agua na esfera de coordenacdo do centro metalico de Ru(ll) diminui a carga
positiva sobre o metal e como consequéncia ocorre a diminuicdo do carater ibnico
das ligagdes Ru-L, (L = H,O e 4apy).

A peguena diferenca de cargas entre os atomos do grupo amino, ligado
aos anéis piridinicos nos complexos Il e VI, indicam que a coordena¢do de um ou
dois ligantes ao Ru(ll), na posicao cis, altera significativamente a acidez dos grupos
NH,.

No complexo IV, o atomo de nitrogénio do ligante fenantrolina
adjacente ao ligante aquo esta com uma carga parcial mais negativa que o mesmo
atomo adjacente ao ligante 4apy. Essa assimetria tem implicacdo direta nos
espectros de infravermelho e UV-Vis onde a variagdo do momento de dipolo das

transicOes determina se uma transicdo pode ou nao ocorrer.
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Tabela 7 Dados de carga parcial por NBO para alguns &tomos de interesse dos complexos
la Vi.

Atomo Complexo
Complexo Il Complexo IV Complexo VI Complexo V

Ru 0,899 0,842 0,783 0.904
N(phen)-t(OH,)" | -0,481/-0.476 -0,463 -0.512
N(phen)-t(4apy)** -0,504 -0.481 -0.511
N(phen)-t(phen) -0,528 -0,517 -0,494 -0.517
N(phen)-t(phen)* -0,513 -0,495 -0,494 -0.524
O (aquo) -0,948 -0,946 -0.929
H (aquo) 0,536 0,535 -0.540

N(apy)-(Ru) -0,536 -0,562

N (NHy) -0,799 -0,796

H (NHy) 0,429 0,422

* ‘phen’ adjacente ao ligante aquo para o complexo IV, ** no caso do complexo V, refere-se ao
N(phen)-tN(phen).

4.7.Experimentos de Inibicdo Enzimatica (AChE)

Nossos estudos de inibicdo da enzima AChE pelo complexo cis-
[Ru(phen)>(4apy),]* e seus fotoprodutos cis-[Ru(phen) (4apy)(OH.)]**, cis-
[Ru(phen)>(OH.),]** e trans-[Ru(phen),(OH,)-]** em meio fisiolégico tem como
interesse a obtencdo de compostos que sejam inibidores seletivos desta enzima
para o tratamento da MA, porém evitando os efeitos colaterais indesejaveis do
farmaco comercialmente ja estabelecido Tacrinal®. Esse farmaco foi um dos
primeiros inibidores da enzima AChE disponibilizados comercialmente, mas
apresenta uma série de efeitos colaterais e, em muitos paises, ja foi proibido.

Por este motivo, usamos nos nossos experimentos, para efeitos de
comparacao, como um inibidor padréo comercial, a Tacrina (hidrocloreto de 9-amino-
1,2,3,4-tetrahidroacridina), que é o principio ativo do farmaco comercial Tacrinal®.
Os experimentos de inibicdo enzimatica foram baseados no método de Ellman®®
descrito para absor¢cdo UV-vis usando acetilcolina como substrato. Neste método a

atividade enzimatica é medida pelo aumento da absorcdo a 412 nm produzida pela
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formacdo do anion amarelo quando a tiocolina presente no meio reacional reage
com 0 DTNB ( Amax = 412 nm)*?, equacdes 3 e 4.

enzima

Acetiltioceoling ————= Ticcolina + acetate

Ticcoling + DTNB ———=  &cido 5-tio-2-nitro-benzdico (&nion amarelo)

Para o estudo inibitério da reacdo de hidrolise enziméatica mostrada
acima, considerando o uso de um inibidor reversivel, este pode atuar de duas formas
diferentes, inibicdo competitiva e ndo competitiva (sendo que para muitas espécies
inibidoras, as duas formas ocorrem concomitantemente). As reagcfes hipotéticas

envolvidas sdo mostradas na equacao 5,6 e 7.

E+S —— E+P (5

E+s%k|'* El (6)

E+si§‘* EIS (7)

Neste esquema o complexo inicialmente formado enzima-substrato
(ES) pode produzir um intermediario enzima-acila (EA) com uma constante de
velocidade k2. O inibidor (I) pode ligar-se a enzima livre E ou a EA com constantes
de equilibrio KI, os valores para cada constante sdo crescentes ou decrescentes
conforme o inibidor, e a forma de interagdo deste com a enzima.

Na Figura 23.a todos os espectros foram obtidos para a curva padrao,
livre de inibidor, e a Figura 23.b apresenta a curva 3D dos mesmos espectros. A
Figura 23.c mostra o grafico com o perfil obtido da variagdo da absorbéncia em
funcdo do tempo para o comprimento de onda de 412 nm (Amax do indicador
dissociado).

Os experimentos de inibicdo enzimatica estudados até o momento

foram baseados no método de Ellman adaptado. Um modelo simples das reacbes
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envolvidas nesse método foi descrito na Figura 23, em que descreve as duas
etapas: hidrélise enzimatica e simples dissociacdo. Na Figura 23.a todos os
espectros foram obtidos para a curva padrdo livre de inibidor, a 23.b apresenta a
curva 3D dos mesmos espectros e a 23.c o grafico com o perfil obtido da variagdo
da absorbancia em funcdo do tempo para o comprimento de onda de 412 nm (Amax

do indicador dissociado).

Absorbéncia (u.A) x Comprimento de Onda (nm)

Tamplo Trisma' ph=8.0
l ACRESUmL'

ACH 0.16 mmol L
DTNS 0,16 mmol L

Absorbancia (uA)

A8 T v T r
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“ I3 ;380803989
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{ éll
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2 ¢ VIS-3 412 nm
' —a— Media

R=282x10" 1,10x10" mol.L ' min

\‘qg\
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Figura 23 espectros individuais, 23.b projecdo em 3D e c grafico em funcéo do tempo para
A=412 nm.

A projecdo em 3D mostrado em 23.b mostra o decréscimo da banda
em 315 nm na medida em que ocorre o aumento da banda em 412 nm. Esse efeito é
consequéncia do consumo parcial da solucdo contendo ao mesmo tempo o
substrato e o indicador, nesse caso, em 315 nm é a banda em que absorve o



70

indicador ndo dissociado DTNB. Na Figura 23.c, estédo plotadas 4 diferentes curvas
sobrepostas, sendo que cada curva corresponde a uma réplica do experimento e a
curva média obtida a partir da triplicata.

Com a curva padrao efetuou-se, em seguida, varios experimentos onde
foi avaliado o potencial inibidor dos complexos envolvidos no trabalho, dos ligantes
livres, todos comparados com relacdo ao inibidor padrdo Tacrina. A concentracao
utiizada para cada experimento foi de 3,7 UM que, como serd mostrado nos
proximos topicos, corresponde a uma atividade enzimatica proxima de 20% e
representa o triplo do valor de ICsy para cis-[Ru(phen),(4apy),]°*. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata e o padréao de inibicdo para cada um dos
experimentos foi avaliado a partir da curva média.

Nas Figuras 24.a e 24.b, estéo representados os gréaficos obtidos dos
espectros continuos e a curva média em funcdo do tempo para o ligante livre 4-

aminopiridina.

Absorbéncia (u A) x Comprimento de Onda (nm) Absorbanca (u A) x Tempo (mn)
28 4-aminopinding 3,5M 30 4-aminopinding 3 5 M
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Figura 24 Em 24.a todos os espectros medidos com 3,7 UM de 4apy e em 24.b a curva
média em funcdo do tempo.

As Figuras 25.a e 25.b apresentam os graficos para o mesmo

experimento com teste de prototipo inibidor para o ligante 1,10-fenantrolina.
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Absorbéncia (u. A) x Comprimento de Onda (nm) Absorbancia (u. A) x Compnmento de Onda (nm)
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Figura 25 Espectros continuos em 25.a, e curva média e triplicata em funcdo do tempo em
25.b.

As proximas Figuras 26, 27, 28 e 29 referem-se aos mesmos
experimentos, agora para o0s complexos cis-[Ru(phen),(4apy)s]**, cis-
[Ru(phen),(4apy)(H-0)]** e cis-[Ru(phen),(OH,)-]** respectivamente.

A fim de avaliar os efeitos dos substituintes ligados diretamente ao
ligante fenantrolina, efetuou-se experimentos com o complexo cis-[Ru(Cl-
phen),(4apy),]*" para avaliar o efeito do substituinte Cl no ligante phen sobre a
atividade inibidora enzimatica da AChE. A fenantrolina substituida com um CI
apresenta um pka (3,73) mais acido do que o fenantrolina ndo substituida, pka
(4,68). A Figura 29 contém os dois gréaficos para esse complexo, seguindo a mesma

metodologia usada nos compostos anteriores.

Absorbancia (uA) x Comprimento de Onda (nm) Absorbancia (U A) x Tempo (min)
cis-{Rul1,1-phen),(4apy) [(PF ), 3,7 yM 28 cis{Ru(1,10-phen) (4apy) J(PF ), 3.7 yM
28 —
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Figura 26 Espectros continuos em 26.a e curva meédia em fun¢cdo do tempo para o
complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]** em 26.b.
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Figura 27 Espectros continuos para o teste de inibicio com o complexo cis-
[Ru(phen),(4apy)(OH,)]*" em 27.a, medidas em funcéo do tempo, e curva média em 27.b.
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Figura 28 Espectros continuos para o composto cis-[Ru(phen),(OH,),]** estdo
representados em 28.a e a curva média e triplicata em fungdo do tempo em 28.b.

A fim de avaliar os efeitos dos substituintes ligados diretamente ao
ligante fenantrolinico, efetuou-se um experimento com o complexo contendo o
substituinte Cl, que apresenta um pka mais baixo do que o pka da fenantrolina néo
substituida. A Figura 29 contém os dois graficos para esse complexo, seguindo a

mesma metodologia utilizada nos compostos anteriores.
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Figura 29 Espectros continuos para o complexo cis-[Ru(5Cl-phen),(4apy).]** e, em 29.b,
evolugéo da absorbancia em 412 nm em funcgéo do tempo.

Com relacdo ao padrao usando a Tacrina, a curva 30.b mostra apenas
os 50 primeiros minutos de reacdo enzimatica. O experimento total foi de 12 horas,
porém nao foi feito o registro total, pois, depois de 3 horas, o efeito da hidrdlise ndo
enzimética do substrato acetiltiocolina no pH=8,0 sobrepde os efeitos da hidrolise

enzimatica e, entdo, os dados coletados ndo sdo mais significativos.

Absorbancia (u. A) x Comprimento de Onda (nm) _
hidrodioreto de 9-amino-1,2,3 4-tetrahidroacriding Absorbancia (u. A) x Comprimento de Onda (nm)
3,7 yM de Tacrina

28 Tacrina® PP
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c B . S 0.104
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S € 008
2 oos-
2 2
0.04 -
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: 0.00 : - 7 T
300 400 500 600 700 0 10 20 30 20 50
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Figura 30 Espectros continuos, em 30.a, usando como inibidor padréo a Tacrina e, em 30.b,
evolugdo temporal da absorbancia para o comprimento de onda de 412 nm.

Os dados obtidos (Abs vs Tempo) foram tratados em termos de

velocidade de reacéo, determinado pelo quociente da variacdo da absorbancia pelo
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tempo, que entdo é dividido pelo coeficiente de absortividade molar do indicador

ionizado (ion TNB), Figura 31. Tomou-se o cuidado para que o intervalo de tempo

selecionado mantivesse a relagdo com melhor linearidade possivel, uma vez que,

uma curva nao linear pode mascarar efeitos que nao sdo considerados no calculo da

velocidade de reacdo. O intervalo de tempo das medidas também foi minimizado

para evitar a interferéncia provocada pela inibicdo ndo enzimatica.

Absorbancia (u. A) x Tempo (min)

254

204

154 &

~4~ Média Tacring
4— Média 4-apy
Média 1,10-phen
~4— Média Complexo
Media 8/ initsdor

Absorbancia (u. A)

P ol — v_,(,_..(.
0.0 ‘\—‘l-"".'—‘ _‘—_" « ¢
0 10 20 30 40 S0
Tempo (min)

Absorbancia (u. A)
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20-

10-

Absorbéncia (u. A) x Tempo (min)
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J - A som inibidor
&.‘ cis-{Rufphen) (4apyXOH )] n
? ~ cis-[Ru(phen) (OH ) |
0 10 20 X L0 50
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Figura 31 No gréafico 31.a, as curvas de reacdo enzimatica usando diferentes fragmentos e
o complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]**, como inibidores em comparacdo com a Tacrina. Em
31.b, comparacao entre com os 3 complexos estudados como inibidores na curva de reagéo

de hidrélise enzimatica.
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Figura 32 Gréfico de barras para a velocidade de reacdao enzimatica para os diferentes
inibidores comparados com o inibidor comercial Tacrina e com a reacdo enzimatica livre de
inibidor.

Os resultados obtidos mostram que os complexos inibem a atividade
da enzima AChE enquanto a molécula bioativa livre 4apy e o ligante phen néo
atuam como inibidores desta enzima (segundo método de Ellman aplicado). Ainda,
a inibicdo enzimética segue a ordem de aquacdo do complexo precursor: cis-
[Ru(phen)(4apy).]*" > cis-[Ru(phen)z(4apy)(H:0)*" > cis-[Ru(phen)2(OHz)z]*" >
trans-[Ru(phen),(OH,),]*".

Esta ordem mostra que a coordenagdo da 4apy ao fragmento
[Ru(phen),]** favorece a inibicdo da AChE. Ao mesmo tempo cabe relembrar que a
4apy néao inibe a enzima AChE mas atua na MA promovendo o aumento no nivel de
acetilcolina. Estes resultados sugerem que o complexo cis-[Ru(phen).(4apy).]**
apresenta caracteristicas estruturais que séo essenciais para a interacdo com a
enzima AChE.
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Nestes estudos avaliamos também o efeito do tempo de incubacédo do
complexo com a atividade inibidora enzimatica, Figuras 33, 34 e 35. Os resultados
obtidos mostram que o complexo precursor ndo apresentou alteracao da atividade
inibidora com o tempo de incubacdo. Entretanto o complexo Il apresentara um
aumento da atividade inibitéria com o tempo de incubacao, sugerindo a participacéo
direta destes complexos no processo catalitico provavelmente pela troca da agua
coordenada por um sitio de ligagdo na enzima, o complexo V, ndo foi testado, pois

com o tempo de experimento ocorre a conversao total da forma trans para cis.

3,54
. complexo Il
& 3,0-
E |
= 25
§ .
< 20-
O
38‘ o
S 1,5-
|
S 1,0-
© 1
>
= 0,5-
< |
0,0- _
0 10 20 30 40 50

Tempo de Incubagao (horas)

Figura 33 Gréfico de delta taxa de reacdo segundo variacdo no tempo de incubacdo do
complexo Il com a enzima AChE.
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Figura 34 Grafico de delta taxa de reagdo segundo variagdo no tempo de incubagéo do
complexo IV com a enzima AchE..
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e delta taxa de reacéo segundo variacdo no tempo de incubacdo do
enzima AChE.
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Neste contexto determinamos as constantes de velocidade de
Michaelis-Menten da hidrdlise do substrato catalisada pela enzima, para o inibidor,
cis-[Ru(phen).(4apy).]**seguindo as equacdes 5, 6 e 7.

Os resultados estédo apresentados na Figura 36 e Tabela 8. Visto que
o valor de Km aumenta com o aumento da concentracao do complexo sugere-se que
a inibicdo da atividade da enzima acetil colinesterase pelo complexo ocorre por um
mecanismo de inibicdo competitiva reversivel. Km = 93,362 uM; Km = 903,342 uM e
Km = 1382,704 uM para as concentracdes de 0; 1,85 e 7,4 uM do complexo VI. No
Apéndice 1, estdo os graficos de regressao linear, assim como a equacao da reta

obtidos para o complexo VI, referentes ao grafico na Figura 36.

S 900-
&

E  750;
N

R

o '.E 60
¥ E

2 300+
®

s 150-
=

|

-0.01 000 001 002
1/[AChI] (uM™)

Figura 36 Gréfico de Linear-Buck para obtencdo dos parametros de cinética de inibicao

segundo as equactes de Michaelis-Menten.

A extensdo da inibicdo da AChE determina se o inibidor & téxico ou
farmacoldgico. A eficiéncia de inibicdo da AChE por uma dada substancia pode ser
avaliada pela constante de inibicdo (kl) que pode ser calculada pelo grafico ky/Vmax
VS [inibidor].
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A Tabela 8 mostra o valor obtido para a constante de inibicao (kl), do
complexo cis em relagdo a uma série de compostos descritos na literatura. Espera-
se que um bom inibidor apresente tanto um baixo valor de k; como um baixo valor de
citotoxicidade. Para maior clareza a Figura 37 contém a estrutura das estruturas
comparadas na Tabela 8, com excecdo do Complexo VI e da Tacrina ja exibidas na

lista de estrutura.

CHj

H,C A =
3¢ HoN

Huperzine-A

F20tetrafenilporfirina F20TPPFeCl

Figura 37 Representacdo das estruturas utilizadas como comparagdo com relacdo aos

valores de constante de inibi¢éo KiI.
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Tabela 8 Valores de Kl (constante de inibicdo) para o complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]**
calculado, em comparagdo com os valores extraidos da literatura para inibidores
reconhecidos, e outros derivados de porfirina.

Inibidor Kl (uM)
Tacrina® 0,031
Huperzina-A®® 0,0046
Rivastigmina®® 0,5
F20Tetrafenilporfirina® | 15
F20TPPFeCI® 2,21
cis-[Ru(phen)z(4apy)2]**| 20

Os resultados da Tabela 8 mostram que tanto a huperzina-A como a
Tacrina sdo os mais eficientes inibidores da AChE enquanto o complexo cis-
[Ru(phen),(4apy),]** apresenta inibicéo similar as porfirinas. E descrito na literatura®
gue a Tacrina atua como um inibidor da AChE na presenca de acetilcolina como
substrato tanto como inibidor competitivo como ndo competitivo. A constante de
inibicdo considerando apenas a inibicdo competitiva € de 65 pM (trés vezes maior
que o obtido para o complexo cis-[Ru(phen).(4apy).]** ) o que leva a concluirmos
gue em termos de um mecanismo de acdo competitivo e reversivel o complexo é
superior a Tacrina com a vantagem de nao levar ao comprometimento da enzima e
substrato pelo mecanismo de inibicdo ndo competitivo, 0 que pode ser responsavel
pela alta toxicidade da Tacrina.

Desde a década de 50 vérios trabalhos demonstram a habilidade
inibidora enzimatica dos complexos polipiridinicos de Ru(ll)®®. O complexo
[Ru(phen)s]** por exemplo liga-se a enzima AChE com afinidade da ordem de
micromolar da constante de inibicéo.

MULCAHY e colaboradores®, por exemplo, reuniram os dados de
inibicdo da AChE para 28 complexos polipiridinicos de Ru(ll) em um diagrama de
inibicdo da atividade enzimatica vs complexo, Figura 38. Para localizarmos a
atividade do complexo cis-[Ru(phen).(4apy),]** neste diagrama refizemos nossos
experimentos de inibicdo da AChE usando as mesmas condigbes experimentais
descritas por Mucalhy. Para isso foram realizadas 12 medidas de velocidade de
reacdo enziméatica pelo método de Ellman utilizando concentragbes de 0,025 até 51

UM do complexo cis-[Ru(phen)a(4apy)-]**, em uma concentracdo de 0,3 mM de
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substrato iodeto de acetilcolina. As velocidades de hidrolise enzimatica em funcéo da
concentracdo de inibidor estdo mostradas no grafico normalizado de atividade

enzimética.

s |C_(X) = -0,181IN(X) + 0,5592
R’ =0,9867

o
NN
1

Atividade Enzimatica Normalizada
o
N

—
6 . 1IO . 2IO . 3IO . 4IO . 5I0 . 60
[cis-[Ru(phen),(4apy),]” (uM)

o
o
1

Figura 38 Valores de atividade enzimatica normalizada em funcdo da concentracao de
inibidor (Complexo VI). Os pontos representam os valores obtidos pelo método de Ellman e
a linha azul representa a regressao logaritmica com limite no intervalo dos pontos tracados.

O complexo cis-[Ru(phen),(4apy).]*" apresentou um valor de ICsy de
1,38 p molL™. A atividade enzimatica determinada para 1uM de inibicdo enzimética
determinada em termos de porcentagem equivale a 55,92 %. Quando comparado
aos 28 complexos polipiridinicos de Ru(ll), o complexo cis-[Ru(phen).(4apy).]**
posiciona-se entre 0os 8 compostos com menor concentracdo para atividade

enzimatica (Figura 39).
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Figura 39 Gréafico adaptado® da porcentagem de inibicdo da atividade enzimatica (AChE)
segundo a pequena biblioteca de 28 complexos polipiridinicos, & 1uM de inibicdo, a linha
vermelha representa o limite delimitado pela porcentagem de inibicdo referente ao complexo
cis-[Ru(phen),(4apy).]**.

E interessante notar que moléculas grandes e hidrofébicas como as
porfirina (Tabela 8 e Figura 37) e complexos de Ru(ll) como [Ru(phen)s]** s&o bons
inibidores da AChE®. Sugimoto e colaboradores 1995 propuseram um modelo de
sitio ativo para AChE. De acordo com este modelo, a enzima apresenta quatro sitios
ativos: sitio para ligagdo hidrogénio, um sitio de carga negativa, e dois sitios
hidrofobicos. Portanto, o efeito inibitério dos complexos estudados podem ser
explicados por uma adsorcdo hidrofébica do complexo no centro ativo da enzima
e/ou em termos de similaridades conformacionais que favorecem a interacao
complexo/enzima. O complexo cis tem as caracteristicas necessarias para interagir
com estes sitios: a phen pode ligar-se aos sitios hidrofébicos, a carga positiva total
do complexo e o grupo amino protonado da 4apy podem interagir com o0 sitio
negativo. Estas observacfes estdo de acordo com estudos de lipofilicidade
realizados recentemente em nosso laboratério para o0 complexo cis-

[Ru(phen),(4apy),]** logP=-1,11 e para o ligante 4apy livre logP= -0,97.
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Para auxiliar a analise estrutural dos dados plotados na Figura 39
(adaptado da literatura), a Figura 40 exibe os complexos que apresentaram a
melhor atividade inibitéria (complexos “e” e “t”) com base nos valores de ICs, de
inibicdo, assim como os trés compostos com atividade inibitéria mais préxima do

valor de ICso do complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]** (complexos “d”, “p”e “q”).

Me Me

Complexo E

\ 7/

Complexo T Complexo P Complexo Q

Figura 40 Complexos com maior atividade inibitoria 1Cs, (estruturas e e t), e complexos com
valores de ICsg, inibitério mais préximo do complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]** (estruturas p, q
e d) adapatados da referéncia Figura 39.

Para efeitos de comparacao realizamos estudos de inibicdo da AChE
por espectroscopia de luminescéncia. Este método possibilita maior sensibilidade,
pois 0 sistema envolve apenas a reacdo enzimatica e esta livre de contratempos

como a hidrdlise ndo enziméatica. Estes experimentos sédo descritos a seguir.
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4.7.1.Experimentos de Inibicdo Enzimatica (método de Fluorescéncia).

Como citado anteriormente, este método baseia-se, na detec¢éo do ion
indoxilato, gerado em solugdo pela hidrélise do substrato acetato de indoxila.
Primeiramente foram efetuados uma série de testes para adequar as melhores
condicbes experimentais as condicbes dos compostos de nosso interesse. As
medidas foram realizadas por acompanhamento da reagdo enzimatica em um
espectrofluorofotbmetro, com leituras em intervalos de 60 segundos, ao final da
reacao (cerca de 20 a 30 minutos), a taxa de reacdo é dada em funcédo do quociente
do delta intensidade de emissao relativa em funcdo do tempo, estes testes foram
feitos com e sem a presenca dos inibidores, além do uso do inibidor comercial
Tacrina®.

A Figura 41.a e 41.b mostra todos os espectros projetados, e o gréafico

contendo o maximo de emissao em funcdo do tempo para a medida em triplicata

respectivamente.
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Figura 41 funcdo do tempo (em destaque a triplicata para a reacdo padréo livre de inibidor,
e a reagao contendo 3,7uM do composto cis-[Ru(phen),(4apy).]*").

O mesmo protocolo foi seguido para os demais complexos envolvidos
no mesmo sistema fotoquimico, na Figura 42.a, 42.b e 42.c, sdo mostrados 0s
espectros obtidos em um tempo de reagdo para cada um dos complexos testados

como inibidor, complexo lll, IV e V respectivamente.



85

220
200 y .
' | 20- 00
o 1804 N (O' o
3150 PN p‘ % OH; § A I )ﬁ‘n
E 1404 X N ow, | @ 1504 A I~ O
r i IIEJ X/ (—'\‘,
g 1201 A /_\ - ) ‘8 O O
1N~ | ° 1w
80+ 3
£ 60 k-4
8 B 50
£ i
20+ N §
o T T T T " -
450 500 550 600 480 500 580 00
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)
e trans-[Ru(phen),(OH ) ]
350+
§ 300
@
£ 250
m -
3 200-
@
3 !
° 150 4
@ ;
S 1004
e 4
50 4
o L) v A v L) ! L)
450 500 550 600
Comprimento de Onda (nm)

Figura 42 Espectros de emissdo obtidos, para a reacdo de hidrélise enzimética utilizando
3,7 uM do complexo cis-[Ru(phen),(OH,),]** em 42.a. cis-[Ru(phen),(OH,)(4apy)]** 42.b e
trans-[Ru(phen),(OH,),]** no gréfico 42.c.
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Figura 43 Grafico de barras, contendo a taxa de reacdo enziméatica obtida pelo método de
fluorescéncia, utilizando 3,7 uM para cada protdtipo inibidor.

Ambos os métodos de inibicdo utilizados neste trabalho mostraram
uma concordancia quanto ao padrao de inibicdo, frente aos diferentes substratos e
as condicOes exigidas para cada experimento. No geral o complexo de partida no
sistema fotoquimico foi o que apresentou o maior padrdo de inibicdo, e na medida
em que ocorre a troca dos ligantes piridinicos pelos ligantes aquo, ocorre a perda na
eficiéncia da interacdo do complexo (produto formado) com a enzima AChE. O
préximo experimento idealizado mostra resultados do estudo de inibicdo enzimatica
acompanhado da liberacdo dos ligantes piridinicos por meio da fotdlise continua, a
fim de verificar se essa liberacdo dos ligantes in situ apresenta o0 mesmo padréo

observado anteriormente.



87

4.8.Experimentos Combinados (Fotoquimica e Inibicdo Enziméatica)

Estes experimentos combinados de fotoquimica e de inibicdo
enzimética visam simular da melhor maneira as condicbes de terapia in vitro dos
compostos estudados. Os experimentos foram conduzidos da mesma forma que 0s
estudos de inibicdo anteriormente mencionados, porém a cada intervalo de medida a
amostra foi irradiada em um reator fotoquimico de 420 nm.

Para melhor visualizacdo dos resultados utilizou-se uma concentragcao
de 0,03 mM de inibidor e foram efetuadas medidas com e sem fotoquimica (para
revalidar as curvas de hidrélise enzimética para novas concentracfes). Foram
efetuadas também as medidas de inibicdo enzimatica usando apenas a fotoquimica
sem qualquer inibidor, a fim de avaliar se a fotoquimica ndo altera a natureza da
reacao.

Na Figura 44, estdo plotados os graficos de inibicdo enzimatica com

fotoquimica para o complexo cis-[Ru(phen)(4apy)2]**.

Absorbancia (u. A) x Tempo (min) Absorbancia (u A x Tempo (min)
Fotoquimica e Inibidor cis-{Ru(1,10-phen) (4Apy) |(PF )
0rs
03+ 070 o
0.85 00
060~ Y
= 06+ . 055 & 3/ Fotoquimica 3
< < 050 @ com Fotoquimica 0°
3 3 ! )
- ~ 0454 9
® » ]
§ 044 g 0‘0-' 00
S LS 038 1 Y
a £ 0304 v )
2 e ] N
2 02 2 08 °
= < 0204 )
0154
0.10 4
i 0.05 |
. : ; 0.00- : . :
0 L 10 15 20 28 0 5 10 15 20 26
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 44 Em a, curva média para as medidas de inibicdo enzimatica acompanhados
fotoquimicamente e, em b, comparacéo da curva média com e sem fotoquimica (método de
Ellman).

Segundo os dados referentes aos graficos da Figura 44.a e 44.b, o
processo de fotolise continua altera de maneira significativa a forma de interacdo da

enzima AChE com o complexo e os dados acima estdo de acordo com os dados de
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inibicdo no item 4.7, onde os produtos da fotoquimica possuem uma inibicdo menor
que o complexo cis-[Ru(phen).(4apy)2]*".

Na Figura 45, sdo apresentados os graficos de inibicdo acompanhados
pelo processo de fotélise continua para o complexo cis-[Ru(phen)(4apy)(OH.)]*
com e sem fotoquimica e também os graficos de fotoquimica e inibicho comparados

para estes dois complexos.
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Figura 45 Curvas do experimento combinado para o complexo cis-[Ru(phen),(4apy)(OH,)]**
em a. Curva média comparada com e sem o processo de fotélise em b. Comparagédo dos
experimentos com fotoquimica entre os complexos cis-[Ru(phen),(4apy).]** e cis-
[Ru(phen),(4apy)(OH,)]** em ¢ e comparacdo com e sem a fotoquimica para 0s mesmos
complexos em d.

Com base nos gréaficos mostrados na Figura 45, o processo de fotdlise

também minimiza a interacdo do complexo cis-[Ru(phen),(4apy)(OH.)]** com a



89

enzima AChE e, quando comparado com os dados da reacdo enzimatica para o
complexo cis-[Ru(phen),(4apy).-]**, observou-se que a medida que a fotdlise atua
sobre o complexo VI o perfil da curva para reacdo de hidrélise enzimatica se
aproxima dos dados obtidos para o complexo IV sem a fotoquimica, reforcando os

resultados obtidos para o experimento anterior.

4.9.Experimento de Citotoxicidade e ICsq

As culturas de células 3T3 e NG97 foram preparadas em placas de
Petri e previamente encubadas em atmosfera de CO, com temperatura constante de
37° C, por 72 horas, para a posterior adicdo da solucdo tampdo pH= 7,4 dos
complexos cis-[Ru(phen).(4apy).]*", cis-[Ru(phen)»(H,0),]*, cis-
[Ru(phen),(4apy)(H-0)]*" e o ligante 4-aminopiridina, deixadas por mais 48 horas.
Utilizou-se o método do violeta cristal para a leitura espectrofotométrica dos ensaios,
utilizou-se a leitora de placas ASYS UVM 340. Todas as medidas foram feitas em
triplicata utilizando placas contendo 96 pocos.

Todas as medidas obtidas foram confrontadas com o controle celular, a
Figura 46 exibe os gréficos e viabilidade celular em funcdo da concentracdo da
espécie no meio de cultura (complexos lIll, IV e VI) para as células do tipo 3T3 e na
Figura 47 os graficos obtidos para as medidas de viabilidade celular em funcédo da
concentracdo dos complexos I, 1V, VI e do ligante 4-aminopiridina livre para células
do tipo NG97. Para obter os valores de ICso de citotoxicidade para cada uma das
espécies estudadas, foram obtidos graficos com a viabilidade celular em funcdo da
concentracdo das espécies seguido pela regressao polinomial de segunda ordem.
Estes gréaficos assim como a fungdo obtida por meio da regressao polinomial sdo
exibidos no Apéndice 2.
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Figura 46 Gréficos e viabilidade celular em fung¢éo da concentracdo da espécie no meio de
cultura (complexos lll, IV e VI) para as células do tipo 3T3.
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Figura 47 Gréficos e viabilidade celular em fung¢édo da concentracdo da espécie no meio de
cultura (complexos lll, IV, VI e o ligante 4-aminopiridina livre) para as células do tipo NG97.

A Figura 48 traz as fotos tiradas do meio de cultivo das células
contendo a espécie em estudo (complexos Ill, 1V, VI e o ligante 4-aminopiridina livre)
em placas de 96 pocos utilizado na medida espectrofotométrica.
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Figura 48 Fotos tiradas do meio de cultivo celular contendo a espécie em estudo
(complexos lll, IV, VI e o ligante 4-aminopiridina livre) em placas de 96 pocos utilizado na
medida espectrofotométrica.

Para melhor visualizacdo dos dados de citotoxicidade, a Figura 49,
contém o grafico dos valores de ICsy obtidos pelas curvas de regressao polinomial

de segunda ordem (Apéndice 2).
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Figura 49 Gréfico contendo os valores de IC50 de citotoxidade para os complexos (lll, IV e
V1) e o ligante 4-aminopiridina, frente as células 3T3 e NG97.

Estes valores de citotoxicidade ICsp= 39,59; 39,84 para o complexo VI,
ICs0= 23,3; 60,83 para o complexo IV, ICs= 54,18; 40,13, para o complexo Il
mostram que os produtos de fotdlise IV e Ill, apresentam em média uma toxicidade
mais baixa que o composto cis-[Ru(phen).(4apy).]**. O valor mais alto de ICso do
ligante livre 4-aminopiridina, associado a variacdo dos complexos, indica que a
fotélise neste caso também pode ser usada em terapia como proposta a regular a
toxicidade do sistema como tudo, aliando a atividade inibitoria do complexo VI, com

a atividade blogueadora da 4-aminopiridina, e reducéo dos efeitos citotoxicos.



93

4.10 Experimentos de Emisséo in situ

Preparou-se uma solucdo 05 mM do complexo cis-
[Ru(phen),(4apy),]** em meio de cultura livre de corante contendo 1% de DMSO, o
sistema junto com a cultura de células (células cancerosas de colo do utero) foi
previamente mantido em uma incubadora de CO, por 3 horas. As medidas de
emissao in situ foram obtidas em um microscépio confocal Zeiss modelo LSM 510
Meta, com comprimento de onda de excitacdo de 477 nm (LASER de Ar) e faixa de
leitura de emissdo de 600-700 nm. Na primeira etapa foram feitas apenas duas
leituras inicial e ap6s 1 minuto de irradiacdo continua com o LASER Ar (477 nm), em
decorréncia do perfil qualitativo da perda de emissdo do complexo VI em meio
celular, efetuou-se um segundo experimento acompanhando o decaimento emissivo
de dois diferentes pontos da lamina de leitura, neste caso utilizou-se um tempo total
de leitura de cerca de 7 minutos com excitacdo em intervalos de 5 segundos. Na
Figura 50 as fotografias obtidas para o primeiro experimento, em destaque uma
Unica célula aderente marcada pelo contraste da emissdo do complexo VI (em
ambas as figuras, destaque para a fotografia da emissdo, transmitida e a

sobreposicao das duas imagens).
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Figura 50 Imagens de microscopia confocal obtidas com o contraste emissivo do complexo
cis-[Ru(phen),(4apy),]**. Em 50.a contraste emissivo antes da irradiac&o e em 50.b perda do
contraste ap6s 1 minuto de irradiagéo continua.

Na Figura 51 as imagens do contraste emissivo do complexo VI para
uma fracdo da lamina contendo 2 células aderentes, com irradiagdo continua total de

1 minuto.

Figura 51 Imagens com o contraste do complexo VI em vermelho. 51.a imagem sem
irradiagdo, em 51.b apos 40 segundos de irradiacdo continua, e em 51.c ao final de 1 minuto
de irradiagéo, sem o contraste emissivo do complexo VI.

A Figura 52 apresenta o grafico de intensidade de emisséo relativa em
funcd@o do tempo para duas diferentes areas da lamina utilizada no experimento, a
mesma figura exibe em destaque a imagem com o contraste em vermelho para as
areas de leitura. Neste experimento o decréscimo em emissao do complexo cis-
[Ru(phen),(4apy),]** intracelular é bastante expressivo, seja pela irradiacdo continua

como observando a irradiagdo em pulsos. Antes do inicio da irradiagdo do sistema, é
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possivel observar o forte contraste do complexo por toda a extensao da célula, com
menor intensidade no nucleo, e maior intensidade na regido extranuclear devido a
maior facilidade em permear essa extensdo das células. Apesar do coeficiente de
particdo em n-octanol (logP.c) ja obtido para este complexo indicar um sistema com
carater hidrofilico acentuado, com um baixo tempo de incubacdo (3 horas), foi
possivel obter uma distribuicdo detectavel do complexo em meio celular, com um
forte contraste emissivo.

Todos esses indicios (experimentos in vitro comprovados com 0s
estudos de emissao in situ) reforcam o potencial em aplicacdo deste sistema como
uma sonda emissiva, somando assim um sistema util no controle e administracao do

farmaco em meio biolégico.

Intensidade de Emissao Relativa

Tempo (min)

Figura 52 Gréfico de Intensidade de Emissdo Relativa em funcdo do Tempo, em destaque o
decaimento da emissdo do complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]** em meio celular, para dois
diferentes pontos da lamina fotografados e acompanhados da irradiacdo em pulsos de 5
segundos.
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5.CONCLUSAO

Foram  preparados e  caracterizados o complexo  cis-
[Ru(phen)>(4apy),]** e os produtos de fotoquimica em meio aquoso cis-
[Ru(phen)»(OH,)(4apy)]**, cis-[Ru(phen);(H20),]** e trans-[Ru(phen),(OHy).]**, as
estruturas e propriedades fisico-quimica destes compostos foram estudados por
técnicas eletroquimicas (voltametria ciclica) e técnicas espectroscopicas (absorcao
na regido do UV-Vis, Infravermelho, espectroscopia de luminescéncia e RMN-'H).

As propriedades fotoquimicas deste sistema foram estudadas a nivel
tedrico por meio de calculos computacionais, implementando como nivel de
aproximacdo o método do funcional de densidade DFT, para o estado singleto de
menor energia, € 0 primeiro estado tripleto excitado. Observou-se neste caso a
degenerescéncia entre os niveis de energia que compreendem as transicoes TCML
e CM (quando o complexo VI passa do estado singleto para o estado tripleto), e que
o estado CM? possui uma grande contribuicdo do orbital 0* no eixo de ligagao, tal
fato em um processo dindmico (solvente basico e temperatura ambiente) leva a
fotdlise dos ligantes 4-aminopiridina, comprovando assim seu potencial em atuar
como veiculo destes ligantes.

Os experimentos de inibicdo enzimatica efetuados por dois diferentes
métodos (método colorimétrico de Ellman e método de emissdo) revelaram que
dentre as estruturas do sistema em estudo, apenas o complexo VI possui uma
atividade inibitoria apreciavel (ICsp= 1,87 yM) por um mecanismo de inibicdo do tipo
competitivo, e que, a medida que ocorre a troca dos ligantes 4apy pelos ligantes
aquo ocorre consequentemente uma reducdo da atividade inibitéria. Com isso duas
diferentes hipdéteses podem ser aplicadas em uso terapéutico: inibicdo da enzima
AChE (hipotese colinérgica) e bloqueio dos canais de potassio (estratégia
compensatoria).

Os estudos de citotoxicidade mostraram que o complexo VI apresenta
em média a maior citotoxicidade frente as células (NG97 e 3T3), e que ocorre um
decréscimo na atividade citotoxica a medida em que sao liberados os produtos de
fotélise em meio aquoso (devido a menor citotoxicidade tanto dos fotoprodutos como

do ligante 4-aminopiridina livre). Essa relacdo entre as atividades citotoxicas indica
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gue essa propriedade também pode ser considerada para fins terapéuticos,
utilizando como controle de dosagem a regulacéo toxica do sistema.

A diminuic&o regular e significativa da emissdo do complexo VI (Aem =
640 nm) com a liberacdo da aminopiridina (detectada por voltametria ciclica e por
luminescéncia, assim como nos experimentos de emissao in situ) nos fornece
indicios da viabilidade de uso destes complexos como sondas bioldgicas
luminescentes. Estes experimentos mostram também que é possivel o controle da
dosagem do farmaco a ser liberado e a sele¢éo do local de entrega no organismo.

Em sintese, uma andlise quantitativa das atividades bioldgicas
estudadas, observou-se que com a concentracdo de 0,5 mM o complexo VI
apresentou atividade emissiva in situ, sem que isso implicasse em qualquer dano ao
cultivo celular, essa mesma concentracdo equivale a uma viabilidade celular proxima
de 100% (segundo os estudos de citotocixidade para ambas as células NG97 e 3T3)
e com relacdo a atividade inibitoria, essa concentracdo € cerca de 250 vezes
superior a concentracdo do ICs inibitério obtido para o mesmo complexo. Essa
relacdo sustenta o potencial promissor deste sistema metalofarmaco multifuncional.

Do nosso conhecimento esta é a primeira vez que se observa um
complexo de metal de transicdo atuando simultaneamente como sistema de entrega
de farmaco e sonda luminescente. Para que isto fosse possivel a energia da ligacéo
e a cinética da reagao deve estar em “sincronia”. Potencialmente esta tecnologia
pode ser usada para acompanhar a associacdo das proteinas nos sistemas vivos em
tempo real. Além do mais, a luminescéncia ndo é uma técnica invasiva nem

destrutiva pelo menos nos comprimentos de onda em que estamos trabalhando.
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Segue abaixo o grafico de regressao linear obtido para o experimento

de determinacdo de parametros de Michaelis-Menten, para 0; 1,85 e 7,4 uM do

complexo cis-[Ru(phen),(4apy),]** respectivamente.
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APENDICE 2

Os gréaficos a seguir exibem os valores de ICs, obtidos para os
complexos I, IV, VI e 4-aminopiridina, a partir das medidas de regressao polinomial
de segunda ordem. Respectivamente os complexos lll, IV, VI para as células do tipo
3T3, e para os complexos I, IV, VI e 4-aminopiridina livre com células do tipo NG97.
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Viabilidade Celular (%)
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Viabilidade Celular (%)
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