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RESUMO

“CITOTOXIDADE E MECANISMO DE A(;AO DE COMPLEXOS Ru(ll)/2-
MERCAPTO-4(3H)QUINAZOLINONA EM CELULAS DE CANCER DE
PELE”. Complexos bifosfinicos de ruténio combinados a ligantes mercapto tem
apresentado baixos valores de ICs € bons indices de seletividade (1S) em diferentes
linhagens tumorais estudadas, o que tem motivado o desenvolvimento de
compostos de ruténio com esses ligantes. Diante disso, neste trabalho foram
sintetizados cinco complexos: [RuCIl(H2mq)(dppm):]PFs (Rul),
[Ru(2mq)(dppe).]PFs (Ru2), [Ru(2ma)(dppen)2]PFs (Ru3), [Ru(Zma)(bipy):]PFs
(Rud) e [Ru(2mq)(dppm),]PFs (Ru5) (dppe: 1,2°- bis(difenilfosfina)etano; dppm:
1,1°- bis(difenilfosfina)metano; dppen: 1,2’- bis(difenilfosfina)eteno; bipy: 2,2’-
bipridina; H2mq ou 2mq: 2-mercapto-4(3H)quinazolinona). Os complexos foram
caracterizados pelas técnicas de ressonancia magnética nuclear 1D e 2D,
condutancia molar, analise elementar, espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho e na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), voltametria ciclica,
espectrometria de massa e difracdo de raios X de monocristal. A interacdo dos
complexos com o DNA foi avaliada por meio das técnicas de viscosidade,
dicroismo circular, ensaio de competicdo com Hoechst e CT-DNA, e eletroforese
em gel de agarose. Os complexos apresentaram interacdo fraca com esta
biomolécula, sendo possivelmente pelos sulcos e eletrostatica. Avaliou-se também
a interacdo dos complexos com HSA, utilizando a técnica espectroscopia de
fluorescéncia, que permitiu verificar que a interacdo dos complexos com esta
biomolécula é moderada (x10* M?). A atividade citotéxica dos complexos foi
avaliada nas linhagens tumorais B16-F10 (murino), A-375 (melanona humano) e

linhagem ndo tumoral HaCat (queratindcitos humano). Os complexos foram
Xi
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citotoxicos nas linhagens estudadas e apresentaram valores de ICs inferiores aos
obtidos para cisplatina (A-375: 6,95 + 0,03; B16-F10: 148,11 + 5,96). Devido ao
maior valor de indice de seletividade obtido para o complexo Ru3 (ISa.37s: 4,61; IS
B16-F10. 2,06) este foi selecionado para dar continuidade a investigacdo quanto ao
possivel modo de acdo. O complexo Ru3 foi capaz inibir a formacdo de colénias
nas linhagens HaCat e A-375, com efeito mais acentuado na linhagem e A-375,
além de modificar a morfologia desta célula apds 24h em concentracdes acima dos
valores de 1Cso. No ensaio de Wound Healing, foi observado que Ru3 é capaz de

inibir a migracdo celular nas concentracdes de 0,2 € 0,4 uM.

Xii



Nddija Natalice P. da Silva Abstract

ABSTRACT

"CYTOXITY AND MECHANISM OF ACTION OF Ru(ll)/2-MERCAPTO-
4(3H)QUINAZOLINONE COMPLEXES IN SKIN CANCER CELLS".
Ruthenium biphosphynic complexes combined with mercapto ligands have shown
low I1Csy values and good selectivity indexes (SI) in different tumor lines studied,
which has motivated the development of ruthenium compounds with these ligands.
Therefore, in  this work, five complexes were  synthesized:
[RUCI(H2mq)(dppm).]PFs (Rul), [Ru(2mq)(dppe).]PFs (Ru2),
[Ru(2mq)(dppen).]PFs (Ru3), [Ru(2mq)(bipy).]PFs (Ru4) e [Ru(2mq)(dppm).]PFs
(Rub5) (dppe: bis(diphenylphosphine)ethane; dppm: 1.1- bis
(diphenylphosphine)methane; dppen: 1,2'- bis (diphenylphosphine)ethene; bipy:
2,2'-bipridine; H2mq or 2mq: 2-mercapto-4(3H)quinazolinone). The complexes
were characterized by 1D and 2D nuclear magnetic resonance techniques, molar
conductance, elemental analysis, absorption spectroscopy in the infrared region and
ultraviolet-visible (UV-Vis) region, cyclic voltametry, mass spectrometry and
single-crystal X-ray diffraction. The interaction of the complexes with DNA was
evaluated by viscosity techniques, circular dichroism, competition assay with
Hoechst and CT-DNA, and electrophoresis in agarose gel. The complexes showed
weak interaction with this biomolecule, possibly by the grooves and electrostatic.
The interaction of the complexes with HSA was also evaluated, using the
fluorescence spectroscopy technique, which allowed to verify that the interaction of
the complexes with this biomolecule is moderate (x10* M™). The cytotoxic activity
of the complexes was evaluated in tumor lines B16-F10 (murine), A-375 (human
melanone) and HaCat non-tumoral (human keratinocytes). The complexes were

cytotoxic in the studied lines and presented lower 1Cs values than those cisplatin

Xiii
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(A-375: 6.95 + 0.03; B16-F10: 148.11 + 5.96). Because of the higher selectivity
index value obtained for the Ru3 complex (Sla-s7s: 4,61; Sl gisrio: 2,66), it was
selected to continue the investigation of the possible mode of action. The Ru3
complex inhibited the formation of colonies in the HaCat and A-375 cell lines, with
more pronounced effect in A-375 and modified the morphology of this cell after 24
h at concentrations above the values ICso. In the Wound Healing assay, it was

observed that Ru3 inhibited cell migration at concentrations of 0,2 and 0,4 uM.
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1- INTRODUCAO
1.1 - Cancer

O cancer é uma doenca de causa multifatorial. Estima-se que cerca de
80-90% dos fatores que desencadeiam 0 cancer sdo provenientes de causas
externas, onde inclui-se a ma alimentacdo, o consumo de bebidas alcodlicas, a
exposic¢ao solar sem a devida protecao, tabagismo, a obesidade, e apenas 10-20%

das causas de cancer tem a sua origem em fatores internos (Figura 1.1) como

fatores genéticos, hereditarios, familiares®.

Externas

T
W ©

o

Internas

b B TR B Y
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' 0
10% - 20% {:}{1
| =
g‘ %

80%-90%

—_— S
FIGURA 1.1- Causas do cancer. Adaptada do Instituto Nacional do Cancer

(INCA)*.

O termo “cancer” ¢ utilizado para designar um grupo de doencas que

tem em comum o crescimento desordenado das células, capaz de invadir qualquer

1
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parte do corpo®. O crescimento das células no organismo é seguido pela divisdo
celular, para que novas células sejam formadas, e posterior morte, quando
envelhecidas, para dar lugar a novas células, mas pode ocorrer um erro neste
processo, dando origem a células anormais, que ndo deveriam existir, capazes de
formar tumores, benignos ou malignos®. As células anormais, que formam os
tumores, sdo células que sofreram uma alteracdo no seu DNA e comecaram a
receber instrucOes incorretas para as suas atividades?.

O diagndstico precoce dessa doenca aumenta a possibilidade de
melhor resposta ao tratamento, que pode resultar em maior probabilidade de
sobrevida?. O tratamento para o paciente com cancer depende do tipo de tumor, da
localizacdo e estagio da doenca. Esse tratamento pode ser feito por meio de
cirurgia, radioterapia, quimioterapia, transplante de medula 0ssea, sendo

necessario, em muitos casos, a combinacdo de mais de um tipo de tratamento?.

1.2 - Cancer de Pele

O cancer de pele é o tipo de cancer mais comum no mundo, sendo
mais frequente em pessoas de pele branca e menos frequente em pessoas de pele
negra®. Ha& alguns fatores que aumentam o risco para o desenvolvimento desta
doenca, como o historico familiar ou pessoal de cancer de pele e ter pele clara com
cabelos loiros ou ruivos®.

O cancer de pele é causado, principalmente, por excessiva exposi¢ao
solar (raios ultravioletas - UV), especialmente na infancia e adolescéncia®. A
radiacdo UV é subdividida em UVA (320-400nm), UVB (230-320nm) e UVC
(100-290 nm)’. A radiacdo UVC é a mais danosa a pele, mas ndo atravessa a

camada de ozbnio, a UVA, que tem maior comprimento de onda e menor energia,
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provoca ressecamento e o envelhecimento precoce da pele, enquanto a radiacédo
UVB, apresenta menor comprimento de onda e maior energia que os raios UVA,
além desses danos ja mencionados, causa também o cancer de pele®.

Esse tipo de cancer se desenvolve na epiderme, sendo classificado em
melanoma, quando originado nas células que produzem melanina, ou nao
melanoma, quando surge em células basais ou células escamosas®?.

A estimativa para 0 ano de 2022, no Brasil, foi de 220.490 novos casos
de cancer de pele ndo melanoma e 8.980 novos casos para o tipo melanoma. O
nimero de mortes por cancer de pele correspondeu a 2.653 para pacientes com 0
tipo ndo melanoma e 1.923 para melanoma em 2020, de acordo com dados
apresentados pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA)*®®. Os dados estatisticos

foram divididos por sexo e estdo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1.1 - Estatisticas para o cancer de pele melanoma e ndo melanoma.

Homens Mulheres
Estimativa de 4.640 4.340
Melanoma NOVOS Casos
Numeros de morte  1.120 803
Estimativa de 101.920 118.570
N&ao melanoma NOVOS Casos
Numeros de morte  1.534 1.119

O cancer de pele corresponde a cerca de 30% dos tumores malignos no
Brasil, e cerca de 3% é atribuido ao melanoma®. Apesar de mais raro, o melanoma é
0 tipo mais grave dessa doenca, devido a possibilidade do desenvolvimento de

metastase, € um cancer que pode matar, mas tem cura, se detectado precocemente®®,
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Os principais sintomas do céancer de pele sdo manifestados em forma
de manchas que cocam, descamam ou sagram; pintas ou sinais que mudam de
tamanho, forma e cor; e feridas que demoram a cicatrizar'!. No estagio inicial da
doenca o tratamento mais indicado é a retirada da lesdo por meio da cirurgia, € em
estadgios mais avancados também podem ser indicados outros tipos de tratamento,

como quimioterapia e radioterapia’.

1.3 - Compostos Inorganicos na Terapia do Cancer

A descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina, cis-[PtCl,
(NHz3)2], foi um marco para a Quimica Medicinal e impulsionou o estudo dos
complexos metalicos na terapia contra o cancer, visto que até entdo as pesquisas
eram voltadas apenas a moléculas organicas e produtos naturais*2.

De acordo com estudos sobre o mecanismo de ac¢éo da cisplatina, para
que sua atividade citotoxica seja observada, este complexo passa por reacdo de
hidrdlise no meio intracelular, onde a concentracdo de ions cloreto € ~ 4 mmol/L,
cerca de vinte vezes menor do que no meio extracelular, e em seguida liga-se
covalentemente a dupla hélice do DNA por meio dos atomos de nitrogénio da
guanina ou adenina!® (Figura 1.2). Esse complexo liga-se ao DNA,
preferencialmente, por meio da guanina, pois a possibilidade de ligacdo de
hidrogénio entre o grupo NH3; com o oxigénio desta base nitrogenada, torna essa
interacdo mais estavel!l. Ao ligar-se a fita de DNA, a cisplatina distorce a dupla
hélice desta biomolécula, comprometendo os processos de transcricédo e replicacéo,

e consequentemente o desenvolvimento das células tumorais®®.
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FIGURA 1.2— Representacdo das interacdes Pt-bases nitrogenadas do DNA.

Adaptada de Fontes, César e Beraldo®?,

A atividade anticancerigena da cisplatina é bem estabelecida para
varios tipos de cancer. Contudo, alguns obstaculos foram observados com o uso da
cisplatina, principalmente, relacionados a efeitos colaterais, dentre eles podemos
mencionar: neurotoxidade, nefrotoxidade, toxidade renal, toxidade ao trato
intestinal?2. Foram desenvolvidos analogos a cisplatina com o objetivo de
minimizar esses efeitos colaterais, porém muitos deles se mantiveram?®. Iniciou-se
entdo uma busca por novos complexos de coordenacdo ou organometalicos como
alternativas de farmacos ao uso da cisplatina®*.

Dentre os complexos descritos na literatura, destacam-se os de ruténio
como possiveis alternativas ao uso da cisplatina. Na classe de compostos de ruténio
(1) estéio o (ImH)trans-[Ru(Cl)4(S-DMSO)(Im)], (NAMI-A), (ImH)trans-
[Ru(Ch4(Im),]  (KP418), (InH)trans-[Ru(Cl)4(In);] (KP1019), Na[trans-
RuCl,(Ind),] (NKP1339)416.17.18 (Figura 1.3).
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A atividade antitumoral do complexo KP418 foi observada, quando
avaliada em camundongos, contra leucemia P388 e melanoma B16, além da
reducédo de tumores de cancer colorretal®®, O seu analogo, KP1019, menos toxico,
apresentou um resultado melhor do que KP418, com inibicdo superior a 90% do
crescimento tumoral, e posteriormente esse complexo ganhou uma versdo mais
solGvel, o NKP1339!"16, O NAMI-A, estruturalmente similar ao KP418, apesar de
ndo apresentar efeito citotoxico in vitro, foi um complexo que apresentou altas
propriedades antimetastaticas!®. O NKP1339, também conhecido como BOLD-100,

esta atualmente na fase de testes clinicos®®.

(@]
A
/4
I N
Z\;U‘
/

FIGURA 1.3 - Complexos de ruténio como possiveis quimioterapicos.

Outros complexos de ruténio que tem ganhado destaque sdo 0s
complexos em que hd uma combinacdo deste centro metalico com bifosfinas e
ligantes como as mercaptos, por exemplo. Muitos destes desenvolvidos no
Laboratério de Estrutura e Reatividade de Compostos Inorganicos (LERCI),
situado no Departamento de Quimica da UFSCar, sob coordenacdo do Prof. Dr.
Alzir Azevedo Batista. De modo geral, sdo complexos citotdxicos, in vitro, em

diferentes linhagens estudadas, com baixos valores de I1Csy (concentracdo capaz de
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inibir 50% da viabilidade celular) e bons indices de seletividade (IS) (Figura
1.4)?%21 que os tornam promissores. Avalia-se também a interacdo dos complexos
com biomoléculas e sdo realizados ensaios para verificar as propriedades biologicas

destes complexos nas linhagens de interesse??.

W
wh

HN-Ru N=( J;Ru\ ) |
Iy RO

ICso (UM): 0,05 + 0,01 (A549)
5,72 £ 0,64 (MRC-5)
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.\’
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+ |
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1.4 - Ligante Fosfinicos e Bipiridinicos

As fosfinas sdo ligantes neutros que possuem um par de elétrons
isolado sobre o atomo de fésforo que pode ser usado para realizar ligagdo o com o
metal, atuando como uma base de Lewis? 24, mas também possuem orbitais vazios
(3po*dn) que podem interagir com orbitais d preenchidos do centro metalico por
meio de uma ligacdo m, recebendo densidade eletronica retrodoada do metal®®

(Figura 1.5). Portanto, sdo ligantes c doadores 7 e aceptores.

Metal Ligante

Ligacao o

Retrodociao =

FIGURA 1.5 — Representacdo da ligacdo o e m entre 0 metal e os ligantes

fosfinicos.

A habilidade doadora dos ligantes fosfinicos pode variar de acordo 0s
grupos substituintes. Substituintes como fldor ou cloro, retiram densidade
eletrénica do atomo de fosforo tornando-o pobre em carga negativa e
consequentemente o seu par de elétrons é menos prontamente doado?.

Substituintes menos eletronegativos, como o hidrogénio, tornam o atomo de
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fosforo um doador ¢ mais forte?*, por isso PFz é uma base de Lewis mais fraca que
PH,%,

Na literatura?® sdo mencionadas algumas caracteristicas interessantes
dos ligantes fosfinicos, dentre elas estdo: (a) a habilidade de estabilizar centros
metalicos em diferentes estados de oxidacéo; (b) o efeito trans labilizante, que pode
gerar sitios vagos para a coordenacdo e ser interessante na atividade citotoxica; (c)
0 aumento da lipofilicidade, que pode contribuir na permeabilidade da membrana
celular.

Na classe de ligantes bipiridinicos, destaca-se a 2,2 bipiridina com
habilidade também r aceptora, pois possui orbitais m* vacantes capazes de receber
densidade eletrénica retrodoada do centro metalico, e possuem um par de elétrons
isolados sobre cada atomo de nitrogénio que pode ser utilizado para realizagdo da

ligacdo o metal-ligante, é também um ligante ¢ doador e  aceptor??,

1.5 - Ligantes Mercapto

A classe de ligantes mercapto, por apresentar um atomo duro (N) e um
atomo mole (S), tem a possibilidade de se coordenar a centros metalicos duros e
moles?’. Sdo ligantes que exibem um tautomerismo associado ao grupo tioamida (-
N-C=S), quando neutro nas formas de tiol e tiona, quando ani6nicos, por meio da

desprotonacéo, na forma de tiolatos?® 27 (Figura 1.6).
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FIGURA 1.6 — Tautomerismo do grupo tioamida, e a forma tiolato.

As aplicacbes clinicas das tioamidas, como antituberculose,
antitumoral, antibacteriana, despertam o interesse pela pesquisa nesse grupo de
compostos?®. A 2-mercapto-4(3H)quinazolinona dissubstituida, por exemplo, tem
sido relatada na literatura por apresentar potente atividade anti-inflamatéria e
analgésica®. Complexos de prata com a presenca desta mercapto (2-mercapto-
4(3H)quinazolinona), apresentaram antividade antibacteriana contra bactérias
Gram-positivas®!.

Uma série de complexos de ruténio contendo duas bifosfinas, neste
caso a 1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppe), com ligantes mercapto foram
sintetizados por Silva et al.?! Todos os complexos foram citotoxicos nas linhagens
avaliadas, com baixos valores de 1Cs; e altos indices de seletividade (IS),
especialmente na linhagem de cancer de pulmao (A549). O complexo com a 2-
mercapto-4(3H)quinazolinona (Figura 1.7) foi o que apresentou 0 maior IS (>100)
dentro da série, por isso foi escolhido para utilizacdo neste projeto, em combinacao
com duas dppe, ou outras duas bifosfinas, ou duas bipiridinas, para avaliar se o
complexo ja relatado por Silva et al.?! e 0os novos compostos serdo citotoxicos e
seletivos em linhagens de céancer de pele: B16-F10 (murino), A-375 (melanona

humano).
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O 0
r, — QY
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FIGURA 1.7 - Estrutura do ligante 2-mercapto-4(3H)quinazolinona e

tautomerismo do grupo tioamida.

Esse ligante (2-mercapto-4(3H)quinazolinona), no complexo,
apresenta atomos ndo coordenados ao metal, que podem interagir com
biomoléculas presentes no meio biolégico, por meio de ligacdes de hidrogénio, por

exemplo, e auxiliar na atividade citotoxica dos complexos.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar complexos de ruténio (1) contendo na esfera
de coordenacdo duas bifosfinas ou duas bipiridinas e o ligante 2-mercapto-
4(3H)quinazolinona, e investigar a atividade anticancerigena dos complexos em

linhagens de cancer de pele.

2.2 - Objetivos Especificos

(a) Sintetizar complexos de Ruténio (Il), com formula geral [Ru(N-
S)(P-P);]PFs [RUCI(S)(P-P)2]PFs ¢ [Ru(N-S)(N-N)2]PFs ((em que N-S ou S= H2mq:
2-mercapto-4(3H)quinazolinona; ClI = cloreto; P-P = dppe: 1,2°-
bis(difenilfosfina)etano; dppm: 1,1°- bis(difenilfosfina)metano; dppen: 1,2°-
bis(difenilfosfina)eteno; N-N = 2,2’-bipridina)).

(b) Caracterizar os complexos pelas técnicas de ressonancia
magnética nuclear 1D e 2D, condutancia molar, analise elementar, espectroscopia
de absorcdo na regido do infravermelho e na regido do ultravioleta-visivel (UV-
Vis), voltametria ciclica, espectrometria de massa e difracdo de raios X de
monocristal.

(c) Avaliar a interacdo dos complexos com o DNA por meio técnicas
de viscosidade, dicroismo circular, ensaio de competicdo com Hoechst e CT-DNA,

e eletroforese em gel de agarose.

13
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(d) Avaliar a interacdo dos complexos a albumina (HSA) via supressao
de fluorescéncia;

(e) Avaliar a citotoxicidade dos complexos frente as linhagens
tumorais B16-F10 (murino), A-375 (melanona humano) e linhagem ndo tumoral
HaCat (linhagem ndo tumoral de queratindcitos humano).

(f) Avaliar o efeito dos complexos na morfologia e migracéo celular, e

na formacdo de coldnias.

14
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3 - MATERIAS E METODOS

3.1 - Sinteses dos Complexos Precursores

3.1.1 - Sintese do Complexo [RuClz(PPhs)s]

Para a sintese do complexo [RuCl,(PPhs)s]®?, adicionou-se 1,00 g
(4,82 mmol) de RuCls.nH,O em um baldo de duas bocas contendo em 200 mL de
metanol previamente desaerado. A reagdo foi mantida em agitacdo, refluxo e sob
atmosfera inerte por 15 minutos. Em seguida, a solucao foi resfriada e adicionou-se
5,75¢ (21,92 mmol) de trifenilfosfina (PPh3). O sistema foi mantido sob as mesmas
condi¢des por mais 3 horas. Um sélido marrom foi obtido, filtrado, lavado com

metanol e seco a vacuo. Rendimento: 3,30g (3,44 mmol, 72%).

3.1.2 - Sintese do Complexo cis-[RuClz(DMSO)4]

Conforme procedimento descrito na literatura®, o complexo cis-
[RuClz(DMSO0),] foi sintetizado a partir do RuCl;.nH,O. Em um baldo de duas
bocas adicionou-se 0,50 g (2,41 mmol) de RuClsz.nH,O em 5 mL de
dimetilsulfoxido que foi mantido sob agitacdo e refluxo por 15 minutos. Em
seguida, o sistema foi resfriado a temperatura ambiente e adicionou-se 20 mL de
acetona. Um precipitado amarelo foi formado que foi lavado com acetona e éter
etilico. Rendimento: 0,75 g (1,55 mmol, 64%).
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3.1.3 - Sintese do Complexo cis-[RuClz(dppm)2]

Conforme metodologia descrita na literatura4, foi obtido o complexo
trans-[RuCl,(dppm).] a partir de 0,50 g (2,41 mmol) de RuCl;.nH,O e 1,91 g (4,99
mmol) de dppm em 30 mL de etanol previamente desaerado. A reacao foi mantida
em agitacdo, refluxo e atmosfera inerte por 3 horas. Obteve-se um precipitado
amarelo, que foi separado por filtracdo e lavado com etanol e éter etilico
desaerados. Para obter o complexo cis-[RuCl,(dppm),] adicionou-se 0,50 g (0,53
mmol) do trans-[RuCl,(dppm).] em 30 mL de dicloroetano previamente desaerado.
O sistema foi mantido em agitacdo, refluxo e atmosfera inerte por
aproximadamente 10 horas. Em seguida, o volume foi reduzido e adicionou-se 30
mL de hexano. Rendimento: 0,47 g (0,50 mmol, 95%).

3.1.4 - Sintese do Complexo cis-[RuClz(dppe)2]

A sintese do complexo cis-[RuCl,(dppe).] foi realizada a partir do
precursor cis-[RuCl2(DMSQ),], conforme procedimento descrito na literatura®.
Adicionou-se 1,0 g (2,06 mmol) de cis-[RuCl,(DMSQO),] e 1,72 g (4,32 mmol) de
1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppe) em um baldo de duas bocas contendo 30 mL de
diclorometano desaerado. A reacdo permaneceu em agitacdo e atmosfera inerte
durante 5 horas a temperatura ambiente, em seguida o volume foi reduzido a
aproximadamente 2 mL e adicionou-se hexano para a precipitacdo de um sélido
amarelo. O precipitado foi filtrado, lavado com hexano e em seguida solubilizado

em uma mistura de CH,CI; : hexano (1:6) e mantido a -5°C para a cristalizacéo.
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Apdbs 48 horas, os cristais foram filtrados e secos a vacuo. Rendimento: 1,32 g
(1,36 mmol, 68%).

3.1.5 - Sintese do Complexo cis-[RuClz(dppen)2]

O complexo cis-[RuCl,(dppen),] foi obtido a partir do precursor
[RuCly(PPhs)s] conforme descrito na literatura®®. Em um baldo de duas bocas
adicionou-se 1,0 g (1,04 mmol) de [RuCl(PPhs)s] e 1,1 g (2,61 mmol) de 1,2’-
bis(difenilfosfina)eteno (dppen) em etanol previamente desaerado. A reacdo foi
mantida sob agitacdo, refluxo e atmosfera inerte por 3h. Apos esse periodo, foi
obtido um solido amarelo que foi separado por filtracdo, lavado com etanol a
quente e éter etilico desaerados. Esse solido amarelo é uma mistura dos isGmeros
cis e trans, que foi separada por diferenca de solubilidade em CHCI; e posterior
filtracdo, onde o isdmero cis é retido no filtro. Rendimento do isémero cis: 0,35 g
(0,36 mmol, 34%).

3.1.6 - Sintese do Complexo cis-[RuClz(bipy)-]

O complexo cis-[RuCl,(bipy),] foi obtido segundo procedimento
descrito na literatura®’. Em um baldo de duas bocas adicionou-se 1,95 g (7,45
mmol) de RuCls.nH,0, 2,34 g (15 mmol) de bipiridina e 2,1 g (0,5 mmol) de LiCl
em 12,5 mL de dimetilformamida. A reacdo foi mantida em agitacédo e refluxo por
8h. Apds esse periodo, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente e adicionou-
se 62,5 mL de acetona e essa solucdo foi resfriada a 0 °C. A solugéo vermelho-

violeta foi filtrada, observou-se um sélido verde escuro que foi lavado 3x com 6,25
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mL de agua destila e 3x com 6,25 mL de éter etilico e seco a vacuo. Rendimento:
2,3509 (4,85 mmol, 65%).

3.2 - Sinteses dos Complexos Contendo H2mq

3.2.1 - Sintese do Complexo [RuCl(H2mq)(dppm)2]PFs (Rul)

Adicionou-se 0,018 g (0,10 mmol) do ligante em um tubo Schlenk
contendo uma mistura metanol/diclorometano desaerada (5:1, 24 mL). O sistema
foi mantido em agitacédo e refluxo. Apos completa solubilizacdo do ligante, foram
adicionados 0,100 g (0,10 mmol) do precursor cis-[RuCl,(dppm).] e 0,019 g (0,10
mmol) de KPF¢. O sistema foi mantido sob as mesmas condic¢des por mais 1h, em
seguida o volume foi reduzido a aproximadamente 2 mL. Adicionou-se éter para a
precipitacdo de um pé amarelo, que foi filtrado e lavado com &gua destilada, éter

etilico, e seco sob vacuo. Rendimento: 0,098 g (0,080 mmol, 76%).

3.2.2 - Sintese do Complexo [Ru(2mq)(dppe)2]PFs (Ru2)

A sintese deste complexo estd relatada na literatura e foi realizada
conforme descricdo de Silva®. Adicionou-se 0,022 g (0,12 mmol) do ligante e 32
uL de trietilamina em um tubo Schlenk contendo uma mistura
metanol/diclorometano desaerada (1:1, 30 mL). Apo6s 10 minutos, foram
adicionados 0,100 g (0,10 mmol) do precursor cis-[RuCl,(dppe).] e 0,024 g (0,13
mmol) de KPFg. O sistema foi mantido em agitacdo e refluxo durante 12 horas, em

seguida o volume foi reduzido a aproximadamente 2 mL. Adicionou-se éter para a
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precipitacdo de um p6 amarelo, que foi filtrado e lavado com agua destilada, éter

etilico, e seco sob vacuo. Rendimento: 0,094 g (0,077 mmol, 75%).

3.2.3 - Sintese do Complexo [Ru(2mq)(dppen)2]PFs (Ru3)

Adicionou-se 0,014 g (0,14 mmol) do ligante e 32 uL de trietilamina
em um tubo Schlenk contendo uma mistura metanol/diclorometano desaerada (1:1,
30 mL). Apds 10 minutos, foram adicionados 0,100 g (0,10 mmol) do precursor
cis-[RuCl,(dppen).] e 0,028 g (0,15 mmol) de KPFs. O sistema foi mantido em
agitacdo e refluxo por 12 horas, em seguida o volume foi reduzido a
aproximadamente 2 mL. Adicionou-se dgua destilada para a precipitacdo de um pé
amarelo, que foi filtrado e lavado com agua destilada, éter etilico, e seco sob vacuo.
Rendimento: 0,095 g (0,078 mmol, 76%).

3.2.4 - Sintese do Complexo [Ru(2mq)(bipy)2] PFs (Ru4)

Adicionou-se 0,044 g (0,24 mmol) do ligante em um baldo de duas
bocas contendo uma mistura etanol/agua (1:1, 32mL). O sistema foi mantido sob
agitacdo e refluxo até a completa solubilizacdo do ligante. Em seguida, foram
adicionados 0,100 g (0,20 mmol) do precursor cis-[RuCl,(bipy).] e 0,114 g (0,61
mmol) de KPF¢. O sistema foi mantido sob as mesmas condicOes até a precipitacdo
de um so6lido vermelho que foi separado por filtracdo. O complexo foi lavado com
3 mL de &gua destilada e 3 mL de éter etilico, e seco sob vacuo. Rendimento: 0,135
g (0,184 mmol, 89%).
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3.2.5 - Sintese do Complexo [Ru(2mq)(dppm)2]PFs (Rub)

Em um tubo Schlenk, contendo 20 mL de metanol desaerado
adicionou-se 0,022 g (0,12 mmol) do ligante e 0,011 g (0,13 mmol) de bicarbonato
de sodio. O sistema foi mantido em agitacdo e refluxo por 1h, em seguida foram
adicionados 0,100 g (0,10 mmol) do precursor cis-[RuCl,(dppm).] e 0,023 g (0,12
mmol) de KPFs. Manteve-se o sistema sob as mesmas condi¢des por mais 24h.
Ap0s esse periodo, o volume foi reduzido a aproximadamente 2 mL e adicionou-se
agua destilada para a precipitacdo de um sélido amarelo. O solido foi filtrado,
lavado com agua destilada, éter etilico e seco sob vacuo. Rendimento: 0,100 g
(0,083 mmol, 79%).

3.3 - Instrumentacéo

3.3.1 - Espectroscopia de Absorc¢ao na Regido do Infravermelho (1V)
As amostras solidas foram diluidas em KBr e as pastilhas preparadas

foram analisadas em espectrofotbmetro Bomem-Michelson FT, modelo MB - 102

na regido compreendida entre 4000 e 300 cm.

3.3.2 - Condutancia Molar

As medidas de condutividade molar foram realizadas utilizando-se um
condutivimetro MICRONAL, modelo B-330, equipado com célula de Pt. As
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solugbes com concentragbes de 1mM dos complexos foram preparadas em
dimetilsulfoxido (DMSO) ou diclorometano (CH,Cl,).

3.3.3 - Analise Elementar

Os teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre foram
determinados em um analisador CHNS modelo EA 1108 da FISONS, na Central

Analitica do Departamento de Quimica da UFSCar.

3.3.4 - Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Ultravioleta-visivel
(UV-Vis)

Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel foram
obtidos em DMSO ou diclorometano utilizando-se cubetas de quartzo com
caminho dptico de 1 cm e um espectrofotdometro HEWLETT PACKARD DIODE
ARRAY-8452A, na regido compreendida entre 200 e 800 nm. A deconvolucéo das

bandas foi realizada utilizando o software MatLab.

3.3.5 - Eletroquimica

Os voltamogramas ciclicos foram obtidos em
potenciostato/galvanostato EGeG Princeton Applied Research Model 273A, em
uma célula eletroquimica de vidro com sistema de trés eletrodos: um eletrodo de

Ag/AgCI (eletrodo de referéncia), um eletrodo de platina (contra-eletrodo) e um
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eletrodo de trabalho, imersos em uma solucdo 0,1 mol L* de perclorato de

tetrabutilamonio (PTBA, Fluka Chemica) em diclorometano.

3.3.6 - Espectroscopia de Ressonancia Magneética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos
no equipamento Bruker 9,4 Tesla modelo NanoBay, do Departamento de Quimica
da Universidade Federal de S&o Carlos, UFSCar. Na obtencdo dos espectros de
$1p{H} utilizou-se um solvente ndo deuterado na presenca de um tubo capilar com
agua deuterada (D,0). Os experimentos de RMN de 1D (*H, *C{*H}) e 2D (COSY
'H-1H, HSQC e HMBC (*H-'3C)) foram realizados utilizando acetona ou DMSO

deuterados.

3.3.7 - Difracao de raios X

Foram obtidos os cristais dos complexos por evaporacdo lenta dos
seguintes solventes: Rul em acetona, Ru2 em diclorometano/metanol, Ru4 em
acetona/metanol, Ru5 em metanol, com razéo 2:1 (v/v) para as misturas.

As medidas de difracdo de raios X de monocristais foram realizadas
pelo Dr. Jodo Honorato e Dr. Javier Ellena no Instituto de Fisica de Sdo Carlos. Os
dados foram coletados em um difratbmetro Rigaku XtaLAB Mini (ROW) ou
difratometro XtaLAB Synergy, Dualflex, HyPix, com radiacio MoKa (A =
0,71073). As estruturas foram resolvidas por métodos diretos com o programa

SHELXT?®*, e o refinamento foi realizado através do programa SHELXL* feito

22



Nddija Natalice P. da Silva Materiais e Métodos

pelo método dos minimos quadrados. Os dados cristalograficos e as estruturas dos

complexos foram geradas pelo programa OLEX*!,

3.3.8 - Espectrometria de massa

Para esta técnica foi separado 1mg de cada complexo. A amostra foi
solubilizada em 1000 pL de acetonitrila (ACN, grau LC-MS), posteriormente
diluida para a concentracdo de 5 ppm. Foi realizada uma infusdo direta, utilizando
como fase mével Agua (solvente A, 0,1 % de 4cido férmico) e ACN (solvente C
com 0,1 % de acido formico), no modo isocratico e na proporcdo de 10:90 v/v
respectivamente. A vazdo da fase movel foi de 0.300 mL min? e o volume de
injecéo foi de 3 pL.

A anélise qualitativa foi realizada usando um sistema Agilent 6545
gTOF MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) equipado com uma
interface eletrospray (ESI) de Jet no modo positivo, sendo empregado 0s seguintes
pardmetros para a ionizagao: O erro (em ppm) foi calculado a partir da massa
tedrica e do respectivo espectro de MS, com uma taxa de varredura 3 espectros st e
processados pelo software Mass Hunter Workstation Software versdo B.08.00.

Todos os experimentos de espectrometria de massas foram realizados

pelo MSc. Carlos André no Departamento de Quimica da UFSCar.

3.3.9 - Determinacdao da lipofilicidade (log P)

23



Nddija Natalice P. da Silva Materiais e Métodos

A lipofilicidade dos compostos foi determinada por meio do método
shake-fhash®. Inicialmente, os compostos foram solubilizados em 50 uL de

DMSO, adicionou-se 975 uL de n-octanol e 975 uL de agua. As amostras foram
incubadas a 1000 rpm por 18 horas a 37°C. Em seguida, foram centrifugadas a 500
rpm por 5 minutos. Ocorreu entdo a separacdo das fases (aquosa e organica), e a
concentracdo dos complexos em cada fase foi determinada por espectroscopia de
absorcdo na regido do ultravioleta visivel. O valor do log P foi calculado utilizando
a equacao:

log P = log (Co/Ca)

onde, Coe Caséo as concentracOes do complexo na fase organica e aquosa.

3.4 - Estudo de Estabilidade dos Complexos em Solucao

Os estudos de estabilidade dos complexos foram realizados em DMSO
ou acetona, e em DMSO/meio de cultura celular Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM) ou acetona/DMEM, numa propor¢do de 90% do solvente
utilizado e 10% de DMEM, pelo acompanhamento dos espectros de ressonancia
magnética nuclear de 3P{*H} nos tempos de Oh, 24h e 48h.

Para o complexo Ru4, em que ndo ha fosfinas na esfera de
coordenacdo, foram registrados espectros de *H em DMSO nos mesmos tempos. O
estudo de estabilidade para este complexo em DMSO/meio de cultura celular RPMI
sem fenol (Roswell Park Memorial Institute) foi realizado por espectroscopia de

absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) nos tempos de Oh, 24h e 48h.
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3.5 - Interacdo dos Complexos com DNA

3.5.1 - Determinacao da Concentracdo do DNA

A solucdo de DNA (acido desoxirribonucleico) foi preparada pela
dissolucdo de 20mg de CT-DNA (DeoxyriboNucleic Acid sodium salt from Calf
Thymus, Sigma-Aldrich®) em 10mL de tampao Trisma-HCI (0,5 mM Tris-base,
4,5 mM de Tris-HCI e 50 mM NacCl, pH 7,4). A concentracao foi determinada por
UV-Vis, empregando o valor da absorbancia e da absortividade molar do DNA em
260nm (e= 6600 cm™ mol™? L) e do caminho 6ptico (b = 1cm), conforme a lei a

Lambert-Beer: A= €260 X b % C.

3.5.2 - Medidas de viscosidade

As solucbes para as medidas de viscosidade foram preparadas
inicialmente na auséncia dos complexos utilizando 1600 uL. de DMSO (40%) e
2400 uL de tampdo Trisma-HCI. Foi preparada também uma solucdo contendo
DNA (80 uM), o mesmo volume de DMSO (1600 puL) e tampdo Trisma-HCI,
perfazendo um volume total de 4000 uL.

As solucdes na presenca dos complexos (ou tiazol) foram preparadas
variando de forma crescente a concentragdo dos compostos em DMSO de 5 u M a
40 uM (20 pL a 160 uL), seguida pela adicdo de DMSO, até atingir um volume de
1600 pL deste solvente. Manteve-se fixa a concentragdo do DNA (80 uM) e

adicionou-se tampao Trisma-HCI até completar o volume final de 4000 uL. O
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tiazol foi utilizado como padrdo de intercalacdo e a cisplatina como padrédo de
interacdo covalente com o DNA.

As medidas foram realizadas em banho termostatico a 25,0 °C (+ 0,3
°C), em um viscosimetro de Ostwald acoplado. O tempo de escoamento de cada
solugédo foi medido em quintuplicata em crondmetro digital. Utilizou-se a média
das quintuplicatas para realizar o calculo da viscosidade do DNA, na auséncia e
presenca dos compostos. Os dados sdo apresentados como [composto]/[DNA] vs
(m/Mo)*?, e os célculos para a obtengdo dos valores de (n/no)Y® foram realizados

conforme equacgao:

n/Mmo = (t- to) / (tona-to)

onde,

n = representa a viscosidade do DNA na presenca do composto;

Mo =representa a viscosidade DNA na auséncia do composto;

t = o tempo de escoamento da solucdo do DNA na presenca do complexo em
DMSO (40%) e Tampéo Trisma-HClI,;

to= 0 tempo de escoamento da solucdo tampéo Trisma-HCIl e DMSO;

tona = 0 tempo de escoamento da solugdo do DNA em Trisma-HCI e DMSO na

auséncia dos complexos®.

3.5.3 - Ensaio de deslocamento do Hoechst

Determinou-se a concentracdo do Hoechst 33258 e do DNA por UV-
Vis. O célculo da concentracdo do Hoechst foi realizado empregando o valor da

absorbancia e da absortividade molar do Hoechst em 344nm (e= 46000 cm™ mol™
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L) e do caminho éptico (b = 1cm), conforme a lei a Lambert-Beer: Asszy= €344 X b X
C. Posteriormente, preparou-se 10 mL de uma solugédo estoque DNA-Hoechst em
Trisma-HCI com concentracOes de 100 uM de DNA e 5,0 uM de Hoechst.

Em diferentes microtubos de 1500uL foram adicionadas aliquotas
crescentes (5-40uL) dos complexos em DMSO, o volume de DMSO foi
completado até atingir 100uL (10%). Em seguida, 900uL da solucdo estoque DNA-
Hoechst foram transferidos para cada microtubo perfazendo um volume total de
1000 pL. Em um dos microtubos adicionou-se apenas DMSO na auséncia dos
complexos e a solucdo estoque DNA-Hoechst. As solucdes foram incubadas a 25°C
por 30 min.

Trés aliquotas de 200 uL de cada microtubo foram transferidas para
trés pocos de uma placa opaca de 96 pocos, realizou-se entdo as medidas em
triplicata. Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram obtidos em fluorimetro
Synergy/H1-Biotek monocromador, a 25°C, realizando a excitacdo em 340nm e

registrados na regido de 370 a 700 nm.
3.5.4 - Dicroismo Optico Circular (OCD)

Foram preparadas solucdes estoque dos complexos em DMSO com
concentracdo de 1000uM. Aliguotas de 12-62uL dessas solugdes foram
transferidas para microtubos de 2000uL. Em seguida, adicionou-se DMSO
suficiente para completar um volume de 200uL (10%) deste solvente. Aliquotas da
solucdo de DNA foram adicionadas aos microtubos para que a concentracdo final
desta biomolécula no microtubo fosse 100uM. Posteriormente, adicionou-se
tampdo Trisma-HCI até atingir um volume final de 2000uL. As relacbes molares
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[DNA]/[Complexo] foram: 0,06, 0,125 e 0,25. Preparou-se também as solucfes na
auséncia do DNA e dos complexos, e na presenca do DNA e auséncia dos
complexos. As solucBes foram incubadas por 18h a 37°C.

Os espectros foram registrados pelo Dr. Marcos Vinicius Palmeira de
Mello utilizando um espectropolarimetro JASCO J-815 acoplado a um computador,
pertencente ao Instituto de Fisica da Universidade de Sdo Paulo (IFSC-USP). As
varreduras foram realizadas de 240 a 400 nm com velocidade de 200 nm/min e 5

acumulacOes a cada medida.

3.5.5 - Eletroforese em gel de agarose

Em diferentes microtubos de 1500 uL foram adicionadas aliquotas de
7 uL do DNA plasmidial pBR322, 1uL da solucdo do complexo em DMSO em
diferentes concentracdes e 2 uL de Trisma-HCI, perfazendo um total de 10 uL. De
forma que a concentracdo final de DNA nos microtubos foi igual a 30 pM,
enguanto as concentragfes dos complexos foram iguais a 7,5 uM e 15 uM. As
razdes molares [Complexo]/[DNA] = 0,25 e 0,50. Também foi preparada uma
solucdo de DNA adicionando 1 puL de DMSO na auséncia dos complexos, que é o
controle negativo. As amostras foram incubadas a 37° por 18 h.

Ap0s o periodo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas por 1
min a 500 rpm. Em seguida, adicionou-se 1ulL de tampéo de corrida (Gel-loading
buffer) em cada microtubo contendo as solugbes, posteriormente transferiu-se
aliquotas de 10 uL para o gel de agarose 1% em tampédo TAE (0,45 M TrisHCI,
0,45 M acido acético, 10 mM de EDTA, pH 7,4). Uma aliquota de 10 uL de

marcador de peso molecular (ladder) também foi transferida para um dos pogos do
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gel de agarose. Apos a transferéncia de todas as amostras para o gel, estas foram
submetidas a uma corrida eletroforética, realizada em uma cuba de eletroforese
com tampao TAE a 40mV por 2h30min. Ao final da corrida, o gel foi corado em
solucdo de brometo de etidio por 20min, e em seguida revelado em
fotodocumentador Gel Doc™ EZ Bio-Rad. O tratamento das imagens foi realizado

empregando software ImageL.abTM 6.0.0.

3.6 - Estudo de interacdo com HSA

Inicialmente, determinou-se a concentracdo da proteina albumina de
soro humano (HSA) por UV-Vis empregando o valor da absorbancia e da
absortividade molar da HSA em 280nm (e= 36500 cm™ mol™? L) e do caminho
optico (b = 1cm), de acordo com a lei a Lambert-Beer: Azg= €50 X b x C.
Preparou-se entdo 10 mL de uma solucéo estoque de HSA (5,0uM) em Trisma-
HCI.

Em microtubos de 1000uL foram adicionadas aliquotas crescentes (5-
40uL) dos complexos em DMSO, o volume de DMSO foi completado até atingir
50uL (5%). Aos microtubos, adicionou-se 950uL da solucéo estoque de HSA até
completar um volume final de 1000uL. Em um dos microtubos adicionou-se
apenas a solucdo estoque de HSA e DMSO na auséncia dos complexos. As
solugdes foram incubadas a 25°C por 30 min.

Trés aliquotas de 200uL de cada microtubo foram transferidas para
trés pocos de uma placa opaca de 96 pocos, as medidas foram realizadas em

triplicata. Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram obtidos em fluorimetro
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Synergy/H1-Biotek monocromador, a 25°C, 30 °C e 37 °C, realizando a excitacao
em 270nm e registrados na regido de 260 a 500 nm.
A analise quantitativa do processo de supressdo da fluorescéncia foi

realizada utilizando a equacdo de Stern-Volmer*:
Fo/F = 1 + Ksv[Q] = 1 + Kq70[Q]

onde,

Fo = intensidade de fluorescéncia na auséncia do complexo;

F = intensidade de fluorescéncia na presenga do complexo;

Ksv = constante de supressao de fluorescéncia de Stern-Volmer;
Kq = constante de supressdo bimolecular;

70 = tempo de vida médio da fluorescéncia (6,2 ns);

[Q] = concentragdo do complexo.

A constante de ligacdo (Kb) e o0 numero de sitios de

ligacdo (n) foram obtidos por meio da seguinte equacéo:

log (F(J]; B =1logKb + nlog [Q]

Os parametros termodindmicos de energia livre de Gibbs (AGO),
variacdo de entalpia (AH°) e variacdo de entropia (AS°) foram calculados para

avaliar o tipo de interacdo dos complexos com a HSA por meio das equacdes:
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)
Kp,

T, T

[l 171AH°

AG® =-RTInK, = AH® — TAS®

onde,
Kb e Kbz =constantes de ligacdo nas temperaturas Tie Tz;

R = constante dos gases (8,314 J mol1K™).

3.7 - Ensaios Bioldgicos

Os ensaios biologicos foram realizados pela Dra. Katia Mara, MSc.
Matheus Reis, Dra. Nathalia Acésio e Dra. Denise Crispim na Universidade de
Franca (UNIFRAN).

3.7.1 - Linhagens e cultivo celular

As linhagens celulares utilizadas no desenvolvimento deste trabalho
foram as linhagens de melanoma humano (A-375) e murino (B16-F10),
gentilmente cedidas por S. S. Maria-Engler, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.
Utilizou-se também uma linhagem ndo tumoral de queratinécitos humanos
(HaCat), a qual foi gentilmente cedida pelo P. F. Oliveira, Universidade Federal de
Alfenas, Minas Gerais. Todas as linhagens celulares foram cultivadas em meio de
cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium Nutrient — Sigma Aldrich)
contendo 10% de soro fetal bovino, antibioticos (0,001 mg/mL de estreptomicina e
0,005 mg/mL de penicilina — Sigma Aldrich) e 2,38 mg/mL de Hepes (Sigma
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Aldrich). As células foram cultivadas em monocamadas utilizando frascos

descartaveis de 25 cm? de 4rea a 37°C com 5% de CO,.

3.7.2 - Analise da viabilidade celular

A citotoxicidade dos complexos foi determinada empregando-se o
ensaio colorimétrico do XTT (Cell proliferation kit Il — Roche Diagnostics, Basel,
Suica), de acordo com as instru¢bes do fabricante. Esse ensaio preconiza que a
viabilidade celular é proporcional a formacéo do formazan, que é formado durante
a reducédo do XTT.

As células foram tripsinizadas para a contagem e ajuste da
concentracéo de células e se meadas em placas de 96 pocgos (1 x 10* células/poco),
as quais foram armazenadas em estufa a 37 °C com 5% de CO,, por 24 h para a
adesdo celular. Posteriormente, os complexos foram adicionados em diferentes
concentracdes (100 a 0,78 uM) e as placas foram mantidas na estufa por 24 h,
Células tratadas com 1% de DMSO foram utilizadas como controle. Apds 24 h de
tratamento, 0 meio de cultura foi removido e as células foram lavadas com 100 pL
de PBS (Phosphate Buffered Saline — Tampéo Fosfato Salino). Entdo, 75 uL de
XTT solubilizado em meio de cultura HAM-F10 sem vermelho de fenol (Sigma
Aldrich) foram adicionados aos pogos e incubados por 17 h. A absorbancia dos
pocos foi registrada empregando-se um leitor de microplacas (ELISA-Asys-UVM
340/microwin 2000) em um comprimento de onda de 450 nm. A partir dos valores
de absorbancia, determinou-se os valores de ICs, (concentragdo necessaria para
inibir 50% da viabilidade celular).
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3.7.3 - Avaliacao antiproliferativa

A atividade antiproliferativa dos complexos de ruténio foi investigada
utilizando o ensaio de eficiéncia clonogénica, de acordo com Franken et al.*. Para
isso, as linhagens celulares HaCat, A-375 e B16-F10 foram semeadas (300
celulas/pocgo) em placas de 6 pocos e incubadas a 5% de CO, e 37 °C por 2 h. Apos
este tempo, adicionou-se meio de cultura contendo os complexos em diferentes
concentragdes, as quais foram determinadas com base nos resultados de viabilidade
celular, e as placas foram mantidas em estufa por 24 h. O meio de cultura foi
removido, os pocos foram lavados com PBS e meio de cultura novo foi adicionado.
As placas foram mantidas em estufa a 37 °C e 5% de CO; por 10 dias. Apos o
periodo de incubacéo, o meio de cultura foi removido, as coldnias fixadas com uma
solucdo de metanol: acido acetico: dgua destilada (1:1:8) e coradas com Giemsa
(tampéo fosfato 1:20, pH 7), por 20 minutos. O nimero de col6nias foi contado

utilizando o software Image J.

3.7.4 - Avaliacao da Morfologia Celular

Para avaliacdo do efeito do complexo de ruténio na morfologia celular,
as células A-375 foram semeadas em placas de 24 pocos (0,6 x 10° células/pogos) e
mantidas a 37 °C e 5% de CO; por 24 h para aderéncia. As células foram tratadas
com o complexo em diferentes concentragdes (0,625 — 20 uM) e imagens foram
registradas logo apds o tratamento e depois de 24 h, utilizando um microscopio

invertido acoplado a uma camera. O ensaio foi realizado em triplicata.
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3.7.5 - Ensaio de Migracao Celular

A capacidade do complexo de ruténio inibir a migragdo celular foi
analisada a partir do ensaio de Wound Healing*. As células A-375 foram semeadas
(1,3 x 10° células/pogos) em placas de 24 pogos, e mantidas em estufa a 37 °C e 5%
de CO; por 24 h para aderéncia. Posteriormente, utilizando uma ponteira estéril, foi
realizada uma risca na monocamada aderente de celulas e o meio de cultura
contendo os restos celulares foi removido. Meio de cultura contendo 1% de FBS e
os complexos em diferentes concentracdes foram adicionados aos pogos. As células
controle receberam 1% de DMSO. Imagens das células foram registradas em 0 e 24
h apés o tratamento. As distancias entre as margens das riscas foram medidas
empregando o software ImageJ e a porcentagem de fechamento foi determinada a

partir da seguinte equacao:

(At= Oh ~ At=24h) .

100
(At—on)

% de fechamento=
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Sintese e Caracterizacéo dos complexos

4.1.1 - Sinteses dos complexos

Os complexos foram obtidos pela substituicdo de um ou dois ligantes
cloridos na esfera de coordenacéo do ruténio, pela 2-mercapto-4(3H)quinazolinona,

conforme Figura 4.1.

P/\ 1) N(CH,CH,) P/ﬂ PF, P-P:
C]I/n-Rlu \\‘\P + 2) K.'PF: ala /II'R|u“\\\\P :ppe
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FIGURA 4.1 - Esquemas de rotas sintéticas para obtencdo dos complexos
propostos neste projeto, em que N-S e S = H2mq; P-P = dppe, dppm, dppen; e N-N
= bipy.
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O ligante (H2mq) foi desprotonado pela adicdo de trietilamina
(N(CH2CHz3)3), ou bicarbonato de (NaHCOs3), ou pela propria mistura de solventes
e coordenou-se ao centro metalico de forma bidentada nos complexos Ru2, Ru3,
Ru4 e Ru5 (Figura 4.2).

Para os complexos Rul e Ru4 onde ndo houve a utilizacdo de base
durante a sintese, mas o ligante coordenou-se de forma diferente ao centro metalico
nestes dois complexos, verificou-se que o pH da mistura CH,Cl,:Metanol (5:1)
utilizada na sintese do complexo Rul é de 5,5, enquanto o pH da mistura
Etanol:H,O (1:1) utilizada para a obtencdo do complexo Ru4 € de 7,6. O meio
acido utilizado na sintese do complexo Rul ndo favoreceu a desprotonacdo da
mercapto, por isso coordenou-se de forma monodentada, enquanto no complexo

Ru4 a mercapto coordenou-se de forma bidentada (Figura 4.2).

FIGURA 4.2 - Estruturas dos complexos sintetizados (Rul-Rub5).
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Os complexos Rul e Ru5 foram obtidos partir do precursor cis-
[RuCl,(dppm),] em que o ligante coordenou-se de forma monodentada (Rul),
quando ndo houve a utilizacdo de bicarbonato de sddio, ou bidentada (Ru5) quando

houve a utilizacéo deste sal.
4.1.2 - Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Nos espectros de RMN de 3'P{*H} dos complexos precursores séo
observados apenas dois tripletos devido a equivaléncia quimica e magnética dos

dois tipos de atomos de fosforos: P1 (dois atomos fosforos trans a fosforo) e P2

(dois atomos de fasforos trans a cloro), como pode ser observado na Figura 4.3.
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FIGURA 4.3 - Espectro de RMN de 3'P{'H} do complexo precursor cis-
[RuCl,(dppm),] em CH,CI,/D,0, em que P-P = dppm.
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Os precursores cis-[RuCl,(P-P)2] (P-P: dppm, dppe, dppen) possuem
um eixo de simetria C, que passa pelo ruténio na posicédo equatorial e faz com que
um lado do complexo seja simétrico ao outro, por isso ha equivaléncia quimica dos
fésforos P1 e também dos fosforos P2, esses fosforos quimicamente equivalentes
apresentam o mesmo deslocamento quimico, por isso sdo também magneticamente
equivalentes. A substituicdo dos ligantes cloridos por atomos diferentes na esfera
de coordenacdo provoca uma quebra de simetria e mudanca no ambiente quimico
desses fosforos, desse modo os atomos de fdsforos passam a ser magnética e
quimicamente ndo equivalentes. O padrdo de sinais esperado para esse sistema,
como quatro fosforos ndo equivalentes, € de duplo duplo dubleto (ddd), gerando
quatro sinais com oito linhas, devido ao acoplamento dos quatro atomos fosforos.
O de fosforo P1 acopla com o atomo fésforo P2 gerando um dubleto, em seguida
cada linha é desdobrada em dois dubletos devido ao acoplamento de P1 com P3, e
0 acoplamento de P1 com P4 faz com que cada uma das quatro linhas geradas se

desdobrem em dubletos (Figura 4.4), e 0 mesmo ocorre para os demais fosforos do

sistema.
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FIGURA 4.4 - Diagrama de arvores para um sistema com quatro atomos de
fésforos quimica e magneticamente ndo equivalentes na posicao cis.
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O atomo de fosforo trans a nitrogénio (N), o elemento mais
eletronegativo dos atomos coordenados ao ruténio (Il) deste sistema, € mais
desblindada e apresenta maior deslocamento quimico, seguido pelo fosforo trans a
enxofre (S), e os fosforos trans a fosforo sdo os mais blindados, por isso o0s sinais
apresentam menor deslocamento quimico. Em alguns casos nem todas as oito
linhas s&o observadas, pois, devido a uma menor constante de acoplamento as
linhas ficam muito préximas e se sobrepdem, assim sdo observadas apenas seis ou
cinco linhas. Os fosforos trans a fosforos possuem maior constante de
acoplamento®’ (Tabela 4.1) e os sinais referentes a esses atomos podem sofrer um
desdobramento em dois conjuntos de quatro linhas, como pode ser observado na
Figura 4.5.

O solvente escolhido para registrar os espectros de RMN de 3P{H}
foi o DMSO, por ser utilizado nos testes bioldgicos, porém o0s sinais para 0
complexo Ru3 sédo melhores visualizados quando € utilizado o solvente acetonitrila,
pois em DMSO muitos sinais se sobrepdem, por isso nas Figuras A2 - A3
(apéndice) estdo os espectros nos dois solventes.

No espectro do complexo Ru5 os sinais referentes aos quatro atomos
de fosforos estdo duplicados (Figura 4.5), comportamento também observado pra o
complexo Ru3. Uma forma de tentar explicar esta observacéo € sugerir a formacéo
de isdmeros em solucdo®®, em que o ligante pode estar coordenado pelo nitrogénio
adjacente a carbonila, ou pelo nitrogénio na posic¢ao oposta a carbonila (Figura 4.6),
sendo que o isoméro 1 esta presente em maior proporcdo, enquanto o 2 esta
presente numa porcentagem de 13%. A atribuicdo da porcentagem dos isbmeros foi
feita com base no cristal obtido, onde obteve-se 0 complexo Ru5 com a mercapto
coordenada ao ruténio pelo nitrogénio do grupo amida (secao 4.1.3) e o0 espectro do
RMN 31P{*H} desse cristal (Figura A4, apéndice) registrado em DMSO indicou a
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presenca de um produto majoritario, atribuido a isébmero 1, e um produto
minoritario, atribuido ao isdbmero 2.
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FIGURA 4.6 - Sugestdo de isdmeros presentes em solucao para o complexo Rub.
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Apesar de, nos dois isdmeros, a mercapto coordenar-se ao ion metalico
pelos 4&tomos de nitrogénio e enxofre, a densidade eletronica sobre os dois 4&tomos
de nitrogénio é diferente, pois o nitrogénio da amida tem um efeito de doacéo
eletrbnica por ressonancia sobre a carbonila, e neste caso menos densidade
eletrénica € doada para o metal.

Com o objetivo de obter o complexo puro as condicdes de sintese
foram modificadas e foi obtido o complexo Rul. O espectro do complexo Rul
apresenta o padrdo de sinais esperado, e ndo apresenta sinais duplicados (Figura
4.6). Contudo, observou-se que alguns sinais apresentam deslocamentos quimicos
diferentes quando comparado ao complexo Ru5, que sugere que o complexo nédo é
0 mesmo, e como foi evidenciado por meio da técnica de difracdo de raios X
(secdo 4.1.3), a mercapto ndo estd coordenada ao centro metélico de forma
bidentada, como era esperado. Assim, a partir do precursor cis-[RuCly(dppm)2]
foram obtidos os complexos Rul e isoméros de Ru5. As tentativas de separacdo
dos isdmeros do composto Ru5 e também de Ru3 durante ou apo6s a sintese nao

foram bem sucessidas.
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FIGURA 4.7 - Espectro de RMN de 3P{*H} do complexo Rul em acetona/D,0.

Na Tabela 5.1 sdo apresentados os valores de constantes de
acoplamentos para os complexos, e os espectros de RMN de 3P{*H} para os

demais complexos estdo no apéndice (Figuras A1-A4).
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TABELA 4.1 - Valores de constante de acoplamento 2J.» para os complexos Rul,
Ru2, Ru3, Ru5.

Complexo Fésforo S 2Jp-p
P1 -2,66 41,7; 28,5
Rul P2 -4,73 38,2; 27,9
P3 -23,09 324,0;41,8; 27,4
P4 -25,98 323,8; 38,5; 29,3
Pl 66,79 23,2
Ru2 P2 57,29 291,5; 25,1
P3 47,97 25/4;12 4
P4 42,73 288,6; 22,5; 12,3
P1 67,87 m
Ru3 P2 59,12 m
P3 57,15 m
P4 52,17 m
P1 -0,14 43,5; 27,2; 24,0
Ru5 P2 -8,02 41,2; 24,9
P3 -10,87 314,4; 43,5; 26,5
P4 -21,94 314,5; 41,2; 27,7

4.1.3 - Difragdo de raios X

As estruturas cristalinas dos complexos foram determinadas por

difracdo de raios X de monocristais e foram resolvidas no sistema monoclinico, de
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grupo espacial P2/c (Rul), P2;/c (Ru2), C2/c (Ru4), P2/c (Ru5). Os parametros
cristalogréaficos de refinamento encontram-se nas Tabelas A1-A2 no apéndice.

O uso da técnica foi essencial para a elucidacdo estrutural dos
complexos, sendo possivel confirmar o modo de coordenacdo bidentado do ligante
nos complexos Ru2, Ru4 e Ru5, em que ha duas bifosfinas/bipiridinas na posi¢ao
cis e o ligante mercapto completa a esfera de coordenacdo do metal, coordenado
pelos atomos de nitrogénio e enxofre. No complexo Rul o ligante esta coordenado
de forma monodentada pelo atomo de enxofre, e um clorido completa a esfera de

coordenacédo do metal (Figura 4.8).

FIGURA 4.8 - Estruturas cristalinas dos complexos Rul, Ru2,' Ru4 e Ru5 (o ion
PF¢ foi omitido em Ru2 e Ru5).
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Para o complexo Ru5 foi observado que ha apenas % PFg para cada
estrutura, foi entdo feita uma andlise mais detalhada da estrutura cristalina e
verificou-se que ha dois complexos para cada ion PFg, isso ocorre devido a
desprotonacdo do segundo nitrogénio, ndo coordenado ao metal em uma das
estruturas, com isso esse complexo isolado fica com carga neutra. O nitrogénio
desprotonado interage com a estrutura ao lado por meio de uma ligacdo de
hidrogénio com o hidrogénio ligado ao nitrogénio (Figura 4.9). O somatdério das
cargas das duas estruturas que estdo interagindo, com excecdo do ion PFs € igual a
+1, por isso ha apenas um contra-ion PFs~ para cada duas estruturas, neutralizando
a carga positiva. Portanto, a rede cristalina é composta por 50% de estruturas
protonadas e 50% de estruturas desprotonadas. Este foi um comportamento
observado no cristal, porém pode ser um indicio da formacdo dos isdmeros, ja
mencionados para 0 complexo Ru5, uma vez que a desprotonacdo do segundo
nitrogénio na mercapto favorece um outro ponto de coordenacdo para o metal, que
pode estar coordenada pelo nitrogénio adjacente a carbonila ou pelo nitrogénio na

posicédo oposta a carbonila.
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FIGURA 4.9 - Estrutura cristalina do complexo Rub.

Todos os complexos sdo hexacoordenados com geometria octaédrica
distorcida, em que a ligagdo Ru-S (2,42 — 2,46 A) e Ru-P (2,30 — 2,40 A) tem
maior comprimento, devido ao maior raio atdbmico do fésforo e enxofre, e a ligacéo
Ru-N (2,13 — 2,17 A) tem menor comprimento. Os angulos P-Ru-P ou N-Ru-N das
fosfinas ou bipiridinas, sdo maiores do que os angulos N-Ru-S da mercapto (Tabela
4.2), dados que estdo de acordo com valores encontrados em complexos
similares**38, e podem ser atribuidos ndo somente ao anel de quatro membros
formado apos a coordenagdo ao centro metélico, pois nos complexos Rul e Ru5
também sdo formados anéis de quatro membros entre a dppm e o ruténio, mas a
presenca da ligacdo dupla C=N, que leva a uma menor distancia entre os atomos e

consequentemente menor angulo N-Ru-S.
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TABELA 4.2 - Principais comprimentos (A) e angulos (°) de ligacdo para o0s

complexos Rul-Ru5.

Ligacdes (A)
Rul Ru2 Ru4 Ru5
C1-S1 1.730(5) 1.705(12)  1.712(3) 1.728(18)
C1-N1 1.342(6) 1.329(14)  1.329(3) 1.353(2)
Ru1-P1 2.347(8) 2.401(3) - 2.368(5)
Rul-P2 2.340(8) 2.383(3) - 2.320(5)
Ru1-P3 2.385(8) 2.370(3) - 2.358(5)
Rul-P4 2.320(8) 2.394(3) - 2.301(6)
Rul-N1 - 2176(9)  2.137(2) 2.159(14)
Ru1-S1 2.427(9) 2.463(3)  2.439(6) 2.439(5)
Ru1-N3 - - - 2.055(2)
Ru1-N4 - - - 2.048(2)
Ru1-N5 - - - 2.052(2)
Ru1-N6 - - - 2.054(2)
Rul-ClI1 2.461(8) - - -
Angulo (°)
P2 -Rul-P1 7074(3)  84.09(11) - 71.379(18)
P3-Rul-P4 71.84(3) 83.49(10) - 71.557(18)
S1-Rul-N1 - 66.40(3)  67.21(6) 66.70(4)
S1-Rul-Cl1 89.83(4) - - -
S1-C1-N1 123.5(3) 113.98)  113.06(19)  110.38(12)
N5-Ru1-N6 - - 78.84(9) -
N3-Ru1-N4 - - 79.07(9) -
P2-Rul-P1 70.74(3) 84.09(11) -- 71.379(18)
P3-Rul-P4 71.84(3) 83.49(10) - 71.557(18)
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As ligacdes C-S no ligante livre tem comprimento de ligacdo de
aproximadamente 1,81 A (tiol) e 1,68 A (tiona), enquanto a ligacdo C-N tem
comprimento de aproximadamente 1,38 A%51%2  Nos complexos obtidos, o
comprimento das ligagdes C-S possui valor intermediario entre a ligacdo dupla e
simples, indicativo da deslocalizacédo eletronica dessas ligacfes e diminuicdo do
carater de dupla ligagdo. As ligagbes C-N também sdo mais curtas no complexo
quando comparadas ao ligante livre, como pode ser observado na Figura 4.10 e
Tabela 4.2.

! Ligante livre: Ligante coordenado: .
I 0] 0] :
Ol O O
I - ~1,32- 1,35 A |
| n oo E)TS HN-{\I “Ru
; J . S/ I
i ~1,81 A ~1,68 A l :

Tiol Tiona ~1,70-1,73 A 7

FIGURA 4.10 - Principais comprimentos de ligacdo do ligante mercapto livre e

coordenado.

A ligacdo C-S, do ligante mercapto, no complexo Rul é a que a
apresenta maior comprimento de ligacio (1,73 A) entre os complexos desta série,
apesar de estar coordenado na forma tiona, o que ndo era esperado, visto hd uma
ligacdo dupla. Contudo, para que essa ligacao fosse simples, precisaria existir uma
ligacdo dupla C=N, possivel se houvesse desprotonacdo do ligante, o que néo
ocorre, pois foi evidenciado pela técnica de RMN *H (secéo 4.1.9) a presenca dos

hidrogénios ligados aos nitrogénios. Neste caso, a condutancia molar também néo
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estaria dentro da faixa de eletrolitos 1:1, como foi observado (secdo 4.1.4), pois o

complexo seria neutro.

4.1.4 - Condutancia Molar e Microanalise

Os dados de microanalise e as medidas de condutancia molar estdo de
acordo com as estruturas propostas, apresentando eletrolitos 1:1 para os complexos,
evidenciando que os mesmos sdo monocationicos e 0 PFg esta presente como
contra ion. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.3 e foram

comparados com dados da literatura®s.

TABELA 4.3 - Dados de analise elementar e condutividade molar dos complexos
em DMSO.

Complexos %C* 9%H* 9%N* 9%S* Condutividade
(S cmt)**
Rul 56,75 4,02 2,28 2,61
[RuCl(H2mq)(dppm).]PFs (56,86) (3,96) (2,44) (3,03) 40,002
Ru?2 59,07 4,42 2,48 2,99
[Ru(2mq)(dppe).]PFs  (58,98) (4,46) (2,49) (3,12) 55,83
Ru3 59,26 4,06 2,30 2,64
[Ru(2mq)(dppen).]PFs  (59,38) (4,15) (2,72) (2,69) 55,70
Ru4 4572 2,88 11,42 4,36
[Ru(2mq)(bipy)2]PFs (45,83) (3,03) (11,34) (4,52) 60,50
Ru5 58,44 4,14 2,35 2,69
[Ru(2mq)(dppm).]PFs  (58,23) (4,23) (2,32) (2,46) 57,23

*Analise elementar: Teorico (Experimental); **Condutividade molar: Faixa DMSO
1:1=20-62uS cm; 2Faixa CH,Cl,: 1:1=12-77uS cm™.
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4.1.5 - Espectroscopia de Absorc¢ao na Regiéo do Infravermelho

A técnica de espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho
também auxiliou no entendimento das estruturas dos compostos. Para isso
comparou-se os dados dos complexos obtidos com o ligante livre e dados da
literatura.

Foram observadas bandas na regido de 3050-3080 cm™ atribuidas ao
estiramento da ligagdo Csp2-H dos anéis aromaticos®*. Bandas na regido de 1630-
1430 cm™ atribuidas aos estiramentos das ligagdes C=C e C=N dos anéis
aromaticos bifosfinicos, bipiridinicos e a mercapto. Bandas de estiramento e
dobramento da P-F do ion PFg foram observadas na regido de 850-550 cm™ (Figura
4.11).
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FIGURA 4.11 - Espectros de 1V dos complexos sintetizados e do ligante livre.
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Apds a coordenacdo do ligante mercapto, as principais bandas
observadas estdo na faixa de: 1570-1395 cm: (vC-N), 1420-1260 cm: (vC-N e
vC=S)*. Na Tabela 4.4 sdo apresentadas as tentativas de atribuicdo das principais
frequéncias vibracionais para os complexos.

As bandas C-S e C=N sofreram um deslocamento para regides de mais
baixa frequéncia apds a coordenacdo ao centro metélico devido a diminuicdo de
densidade eletrénica e carater de dupla ligacdo. No complexo Rul, a ligacdo C=S
sofre menor deslocamento quando comparado aos demais compostos deste estudo,
pois como evidenciado pela técnica de difracdo de raios X, a mercapto coordenou-

se de forma neutra monodentada pelo atomo de enxofre (S) na forma de tiona.

TABELA 4.4 - AtribuicOes tentativas das principais bandas do infravermelho para

0s complexos e para o ligante H2mq livre.

Atribuictes Rul Ru?2 Ru3 Ru4 Ru5  H2mgq
VCy?>- H 3056 3059 3051 3072 3061 3066
vC=N 1625 1612 1613 1603 1613 1629
vC=C + vC=N 1560 1436 1435 1523 1436 1601
vC-S 1261 1247 1250 1245 1244 1268
vP-C 1906 1906 1906 - 1906 -
VPFg 836 846 845 844 839 -
dC-H (anel) 726 744 740 729 732 760
OPFg 560 560 557 557 561 -
VRU-S 482 506 483 479 484 -
VRU-N 414 410 423 423 418 -
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De modo geral, para o complexo Rul as bandas C-N, C=S ndo
sofreram deslocamentos significativos como o0s observados para 0s demais
complexos, que pode ser um indicio de que neste complexo o ligante esteja doando
menos densidade eletrdnica para o centro metalico, por isso essas ligacdes ndo séo
tdo enfraquecidas, aliado ao fato de que o nitrogénio ndo esta envolvido na

coordenacao, assim a ligacdo C-N ndo ¢ tdo afetada.

4.1.6 - Eletroguimica

Os complexos obtidos apresentaram comportamento eletroquimico
semelhante, com par redox atribuido a oxidacdo de Ru'/Ru'"" e reducéo de Ru"'/Ru"
(Figura 4.12). Os voltamogramas para 0s demais complexos encontram-se no

apéndice (Figura A5).
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FIGURA 4.12 - Voltamograma ciclico do complexo Rul obtido em CH,ClI, (0,1M
PTBA, 100 mV s1).
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Os valores de AE e lp/lpc (Tabela 4.5) foram utilizados para classificar
a reversibilidade do processo. Para AE foram obtidos valores entre 110-210mV,
superiores a sistemas reversiveis (100mV) em meio organico, e para lp/lpc 0S
valores obtidos também foram superiores do que para sistemas reversiveis que €
igual a 1, indicando que nem todo produto oxidado foi reduzido, neste caso 0S

picos sdo assimétricos e os sistemas foram classificados em quasi-reversiveis®,

TABELA 4.5 - Dados de voltametria ciclica para os complexos Rul-Ru5 e seus

respectivos precursores (100 mV s 1, Ag/AgCl).

Complexos Epav)* Epevy* Eizovy* AE*  lpdllpc*  pka?

Rul -[RuCI(H2mgq)(dppm)2]PFs 1,35 1,24 1,29 0,11 2,09 381
cis-[RuCl(dppm)]° 1,04 0,83 0,94

Ru2 - [Ru(2mq)(dppe)2]PFs 1,34 1,20 1,27 0,14 162 3,86
cis-[RuClz(dppe).]® 0,95 0,51 0,73

Ru3 - [Ru(2ma)(dppen)2]PFs 1,53 1,32 1,43 0,21 191 2,27
cis-[RuClz(dppen):] 1,06 0,97 1,02

Ru4 - [Ru(2ma)(bipy)2]PFs 0,95 0,83 0,87 0,12 1,52 4,5
cis-[RuClz(bipy)] 0,48 0,36 0,42

RU5 - [Ru(2ma)(dppm)2]PFs 1,31 1,19 1,25 0,12 2,01 381
cis-[RuClz(dppm)z]® 1,04 0,83 0,94

* Epa: potencial de pico anddico; *Eg.: potencial de pico catodico; *Eyp.: potencial
de meia onda; *AE: diferenca entre os potenciais de oxidacdo e reducao; *lpa/lc:
razdo da corrente de pico anddico e catodico; 2 pka do ligante bifosfinico ou
bipiridinico®*%; Dados obtidos da literatura®.

Os valores de potencias de Ei, foram maiores para os complexos

contendo o ligante mercapto do que para seus respectivos precursores (Tabela 4.5).
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Conforme esperado, a substituicdo de ligantes cloridos, que s&o c e © doadores, por
um ligante o doador e w aceptor diminui a densidade eletrénica sobre o centro
metélico, devido a retrodoacdo de densidade eletrénica do metal para o ligante, que
consequentemente confere maior estabilidade eletroquimica ao ruténio, uma vez
que € necessario um maior potencial para que ocorra a oxidagéo.

Séo observadas diferengas consideraveis quanto aos valores de Ep, Epc
e E1» dos complexos que apresentam duas bifosfinas na esfera de coordenagdo em
relacdo aos complexos que apresentam duas bipiridinas. Este comportamento é
atribuido a melhor habilidade = aceptora dos atomos de fosforo das bifosfinas
quando comparada aos atomos de nitrogénio das bipiridinas. Pode-se ainda
estabelecer uma relacdo entre os valores de pKa destes ligantes (Tabela 4.5). A
bipiridina possui um valor de pKa mais alto do que as bifosfinas dppm, dppe e
dppen, assim maior a sua basicidade e maior o0 seu carater doador, que torna o
centro metalico mais rico em densidade eletronica, sendo mais facilmente oxidado.

A dppen possui uma ligagao dupla no substituinte R que provoca uma
deslocalizacdo de densidade eletronica dos atomos de fosforo, assim o par de
elétron é menos prontamente doador. O valor de pKa da dppen é o menor entre as
bifosfinas, e 0 complexo com este ligante (Ru3) € o que apresenta maior valor de
Ei, Epa € Epc, Nneste complexo o centro metalico € mais estavel a oxidagdo. As
bifosfinas dppm e dppe apresentam valores muito préximos de pKa, porém um
pouco mais alto para a dppe. Com estes dados esperava-se que o centro metalico no
complexo Ru2, com a dppe, apresentasse um maior potencial de oxidacdo do que
no complexo Ru5, mas isso ndo acontece. Este comportamento foi também
observado por Pereira® e a hipotese levantada foi de que os trés anéis de quatro
membros, que sdo mais tensos do que os anéis de cinco membros formados com a

dppe, ndo permitam uma boa sobreposi¢cdo dos orbitais, assim menos densidade
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eletronica é retrodoada para os ligantes fazendo com que o centro metélico seja
oxidado mais facilmente

E possivel ainda comparar os complexos Rul e Ru5, ambos com duas
dppm, enquanto em Ru5 a mercapto esta coordenada de forma bidentada, em Rul a
mercapto estd coordenada de forma monodentada e um ligante clorido completa a
esfera de coordenacgdo. No complexo Rul, apesar de conter o clorido, ligante s e
doador, coordenado ao ruténio (II) hd apenas dois anéis de quatro membros
formados, isso permite uma melhor sobreposicdo dos orbitais para que os ligantes
recebam densidade eletrénica retrodoada do metal, aliado ao fato de que neste
complexo a mercapto coordenou-se de forma neutra, entdo menos densidade
eletrénica é doada deste ligante para o ruténio (Il), assim no complexo Rul o centro
metalico apresenta maior potencial de oxidacdo do que no complexo Ru5. Para
ilustrar melhor esse comportamento eletroquimico foi construido um grafico do
potencial de oxidacdo do Ru'/Ru'" em funcéo do pKa do ligante bifosfinico, onde é
possivel observar que com o aumento do pKa ocorre uma diminui¢do do valor de
Epa (Figura 4.13). O gréfico foi construido apenas com os complexos contendo

bifosfinas.
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FIGURA 4.13 - Gréfico do potencial de oxidacdo do Ru'/Ru"' nos complexos Rul,
Ru2, Ru3 e Ru5 em func¢éo do valor de pKa do ligante bifosfinico.

4.1.7 - Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Ultravioleta-visivel
(UV-Vis)

Nos espectros eletronicos de todos os complexos foram observadas
absor¢des mais intensas na regido de aproximadamente 260 nm, para os complexos
bifosfinicos, e 240 nm, para o complexo com bipiridinico, atribuidas a transicdes
intraligante (n-n*) dos anéis aromaticos das bifosfinas, bipiridinas e do ligante
mercapto (Figura 4.14).

As absor¢des na regido de 250 a 340 nm, nos complexos bifosfinicos,
e 350 a 520 nm, nos complexos bipiridinos, sdo atribuidas a transferéncia de carga
do metal para o ligante ligante (TCML) do tipo dmnr,—3poc*dn(bifosfina) e
dnry—w*(bipridina, ligante mercapto). As atribuigcOes tentativas para as bandas

observadas nos espectros eletronicos encontram-se na Tabela 4.6.
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FIGURA 4.14 - Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis do complexo Ru5, em
DMSO.

Utilizando o software MatLab realizou-se a deconvolucdo das bandas
dos espectros eletronicos. Apos esse processo, foi possivel confirmar a presenca
das duas bandas do tipo dmgr,—3poc*dm(bifosfina) e dmar,—n*(bipridina, ligante
mercapto) referente a TCML, que ficam encobertas (Figura 4.15) e ddo origem a
Unica banda TCML resultante observada no espectro eletrébnico. A banda de
transicdo d-d que possui baixo valor de coeficiente de extingcdo e foi facilmente
encoberta pela banda TCML, foi observada nos espectros apés a deconvolucéo. Os

espectros para 0s demais complexos encontram-se no apéndice (Figuras A6 e A7).
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FIGURA 4.15 - Espectro do complexo Ru5 ap6s a deconvolugéo.

TABELA 4.6 - AtribuicOes tentativas para as bandas dos espectros eletrénicos dos

complexos Rul-Ru5.

€

Complexos A/nm (molt.cm?! L) log ¢ Transicédo
240 74728 4,87 IL (n-n*)
Rul 274 43128 4,63 TCML
334 15692 4,19 TCML
263 38134 4,58 IL (m-1*)
RU2 319 9500 3,77 TCML
340 8441 3,92 TCML
Ru3 262 35715 4,55 IL (m-m*)
323 12780 4,10 TCML
302 78078 4,89 IL (m-m*)
Ru4 355 21328 4,33 TCML
454 8533 3,93 TCML
514 13584 4,13 TCML
265 65630 4,81 IL (m-m*)
Ru5 322 17800 4,25 TCML
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4.1.8 - Espectrometria de Massa

A técnica de espectrometria de massas permitiu encontrar sinais
referentes ao cation complexo para cada composto. Observou-se o padrao isotdpico
do ruténio (Figura 4.16) e os valores de razdo massa/carga (m/z) para 0s cations
complexos estdo de acordo com os valores esperados, apresentando erro entre o
valor teodrico e experimental inferior a 3 ppm, como podem ser observados na
Tabela 4.7.

O pico do ion complexo € o mais abundante nos espectros obtidos, que
indica que esses cations complexos sdo 0s mais estaveis e ndo sdo facilmente
fragmentaveis nestas condicOes, exceto para 0 complexo Rul, onde ndo é possivel
observar o pico do cation complexo referente a perda do PFg, mas o fragmento
[Ru(2mq)(dppm).]* descrito na Tabela 4.7 é devido, possivelmente, a perda HCI.
Os espectros de massa dos complexos Rul-Ru4 encontram-se no apéndice (Figuras
A8-All).
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FIGURA 4.16 - Espectro de massa do complexo Rub.

TABELA 4.7 - Valores teoricos e experimentais referentes ao pico [M]".

Complexo m/z m/z Erro

[M]* (teorico) (experimental)  (ppm)

Rul [Ru(2mq)(dppm).]* 1047.1560 1047.1554 0.57
Ru2 [Ru(2mq)(dppe).]* 1075.1867 1075.1883 1.49
Ru3 [Ru(2maq)(dppen),]* 1071.1554 1071.1581 2.52
Ru4 [Ru(2maq)(bipy).]* 591.0536 591.0553 2.88
Ru5 [Ru(2maq)(dppm),]* 1047.1554 1047.1582 2.58
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4.1.9 - RMN de H e BC{*H} do ligante (H2mq) e complexos

A caracterizacdo deste ligante, por espectroscopia de ressonancia
magnética nucelar, em DMSO-46, ja esta relatada, por isso os valores referentes aos
deslocamentos quimicos dos hidrogénio e carbonos foram entdo extraidos da
literatura®® (Tabela 4.8), e a estrutura do ligante com a identificacédo dos atomos de

carbono e hidrogénio esta representada na Figura 4.17.

0]
Il

8 2
|
6 4 Ax
\5/ \N2 \S

FIGURA 4.17 - Estrutura do ligante H2mq: 2-mercapto-4(3H)quinazolinona com a
identificacdo do atomos de carbono e hidrogénio.

TABELA 4.8 - Deslocamento quimicos dos sinais referentes aos hidrogénios e
carbonos do ligante H2mag.

0 (ppm)
H1 H2 H5 H6 H7 H8
12,70 12,47 17,74 774 734 7093

H2mq

Cl C2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8
1743 159,6 116,2 1404 1158 1354 1244 126,7

Nos complexos Ru2-Ru5 a mercapto foi desprotonada e coordenou-se
de forma bidentada, o que foi evidenciado, além das outras técnicas utilizadas, pelo

desaparecimento do sinal referente a H1 ou H2. No complexo Rul, os sinais
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referentes a esses hidrogénios se mantiveram, indicando que o ligante coordenou-se
de forma neutra. Contudo, a andlise e atribuicdo dos sinais para os complexos
obtidos ndo é trivial, devido a presenca dos oito anéis aromaticos e a mercapto, 0s
sinais dos hidrogénios ou carbonos aromaticos se sobrepdem, dificultando sua
atribuicéo.

No espectro de RMN de *H para o complexo Rul é possivel distinguir
alguns conjuntos de sinais. Na regido de mais baixa frequéncia (6 5,7-5,0) estdo os
sinais referentes aos hidrogénios da cadeia alifatica das bifosfinas (dppm). Os
hidrogénios alifaticos apresentam deslocamento quimico diferente, indicando que
ndo sdo equivalentes (Figura 4.18). No COSY, foi observado o acoplamento desses
hidrogénios entre si. Na regido de mais alta frequéncia (& 8,5-6,70) estdo 0s
hidrogénios das cadeias aromaticas (bifosfina dppm e mercapto), neste conjunto foi
possivel distinguir os hidrogénios H8, H6 e H5 do ligante utilizando os mapas de
contorno. Também foi observado o acoplamento de H8 com H6, e acoplamento de
H6 com H5 e H8 (Figura 4.19).
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FIGURA 4.18 - Espectro de RMN de *H para o complexo Rul em Acetona-ds.
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FIGURA 4.19 - Mapa de contorno de COSY (*H-'H) do complexo Rul em

Acetona-ds.

A andlise dos espectros de RMN de B¥C{*H} (Figura 4.20), também
muito complexa devido a sobreposi¢cdo de muitos sinais, foi feita avaliando os
mapas de contorno HSQC e HMBC (*H-1C) (Figuras 4.21 e 4.22). Ap6s essa
analise foi possivel identificar os atomos de carbonos quartenarios C1, C2, ligados
atomos mais eletronegativos e por isso sdo os mais desblindados, e C3, C4. Os
carbonos C8, C6 e C5 séo terciarios e estdo ligados a hidrogénios. No HMBC foi
possivel observar o acoplamento a longa distancia dos carbonos C2 e C3 com o
hidrogénio H8 ligado ao C8, e C4 e C5 com H6 ligado a C6. Os carbonos da cadeia
alifatica da bifosfina (Ca) sdo os mais blindados, apresentam & 43,01 e estdo
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ligados aos hidrogénios alifaticos Ha na regido de 6 5,7-5,0. Os espectros dos

complexos Ru2-Ru5 estdo no apéndice (Figuras A12-A31).
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FIGURA 4.20 - Espectro de RMN de *C{*H} para o complexo Rul Acetona-ds.
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FIGURA 4.21 - Mapa de contorno de HSQC (*H-'3C) para o complexo Rul

Acetona-ds.
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FIGURA 4.22 - Mapa de contorno de HMBC (*H-'3C) para o complexo

Acetona-ds.

4.2 - Estudo de Estabilidade dos Complexos em Solucgéo

Rul

Os complexos foram avaliados quanto a sua estabilidade em solug6es

utilizadas nos testes bioldgicos. Para isso, foram acompanhados os espectros de
RMN de 3P{*H} para os complexos Ru2, Ru3 e Ru5 e 'H para o complexo Ru4
nos tempos de Oh, 24h e 48h em DMSO. Os compostos apresentaram-se estaveis

neste solvente (Figura A33-A35, Apéndice).

Apenas o complexo Rul, em que a mercapto coordenou-se de forma

monodentada, demonstrou instabilidade em DMSO, onde o padrdo de sinais de
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duplo duplo dubleto (ddd), observado quando o complexo é solubilizado em
acetona, ndo e observado em DMSO, apresentando apenas dois tripletos (t) ja no
tempo de 0 h. O espectro de RMN de 3'P{*H} desse complexo foi entdo comparado
ao do seu respectivo precursor em DMSO (Figura 4.23) e observou-se que 0S
espectros sdo muito semelhantes, apresentando dois tripletos com o mesmo
deslocamento quimico, sugerindo entdo que o ligante esteja saindo da esfera de
coordenacdo do ruténio. Uma hipotese levantada € de que o DMSO, um solvente
coordenante, esteja substituindo a mercapto e o clorido na esfera de coordenacao do

metal, assim como no precursor.
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FIGURA 4.23 - Espectros de RMN de 3P{*H} do complexo Rul em acetona/D,0O
e em DMSO/D;0, e espectro de RMN de 3P{*H} do complexo precursor cis-
[RuCl,(dppm),] em DMSO/D0.
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A estabilidade do complexo Rul foi entdo avaliada em acetona, e
verificou-se que o mesmo é estavel nos tempos de 0, 24 e 48h. Diante disso, foi
avaliada entdo a sua estabilidade em Acetona/Meio de cultura (DMEM), e foi
observado que no tempo de 24h o espectro do complexo Rul apresenta um padréo
de sinais similar ao complexo Ru5, em que o ligante esta coordenado de forma
bidentada (Figura 4.24). A hipoétese levantada é de que na solucdo Acetona/Meio de
cultura o ligante seja desprotonado e se coordene de forma bidentada ao centro
metalico. E também observada a duplicagdo dos sinais assim como para o
complexo Ru5, como mencionado anteriormente. A hipotese foi confirmada apos a
obtencdo do cristal dessa solugdo, em que se confirma o modo de coordenacgéo
bidentado do ligante, pelos 4&tomos de nitrogénio e enxofre, ao centro metéalico.
Devido a instabilidade do complexo Rul em DMSO e a verificacdo de que Rul, em
acetona/DMEM, é convertido em Rub5, os estudos de interacdo com biomoléculas e
ensaios bioldgicos ndo foram realizados para este complexo.

Os demais complexos foram estaveis na mistura DMSO/Meio de
cultura. Para o complexo Ru4, em que ndo ha fosforos na esfera de coordenacao, a
estabilidade em DMSO/Meio de cultura foi avaliada por UV-Vis, neste caso foi

utilizado meio de cultura sem fenol (RPMI) (Figuras A36-A38, apéndice).
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FIGURA 4 24 - Espectros de RMN 31P{lH} do complexo Rul em acetona/Dzo
acetona/DMEM. Espectro do complexo Ru5 em metanol/D-0.

4.3 - Estudo de Interacéo dos Complexos com DNA
4.3.1 - Viscosidade

As medidas de viscosidade foram realizadas para avaliar o possivel

modo de interacdo dos complexos com 0 DNA. Variag6es na viscosidade do DNA
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na presenca dos complexos concedem informacdes importantes sobre o tipo de
interacdo complexo-DNA®®,

Um agente intercalor, como o tiazol laranja, aumenta a disténcia entre
os pares de bases nitrogenadas causando um alongamento da dupla hélice e
aumento do volume e viscosidade do DNA>, |nteracdes do tipo covalente
provocam uma diminuicdo na viscosidade dessa biomolécula, pois diminui o
comprimento axial da dupla hélice®:.

Como pode ser observado na Figura 4.25, a adicdo crescente de
aliguotas do complexo na solucdo ndo provocaram variacOes significativas na
viscosidade do DNA, como as provocadas pelo tiazol (agente intercalante) e
cisplatina (interage covalentemente), que indica que as interacdes sdo eletrostaticas

e/ou interacgdes pelos sulcos.
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FIGURA 4.25 - Gréafico de viscosidade para complexos Ru2-Rub, cisplatina e

tiazol laranja.
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4.3.2 - Dicroismo Optico Circular

Uma outra técnica util na investigacdo quanto a forma de interacdo dos
complexos com 0 DNA é o Dicroismo Optico Circular (OCD). Nos espectros do
DNA (na sua forma B) obtidos por meio dessa técnica sdo observadas duas bandas:
uma banda em aproximadamente 245nm, na regido negativa, devido a sua
helicidade (tor¢do pra a direita) e uma em aproximadamente 275nm, na regido
positiva, referente ao empilhamento das bases 622,

InteracGes do tipo covalente ou por intercalagdo sdo capazes de
provocar mudancas na estrutura do DNA, que consequentemente provocardo
mudancas significativas na intensidade e/ou posi¢cao das bandas, e as interagdes
pelo sulcos ou eletrostaticas provocardo pequenas alteracdes®,

Na figura 4.26 é apresentado o espectro de OCD para o complexo Rub5,
onde nédo foram observadas mudancas significativas quanto a intensidade e posi¢ao
das bandas do DNA, que indicam que as interacOes séo fracas sendo eletrostaticas
e/ou pelos sulcos. Os demais complexos apresentaram comportamento semelhante

ao complexo Ru5 (Figura 39- Apéndice).
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FIGURA 4.26 - Espectro de OCD CT-DNA na auséncia e presenca do complexo

Ru5, em raz6es [Complexo]/[DNA] iguais a 0, 0.6, 0.125, 0.25.

4.3.3 - Ensaio de Deslocamento do Hoechst

Como observado através dos dados obtidos por meio das técnicas de
Dicroismo Optico Circular e Viscosidade, o possivel modo de interagdo dos
complexos com DNA ¢ por meio de interacéo eletrostatica e/ou pelos sulcos.

Uma técnica utilizada para avaliar se a interagdo ocorre pelo sulco,
neste caso o sulco menor, € o ensaio de deslocamento do Hoechst. O Hoechst
33258 é um corante fluorescente que interage com o DNA pelo sulco menor®, e o
complexo formado DNA-Hoechst emite uma fluorescéncia em 460 nm quando
excitado em 340 nm®®,

Um decréscimo da intensidade de fluorescéncia do complexo DNA-

Hoechst foi observado conforme houve um aumento da concentragcdo do complexo
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Ru5 (Figura 4.27), que indica que 0 mesmo é capaz de interagir com o DNA via
sulco menor deslocando o Hoechst desta regido, e provocando a supressdo da
fluorescéncia observada. Os demais complexos de ruténio desse estudo

apresentaram comportamento semelhante (Figura A40-Apéndice).
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FIGURA 4.27 - Espectro de supressdo de fluorescéncia do DNA-Hoechst na

auséncia e presenca do complexo Rub.

4.3.4 - Eletroforese em gel de agarose

A técnica de eletroforese em gel de agarose também foi utilizada para
avaliar a possivel interacdo dos complexos com o DNA. Nesta técnica avalia-se a
velocidade de migracdo desta biomolécula que, por possuir carga negativa, migra
em direcdo ao polo positivo quando submetida a um campo elétrico. A velocidade

dessa migracdo depende do seu tamanho e formato.
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O DNA utilizado neste experimento foi o plasmideo pBR322, que
possui majoritariamente a forma superenovelada (SC) e migra rapidamente, além
das formas linear (LC), que possui migracdo intermediaria, e circular (OC), de
migracdo mais lenta quando comparada as anteriores.

Os complexos de ruténio podem provocar mudancas, ou ndo, na forma
do DNA plasmidial pBR322. Se ocorrerem mudancas da estrutura do plasmideo,
estas serdo refletidas na velocidade de migracéo desta biomolécula. Como pode ser
observado na Figura 4.28, na presenca dos complexos Ru3-Ru5, o DNA nédo
apresentou mudancas significativas quanto a velocidade de migracéo, apresentando
comportamento semelhante ao controle negativo (DNA), que indica que 0s
complexos ndo induzem mudancas significativas na estrutura desta biomolécula. O
estudo de interacdo do complexo Ru2 com o DNA plasmidial pBR322, por meio da
desta técnica, esta relatado na literatura® e o mesmo apresenta comportamento

semelhante aos complexos Ru3-Ru5 deste estudo.

FIGURA 4.28 - Gel de eletroforese em que MPM = marcador de peso molecular;
DNA = plasmideo pBR322 (30 uM) contendo 10% de DMSO; Ri= Razdo molar
complexo/DNA para os complexos Ru3-Rub5.
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4.4 - Estudo de Interagcdo com HSA

Avaliar a interagcdo dos complexos com a Albumina de Soro Humano
(HSA) é importante, uma vez que a HSA é a proteina mais abundante no sangue e
desempenha um papel importante no carreamento de substancias®’. A interagdo dos
complexos com essa biomolécula é avaliada por meio da supressdo da
fluorescéncia, pois essa proteina apresenta uma fluorescéncia intrinseca, devido a
um residuo de triptofano®.

Na Figura 4.29 ¢é apresentado o espectro de fluorescéncia da HSA em
diferentes concentragcbes do complexo Ru5, onde é possivel observar uma
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentragdo do
complexo, que € um indicio de que esteja ocorrendo uma interagcdo do complexo de
ruténio com a HSA. Todos os complexos apresentaram comportamento similar
(Figura A41- Apéndice).
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FIGURA 4.29 - Supressdo da fluorescéncia da HSA na auséncia e presenca do

complexo Ru5 em diferentes concentragoes.
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Foi realizada a analise quantitativa do processo de supressdo da
fluorescéncia e os dados estdo apresentados na Tabela 4.9. Essa supressdo pode
ocorrer por mecanismo estatico ou dindmico. Por meio dos dados obtidos, observa-
se que com o aumento da temperatura ha uma diminuicdo dos valores da constante
de supressao (Ksy) para os complexos Ru2, Ru3 e Ru5 que indicam que a supressao
da fluorescéncia ocorre por um mecanismo estatico. Neste mecanismo ocorre a
formacdo de um complexo entre a proteina (HSA) e o supressor (complexo de
ruténio) no estado fundamental, e com o aumento da temperatura ocorre uma
diminuicdo da estabilidade deste complexo formado, por isso € observado um
decréscimo nos valores de Kg, conforme a temperatura é aumentada®®.

Para o complexo Ru4 ocorre um aumento da constante Kg, com 0
aumento da temperatura que indica um mecanismo dinamico, neste caso ocorre
uma colisdo entre a proteina (HSA) no estado excitado e o supressor (complexo de
ruténio), que retorna ao seu estado fundamental sem emitir a fluorescéncia, e o
aumento da temperatura induz a ocorréncia de mais colisdes, por isso é observado
que ao elevar a temperatura ha um aumento nos valores de Kg'°. Contudo os
valores de K, (constante de velocidade de supressdo bimolecular) obtidos para o
complexo Ru4 sdo da ordem de 10** Ms?, sendo superiores ao valor maximo para
um mecanismo dinamico (2,0 x 10* L mol? s)7°, além de apresentar aumento do
valor de Ky com o aumento da temperatura, 0 que sugere que 0 mecanismo para

este complexo ocorra de forma dindmica e estatica.
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TABELA 4.9 - Dados de quantitativos da interacdo dos complexos com HSA.

Complexo T Ksv Kq Kb n AH° AS° AG°
(K) (x10*M?1) (x10¥M1st) (x 10°M1) (kimolY)  (Imol*K)  (kimol™?)

Ru2 298 (5,68 £ 0,20) 2,84 (4,57 £0,05) 0,79 -4,4 74,5 -26,6

303 (5,33 +0,03) 2,67 (4,44 £0,06) 0,76 74,5 -27,0

310 (5,09 +0,01) 2,54 (4,38 +0,02) 0,73 74,8 -27,5

Ru3 298 (4,17 £0,23) 2,09 (3,66 £0,60) 0,92 -12,4 80,1 -26,8

303 (3,73+0,11) 1,87 (3,37 £0,50) 0,91 80,1 -27,2

310 (3,53 +0,15) 1,77 (3,26 £0,43) 0,85 79,7 -27,6

Ru4 298 (3,36 £0,11) 1,68 (3,19£0,05) 0,80 8,7 45,9 -26,0

303 (3,61 +0,08) 1,80 (3,38 +£0,02) 0,86 45,9 -26,3

310 (3,72+0,11) 1,86 (3,52 £0,04) 0,89 45,5 -26,8

Ru5 298 (5,59 £ 0,36) 2,79 (4,93+0,27) 0,90 -2,9 115,3 -25,7

303 (5,48 £0,49) 2,74 (4,84 £0,30) 0,89 115,3 -26,3

310 (5,19 £0,55) 2,59 (4,49+£0,32) 0,86 115,0 -27,0
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Para avaliar a magnitude da interagdo complexo-HSA calculou-se os
valores de constante de ligacdo (Kp). Com os valores de K, obtidos, inferiu-se que
essa interacdo € do tipo moderada, uma vez que os valores encontrados sdo da
ordem de 10* M. O nimero de sitios de ligacdo é de aproximadamente 1, que
sugere que os complexos ligam-se a HSA numa estequiometria de 1:1.

Os parametros termodinamicos foram avaliados com o objetivo de
investigar o tipo de interagdo dos complexos com a HSA. Os valores de AG
indicam que as interacbes ocorrem de forma espontdnea nas temperaturas
estudadas. Valores negativos de AH e positivos para AS, como observados para 0S
complexos Ru2, Ru3 e Rub, indicam que as interacdes séo eletrostaticas, enquanto
valores positivos para AH e AS, como observados para o complexo Ru4, indicam
que as interacdes complexo-HSA sdo hidrofébicas™.

Os complexos que sdo estruturalmente similiares (Ru2, Ru3 e Rub),
com duas bifosfinas, interagem com a HSA de forma semelhante, apresentando o
mesmo tipo de mecanismo e interagdo. Enquanto o complexo com duas bipiridinas
(Ru4) apresenta mecanismo e interacdo diferentes. Essa caracteristica pode estar
relacionada a presenca dos anéis bipiridinicos que se acomodam de forma mais
organizada ao redor do centro metalico, quando comparados as bifosfinas, e podem
facilitar a interacdo dos anéis com regides hidrofébicas da proteina.

Observa-se que os valores obtidos ap0s a analise quantitativa do
processo de supressdo da fluorescéncia por Silva, et al*® para o complexo Ru2 séo
diferentes dos obtidos neste trabalho, isso pode estar relacionado as diferentes
faixas de concentracdes utilizadas.
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4.5 - Ensaios Bioldgicos
4.5.1 - Viabilidade celular e lipofilicidade

A determinacdo da atividade citotoxica dos complexos foi realizada
frente as linhagens tumorais B16-F10 (murino), A-375 (melanona humano) e
linhagem ndo tumoral HaCat (linhagem ndo tumoral de queratinécitos humano). Os
valores de 1Cs0o (concentracéo capaz de inibir
50% da viabilidade celular) em 24h e indices de seletividade (IS) estdo
apresentados na Tabela 4.10.

Os complexos Ru2, Ru3 e Ru5 foram citotoxicos nas linhagens
estudadas e apresentaram valores de ICsy inferiores ao obtido para a cisplatina.
Apesar de ndo serem observados indices de seletividade tdo altos como o obtido
por Silva et al.® para o complexo [Ru(2mq)(dppe)2]PFs na linhagem A549, pois
sdo linhagens diferentes, este mesmo complexo (Ru2) e o [Ru(2mq)(dppen).]PFs
(Ru3) apresentaram bons IS nas linhagens avaliadas neste estudo. O complexo
[Ru(2mq)(bipy):]PFs (Ru4) nédo foi citotoxico em concentracdo igual ou inferior a
200 uM. Observa-se que ndo somente a presenca da mercapto, mas a presenca das
duas bifosfinas na esfera de coordenacdo tem uma influéncia positiva na atividade
citotoxica dos complexos.

A lipofilicidade de um composto esta relacionada aos processos de
distribuicdo, absorcdo, metabolismo e excrecdo®®. Contudo, ndo é possivel
estabelecer uma relacdo direta com os valores de lipofilicidade e citotoxidade para
0s complexos desta série, uma vez que 0s complexos Ru3 e Ru4 sdo 0s mais
lipofilicos, enquanto o Ru3 apresenta melhor atividade citotdxica, 0 Ru4 ndo €

citotoxico dentro das concentragbes avaliadas. Porém, dentre os complexos
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bifosfinicos (Ru2, Ru3 e Ru5), o complexo Ru3 foi o mais lipofilico e também

mais citotoxico.

TABELA 4.10 - Valores de ICs, (M) e indices de Seletividade (IS) para os
complexos de ruténio e cisplatina, frente as linhagens celulares HaCat, A-375 e
B16-F10.

I1Cso (UM) — 24 h

Complexos HaCat A-375 B16-F10 ISt IS2 log P

Ru2 12,06 +4,76  4,68+0,40 3,90+0,30 257 3,09 0,36+0,10*
Ru3 16,32+0,88 3,54+0,34 6,14+0,21 461 266 0,77 +0,07
Ru4 > 200 > 200 > 200 - - 0,64 + 0,06
Ru5 10,70+1,60 2,80+1,30 20,10+140 382 053 0,21+0,01

Cisplatina  67,34+1,18 6,95+0,03 148,11+596 9,69 0,45

ISt = ICso HaCat/ICso A-375 e 1S? = ICsp HaCat/ICsp B16-F10; * Conforme
relatado por Silva et al.*®

Devido ao maior valor de indice de seletividade (IS) obtido para o
complexo Ru3 este foi selecionado para dar continuidade a investigacdo quanto ao

possivel modo de acéo frente a linhagem A-375.
4.5.2 - Ensaio de Morfologia Celular
A morfologia celular foi avaliada na linhagem A-375, em diferentes

concentragdes do complexo Ru3 (0,625 uM — 20 uM). As imagens foram
registradas nos tempos de Oh e 24h (Figura 4.30).
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Controle (DMSO 1%)

FIGURA 4.30 - Efeito do complexo Ru3, em diferentes concentracdes, na

morfologia das células de melanoma humano, A-375, apos 0 e 24 h de tratamento.

Observa-se que o complexo Ru3 provocou mudancas significativas na

morfologia das celulas, principalmente nas concentracbes de 5-20uM. As
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alteracdes foram observadas no formato das células, que apos 24h apresentaram um
formato circular, diminuicdo da densidade celular e perda da aderéncia, quando
comparadas ao controle (células ndo tratadas com o complexo). Os resultados
obtidos confirmam a atividade citotdéxica do complexo Ru3 sobre as células da
linhagem A-375.

4.5.3 - Avaliacdo Antiproliferativa

No ensaio de sobrevivéncia clonogénica avaliou-se a capacidade de
sobrevivéncia das células e de formacdo de colonias na presenca e auséncia do
complexo Ru3. Para isso, as células tumorais (A-375) e ndo tumorais (HaCat)
foram tratadas com diferentes concentragdes do complexo de ruténio por 24h,
exceto o controle, e a capacidade antiproliferativa foi avaliada apos 10 dias.

Apos analise dos dados, observou-se que o complexo Ru3 foi capaz de
inibir a formacdo de colbnias, quando comparado ao controle. Este efeito foi mais
acentuado para a linhagem tumoral A-375, como pode ser observado na Figura
4.31 (A) e nos graficos (B) e (C). Assim, pode-se inferir que o complexo Ru3 aléem
de atuar como agente citotoxico, destruindo as células tumorais, atua como

citostatico, pois é capaz de inibir o crescimento celular.
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FIGURA 4.31 - (A) Efeito do complexo Ru3 na formacgdo de colbnias das nédo
tumorais HaCat e tumorais A-375 e Representacdo grafica do namero de colbnias
em células (A) A-375 e (B) HaCat, em funcdo da concentracdo. (*p < 0,01 e ** p <
0,05).
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4.5.4 - Avaliacao da Migracao Celular

A metastase € um processo onde ocorre a dissemin¢do das células
cancerosas do tumor primario para outros érgdos, mesmo distantes, sendo a causa
mais frequente de morte por cancer’,

No ensaio de Wound Healing busca-se a avaliar a capacidade dos
complexos de inibir a migracdo das células, uma vez que a migracdo esta
diretamente relacionado ao processo de metastase. Para isso, foi feita uma risca na
monocamada aderente de células e adicionou-se o complexo Ru3 em diferentes
concentragdes (0,1 uM, 02 uM e 0,4 uM). A linhagem utilizada para avaliar a
migracéo foi a de melanona humano (A-375).

O fechamento da risca foi monitorado e apds 24 h verificou-se que o0
complexo Ru3 foi capaz de inibir a migracdo das celulas nas concentracGes
utilizadas, visto que ndo houve completo fechamento da risca com a adicdo do
complexo, quando comparado ao controle (Figura 4.32). Este efeito foi melhor
observado nas concentractes de 0,2 uM e 0,4 uM do complexo, onde houve
inibicdo de aproximadamente 40% e 60% da migracgao. As concentracOes utilizadas
foram todas menores que o valor de 1Cs, pois ndo € esperado observar um efeito

citotoxico, apenas o efeito inibidor da migracéo.
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FIGURA 4.32 - (A) Imagens representativas do efeito do complexo Ru3 na
migracdo das células de melanoma A-375 (Aumento de 10x na objetiva). (B)
Representacdo grafica da porcentagem de migracdo apds 24 h de tratamento.
aSignificativamente diferente do grupo controle.
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5 - CONCLUSOES

Conforme proposto nos objetivos deste trabalho, foram sintetizados
cinco complexos (Rul-Ru5) de ruténio (I1) contendo na esfera de coordenacéo dois
ligantes bifosfinicos ou bipiridinicos e a mercapto-4(3H)quinazolinona (H2mq), e
para 0 complexo Rul, em que o ligante mercapto coordenou-se de forma
monodentada, ha também a presenca de um ligante clorido. Essa identificacdo foi
possivel por meio das técnicas utilizadas para caracterizacdo. Especialmente, a
técnica de RMN 3P{*H}, muito Gtil ndo somente para a caracterizacdo, mas
também no acompanhamento das reacbes. Com os espectros obtidos verificou-se
mudancas no padrdo dos sinais apds a adicdo do ligante mercapto, que passa de
dois tripletos (t), para um padrédo de duplo duplo dubleto (ddd), indicando que
aconteceram mudancas na esfera de coordenacdo. Por meio dessa técnica também
foi possivel a identificacdo dos isdmeros em solucéo, pela duplicacéo dos sinais.

Por meio da técnica de difracdo de raios X, foi confirmada a presenca
da mercapto na esfera de coordenacdo do ruténio. A coordenacdo deste ligante ndo
aconteceu de forma semelhante para todos os complexos, sendo monodentada para
0 complexo Rul e bidentada para os complexos (Ru2-Ru5). Uma relacdo entre a
estrutura e estabilidade dos complexos pode ser estabelecida, pois 0 complexo Rul
na presenca de um solvente coordenante como 0 DMSO, néo e estavel, enquanto os
complexos Ru2-Rub5 séo estaveis neste solvente no tempo de 0h-48h, pois formam
quelatos que sdo mais dificeis de serem removidos da esfera de coordenacao.

O estudo de interacdo com biomoléculas permitiu verificar que os
complexos interagem com o DNA e que essa interacdo é fraca, sendo pelo sulco
menor, verificada no ensaio de deslocamento do Hoechst, e possivelmente

eletrostatica, visto que 0os complexos sdo catibnicos e podem interagir com 0S

86



Nddija Natalice P. da Silva Conclusses

grupos fosfatos do DNA que sdo carregados negativamente. Enquanto a interacao
com a HSA, monitorada pela supressdo da fluorescéncia, € moderada.

Nos ensaios bioldgicos, verificou-se que as fosfinas na esfera de
coordenacdo sdo importantes para a atividade citotoxica, pois 0s complexos Ru2,
Ru3 e Ru5 sdo citotoxicos e tém bons indices de seletividade nas linhagens
tumorais A-375 e B16-F10, com melhor resultado para o complexo Ru3 em ambas
as linhagens, enquanto o complexo Ru4 nao apresentou citotoxidade. O composto
Ru3 possui efeito citotdxico e citostatico, pois consegue diminuir o tamanho e
inibir a formacao de colonias. Além de atuar como inibidor da migracéo das células
A-375 e alterar a morfologia. O complexo Ru4 ndo foi citotoxico mesmo em
concentragdes iguais a 200uM.

Os resultados obtidos através deste estudo permitem ampliar a
pesquisa na area de complexos de ruténio como possiveis metalofarmacos,
especialmente em linhagens de cancer de pele.

Adicionalmente, os complexos também estdo sendo testados nas
linhagens de cancer de pulmdo (A549) e ndo tumoral (MRC-5). Os resultados
obtidos até o momento foram organizados na Tabela 5.1. Espera-se finalizar os
ensaios para 0s complexos sintetizados e para os precursos ainda nao testados que

foram utilizados neste trabalho.
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TABELA 5.1 - Valores de ICs, (uM) e IS para os complexos, frente as linhagens
celulares A549 e MRC-5 .

IC,, (M) — 48h

Complexos A549 MRC-5 ISt
Ru2 0,05+ 0,01* 5,72 £ 0,64* 114*
Ru3 0,14 £0,01 3,28+0,18 23,4
Ru4 > 30 > 30 --
Ru5 0,12 + 0,008 nr --

IS! = ICso (MRC-5)/ICso (A549); *Dados extraidos da literatura®; nr = néo

realizado.
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FIGURA A32 — Estudo de estabilidade do complexo Ru2 em DMSO.
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FIGURA A34 — Estudo de estabilidade do complexo Ru4 em DMSO.
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FIGURA A35 — Estudo de estabilidade do complexo Ru5 em DMSO.
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FIGURA A36 — Estudo de estabilidade do complexo Ru3 em DMSO/DMEM.
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TABELA Al — Parametros cristalograficos dos complexos Rul, Ru2 e Ru4.

Complexo Rul Ru?2 Ru4
Férmula Empirica CsgHs50CIFsN20PsRUS | Ce3FeHsoN206PsRUS | CogHo1FsNsOPRUS
Massa molecular 1228.43 1342.171 735.61
Temperatura/K 293(2) 293(2) 100
Sistema Cristalino monoclinico monoclinico monoclinico
Grupo espacial P2/c P21/c C2/c
alA 17.7150(2) 12.1801(12) 21.8405(3)
b/A 11.48250(12) 18.972(2) 13.02075(15)
c/A 28.1918(3) 27.058(3) 21.5213(3)
a/° 90 90 90
B/° 99.3892(12) 94.211(11) 108.6637(13)
v/° 90 90 90
Volume/A® 5657.75(12) 6235.8(12) 5798.37(13)
Z 4 4 8
pcalcg/cm® 1.442 1.430 1.685
p/mm™ 0.564 0.483 6.238
F(000) 2504.0 2751.3 2944.0
Tamanho do cristal/mm? 0.128 x 0.119 x0.05 0.334 x 0.178 x 0.251 x 0.192 x
0.079 0.075
Radiacdo Mo Ko (A =0.71073) Mo Ka (A= CuKa (A=
0.71073) 1.54184)
Faixa 20 da coleta 3.838t051.5 5.141051.36 8.022 to 158.868

de dados/°

Intervalos de indice

-19<h<21,-13<k

-19<h<19,-16 <k

-27<h<27,-16 <

<14,-34<1<34 <30,-32<1<41 k<16,-26<1<
27
Refleccoes coletadas 43832 63213 33080
Reflexdes 10730 [Rint = 0.0361, 11829 [Rint = 6203 [Rint =
independentes Rsigma = 00234] 01419, Rsigma = 00537, Rsigma =
0.2090] 0.0390]
Dados/restricbes/parametros 10730/948/811 11829/72/614 6203/0/397
Melhor ajuste de F2 1.112 1.078 1.079
Indices R finais R1=0.0432, wR2= | R1=0.1172, wR2 = R1 =0.0358,
[I>=20c (I)] 0.1010 0.2813 WR> = 0.0893
indices R finais R1=0.0484, wR2= | R1=0.1575, wR2 = R1 =0.0374,
[todos os dados] 0.1049 0.3187 WR2 = 0.0903
Maior diferenca 0.85/-0.59 1.67/-2.16 0.69/-0.99

pico/vale / e A
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TABELA A2 - Parametros cristalograficos dos complexos Ru5 e Rul

(acetona/DMEM).
Complexo Rub5 Estabilidade: Rul-Acetona/DMEM
Formula Empirica Ce1Hs4.5F3N202P45RUS Ce1Hs5FsN202PsRUS
Massa molecular 1177.133 1250.05
Temperatura/K 100.01(10) 100(1)
Sistema Cristalino monoclinico monoclinico
Grupo espacial P2/c Pn
alA 22.2224(2) 15.2901(3)
b/A 11.2344(1) 11.7629(2)
c/A 23.8721(3) 16.7691(2)
a/° 90 90
pB/° 112.632(1) 94.0725(16)
v/° 90 90
Volume/A® 5500.87(11) 3008.41(10)
yA 4 2
pcalcg/cm® 1.421 1.380
w/mm 4.356 4.210
F(000) 2434.0 1280.0
Tamanho do cristal/mm? 0.138 x 0.086 x 0.032 0.149 x 0.127 x 0.069
Radiacdo Cu Ka (A =1.54184) Cu Ka (A =1.54184)
Faixa 20 da coleta 7.5t0160.7 9.192 to 142.094
de dados/°
Intervalos de indice 28<h<28,-14<k<| -18<h<18,-14<k<14,-18<1<20
11,-30<1<30
Refleccoes coletadas 76561 68420
Reflexdes 11916 [Rint = 0.0325, 9961 [Rint = 0.0889, Rsigma = 0.0763]
independentes Rsigma = 0.0244]
Dados/restricbes/parametros 11916/0/699 9961/269/699
Melhor ajuste de F2 1.028 1.036
indices R finais R1=0.0282, wR> = R1 =0.0609, wR2 = 0.1492
[I>=2c (I)] 0.0717
indices R finais R1=0.0316, wR> = R1=0.0639, wR> = 0.1518
[todos os dados] 0.0739
Maior diferenca 0.77/-0.45 1.52/-0.55

pico/vale / e A2
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