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RESUMO

Neste trabalho, foram sintetizados, caracterizados e investigados com relacédo a
atividade citotoxica de duas séries de complexos fosfinicos contendo ligantes
naftoquinona. A primeira série representa 0s compostos (A1l-A8), de formula
geral: [Ru(NQZ1)(bipy)(PPhs)2]PFs (Al); [Ru(NQL)(bipy)(P-P)]PFs (A2-A7) e
[Ru(NQ1)(dppm),]PFs (A8), onde (NQ1 = 3-estiril-lauosna; P-P = bis-
(difenilfosfina)metano  (dppm), 1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppe), 1,3-
bis(difenilfosfina)propano (dppp), 1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb), 1,2-
bis(difenilfosfina)etileno (dppen) e bis[(2-difenilfosfina)fenil)éter] (DPEphos). A
segunda serie foi composta por quatros compostos (B1-B4) com formula geral
[Ru(NQn)(bipy(P-P)]PFs, onde (NQn = lausona ou lapachol; P-P = cis-1,2-
bis(difenilfosfina)etileno (dppen) e bis-[(1-difenilfosfina)fenil]éter (DPEphos).
Os compostos foram caracterizados por analise elementar, espectroscopia no
infravermelho, ressonancia magnética nuclear (RMN H, BC{'H} e S!P{ H}),
condutividade molar, voltametria ciclica, espectrometria de massas e difracdo de
raios X (monocristal). Os estudos de interacdo composto/DNA foram realizados
por meio de medidas de viscosidade, eletroforese em gel. Ensaio de competicéo
com o Hoechst 33258, demonstraram que 0os complexos de ruténio da série 1 e 2
interagem via sulco menor do DNA. Estudos de interagdo complexo/HSA,
mostraram que 0s complexos tém capacidade de interagir com esta biomolécula,
com constantes de ligacdo (Kp) da ordem de 102 a 10°, indicando interagdes do
tipo de fraca a moderada e afinidade pelo sitio | da HSA. A triagem citotoxica dos
complexos foi realizada nas linhagens tumorais de mama MDA-MB-231, MCF-
7, SK-BR-3 e de pulmdo A549 e nas linhagens ndo tumorais de mama (MCF-
10A) e pulmdo (MRC-5). Todos os compostos foram citotoxicos nas linhagens
testadas, exibindo valores de 1Csp, menores do que os ligantes livres e o farmaco
de referéncia a cisplatina. Os complexos da série 1 (Al e A6) e (B2 e B4) da

série 2, foram os mais ativos e seletivos contra as células tumorais de mama da
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linhagem MDA-MB-231. Os ensaios in vitro com a linhagem MDA-MB-231,
demonstraram que os compostos Al e A6 alteraram a morfologia celular e
inibiram o processor de migracdo das células a partir do ensaio de Wound Healing.
O perfil de distribuicéo do ciclo celular para o complexo Al indica um acimulo
de células na fase Sub-GO e fragmentacdo do DNA que é um indicio de morte
celular por apoptose, no entanto, ndo houve modificagdes significativas nas outras
fases do ciclo celular. Os resultados de ensaio de apoptose realizados por
citometria de fluxo, mostraram que os complexos induzem a morte por apoptose
de maneira dependente da concentracdo. Em vista disso, os doze complexos de

ruténio(ll), apresentam um grande potencial como metalofarmacos antitumorais.
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ABSTRACT

In this study, two series of ruthenium(ll)-phosphine complexes containing
naphthoquinone ligands were synthesized, characterized, and investigated
regarding the cytotoxic activity. The first series represents the compounds (Al-
A8), with the general formula: [Ru(NQ1)(bipy)(PPhs):]PFs (Al);
[Ru(NQ21)(bipy)(P-P)]PFs (A2-A7) and [Ru(NQ1)(dppm):]PFs (A8), where
(NQ1 = 3-styryl-lauosne; P-P = bis-(diphenylphosphine) )methane (dppm), 1,2-
bis(diphenylphosphine)ethane  (dppe),  1,3-bis(diphenylphosphine)propane
(dppp), 1,4-bis(diphenylphosphine)butane (dppb), 1,2-bis
(diphenylphosphine)ethylene (dppen) and bis[(2-
diphenylphosphine)phenyl)ether] (DPEphos). The second series consisted of four
compounds (B1-B4) with the general formula [Ru(NQn)(bipy(P-P)]PFs, where
(NQn = lawsone or lapachol; P-P = cis-1,2-bis(diphenylphosphine)ethylene
(dppen) and bis-[(1-diphenylphosphine)phenyl]ether (DPEphos).The compounds
were characterized by elemental analysis, infrared spectroscopy, nuclear magnetic
resonance (*H NMR, BC{'H} and 3P{'H}), conductivity molar, cyclic
voltammetry, mass spectrometry and X-ray diffraction  (single
crystal).Compound/DNA interaction studies, using viscosity measurements, gel
electrophoresis. The competition assay with Hoechst 33258, demonstrated that
the ruthenium complexes of series 1 and 2 interact via the DNA minor groove.
Complex/HSA interaction studies have shown that the complexes have the ability
to interact with the biomolecule, with binding constants (Kb) of the order of 103
to 10°, indicating weak to moderate interactions and affinity for HSA site I. The
cytotoxic screening of the complexes was real It was performed on MDA-MB-
231, MCF-7, SK-BR-3 and A549 lung tumor cell lines and on non-tumor breast
(MCF-10A) and lung (MRC-5) cell lines. All compounds were cytotoxic in the

strains tested, exhibiting lower 1Cs values than the free ligands and the reference

drug cisplatin. The complexes (Al and A6) from series 1 and (B2 and B4), from
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series 2, were the most active and selective against MDA-MB-231 breast tumor
cells. The in vitro assays with the MDA-MB-231 strain, demonstrated that the
compounds Al and A6 altered the cellular morphology and inhibited the cell
migration process from the Wound Healing assay. The cell cycle distribution
profile for the Al complex indicates an accumulation of cells in the Sub-GO0 phase
and DNA fragmentation that is indicative of cell death by apoptosis. However,
there were no significant changes in the other phases of the cell cycle. The results
of the apoptosis assay performed by flow cytometry showed that the complexes
induce death by apoptosis in a concentration-dependent manner. In view of this
study the twelve ruthenium(ll) complexes have great potential as antitumor

metallopharmaceuticals.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1 Cancer: conceito e incidéncia

O céancer emergiu como uma das principais causas de morte no
mundo, de acordo com os dados epidemiologico da Organizacdo Mundial de
Saude (do inglés, World Health Organization). Em 2020 foram registradas, no
mundo aproximadamente 10 milhdes de mortes, tendo sido diagnosticado quase
19,3 milhdes de novos casos. Ademais, projec6es futuras apontam como uns dos
piores cenarios de incidéncia e mortalidade, sendo esperado para os préximos 20
anos 30,2 milhdes de novos casos e 16,3 milhdes de mortes por cancer2,

Com relacéo ao Brasil a incidéncia e mortalidade estimada de acordo
com o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), para o
triénio 2020-2022, espera-se a ocorréncia de 625 mil novos casos por ano. Entre
0s tipos mais incidentes serd o cancer de pele ndo melanoma com 177 mil casos,
seguindo pelos canceres de mama e prostata (ambos com 66 mil casos/ano), colon
e reto (41 mil casos/ano), pulmao 30 mil casos/anos®.

Diante das projecGes de incidéncia e mortalidade, o céncer é
considerado uma patologia de alta complexidade, uma vez que abrange um
conjunto de mais de 100 doencas que tém como caracteristica o crescimento
descontrolado de células, podendo invadir além dos limites normais dos tecidos e
metastizar 6rgédos distantes do corpo humano. A origem desse tipo de anomalia,
geralmente é reflexo de combinacdes de mutacdes genéticas do DNA celular, bem
como habitos de vida #°.

Do ponto de vista bioldgico as celulas cancerigenas podem adquirir
novas caracteristicas que garantem a capacidade de sustentar a sinalizacdo
proliferativa durante o crescimento tumoral. Estudos recentes propuseram um
conjunto de caracteristicas que permite a compreensdo da complexidade dos
fenotipos e genotipos do cancer, denominado “Marca do cancer” (do inglés,

Hallmarks of Cancer). A Figura 1.1 ilustra esses conceitos fundamentais, sendo

1



Analu Rocha Costa Objetivos

eles: a capacidade de manter a sustentacdo da sinalizacé@o proliferativa e evaséo
de supressores de crescimentos que induzem a angiogénese e disseminar
provocando a metastases; desbloqueio da plasticidade fenotipica permite
interrupcOes na diferenciacdo celular mantendo-se em constante expansdo e
proliferacdo; A capacidade de reprogramacao epigenética, bem como alterac6es
nos genes que organizam, modulam e mantém arquitetura da cromatica; Os
microbiomas polimorficos e a senescéncia celular tem a funcdo de controlar a
proliferagdo celular que possuem mutacbes no genoma e as celulas

cancerigenas®’.

FIGURA 1.1- Representacédo das caracteristicas do cancer.
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Fonte : Adaptado de Hanahan, 2022.

As marcas da conceitualiza¢ao do cancer impulsionaram uma melhor

compreensdo mais detalhada dos mecanismos biologicos do cancer, que
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influenciou no desenvolvimento de novos farmacos antitumorais capazes de atuar
de forma mais eficaz no tratamento da enfermidade.

Com relacdo ao tratamento oncoldgico as principais terapias
baseiam-se na radioterapia®, cirurgia® e quimioterapial®. Atualmente com o0s
avancos da biotecnologia e estudos cientificos tém permitido o emprego de novas
terapias incluindo: a imunoterapia (motivacao: fortalecer o sistema imunologico
para atacar as células tumorais)!!, terapia direcionada ou terapia hormonal, sendo
que em muitos casos, é empregado uma combinagéo desses tratamentos®. Dentre
0s tratamentos citados, a quimioterapia é a mais usada para administracdo de
medicamentos quimioterapicos visando a destruicdo das células cancerigenas %2
e, portanto, melhorando a qualidade de vida dos individuos.

O marco na ascensdo da incorporacdo de novos agentes
quimioterapicos no tratamento do cancer, é bem ilustrado com a descoberta da
atividade antitumoral da cisplatina, a qual é responsavel pela cura de mais de 90%

dos pacientes com cancer testiculart>14,

1.2 Complexos de platina no tratamento do cancer

O interesse de complexos metalicos na medicina, nos ultimos anos,
foi incentivado pela descoberta acidental das propriedades anticancer da
cisplatina, por volta de 1960, Barnett Rosenberg estudava a influéncia do campo
elétrico sobre o crescimento das bactérias (Escherichia Coli)®. Curiosamente,
descobriu-se que o produto liberado pela eletrolise gerada pelos elétrodos de
platina, eram capazes de inibir o crescimento bacteriano. Estudos posteriores com
camundongos portadores de um tumor sarcoma-180, demostraram que o produto
da eletrolise contendo platina, posteriormente identificada como cis-
diaminodicloridoplatina(ll), tinha atividade antitumoral®®*®t’. Em 1978, a
cisplatina foi aprovada pela FDA (do inglés, Food and Drug Administration), para
0 uso clinico no tratamento do cancer de prostata, sendo o primeiro agente

quimioterapico a base de metal a atuar comercialmente, na terapia oncol6gica®**8.
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Hoje em dia, a cisplatina é usada no tratamento de diversos tipos de canceres tais
como: testicular, ovario, cervical, cabeca, pulmdo e mama'®. Na Figura 1.2 é
apresentada a linha do tempo dos complexos a base de platina empregados no

tratamento do cancer.

FIGURA 1.2 - Linha do tempo dos complexos de platina aprovados para uso no

tratamento do céancer.
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No que diz respeito ao mecanismo de acdo da cisplatina, verifica-se
um consenso entre os pesquisadores de que o composto ao ser administrado via
intravenosa, mantem sua forma neutra e ao permear a membrana celular por
difusdo passiva, os ligantes cloretos sdo labilizados pelas moléculas de agua.
Posteriormente ligando-se covalentemente principalmente as bases nitrogenadas
formando um aduto com o DNA. Essa interacdo provoca danos estruturais na
biomolécula, o que interfere nos processos de replicacdo das células tumorais,
desencadeando o mecanismo de morte celulart®%,

Apesar do grande beneficio e importancia alcancada pelo emprego
de medicamentos quimioterapicos, a base de platina, convém pontuar que existem
alguns desafios a serem superados, principalmente em relacdo a resisténcia celular
e as reacdes adversas como, neurotoxicidade, ototoxicidade, nefrotoxicidade,
tornando sua janela terapéutica limitada. Nesse sentido, dado ao interesse
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continuo no planejamento e desenvolvimento de farmacos contendo outros metais
de transicdo, o ruténio tem emergido como forte candidato a metalofarmaco

anticancerigeno-%,

1.3 Complexos de ruténio e sua importancia bioldgica

Compostos contendo ruténio tém sido cada vez mais explorados
como potenciais anticancerigenos, pois este metal tem a capacidade de assumir
diferentes estados de oxidacdo em condicdes fisiologicas, sendo 0 mais comum
Ru'" e Ru". Observa-se também que 0s compostos de ruténio apresentam
geometria octaédrica, o que permite alocar um nimero maior de ligantes bioativos
em sua esfera de coordenacdo. Além disso, tem exibido maior seletividade as
células cancerigenas, quando comparado aos complexos de platina®>-=32. Assim,
essas caracteristicas tornam os complexos de ruténio promissores candidato a
farmacos. Nessa perspectiva, estudos realizados por Keppler et al,®
demonstraram a atividade antitumoral do complexo KP418 (Figura 1.3), frente a
tumores de leucemia P388 e melanoma B16 em camundongos, em que O
composto causou uma reducdo significativa no tumor, do que o farmaco de
referéncia cisplatina.Tais resultados impulsionaram a sintese de complexos
analogos ao KP418 e estudos posteriores levaram os complexos de ruténio(lll):
KP1019, (Ind-[trans-RuCls(H-ind),], ind = indazol), e NAMI-A, ([trans-
RuCl;(1H-imidazol)(DMSO-S)]), (Figura 1.3) até aos ensaios clinicos em
humanos. Um fato interessante € que esses complexos ndo passaram pela pré-
triagem de citotoxicidade, foram investigados imediatamente em in vivo.

O composto KP1019 entrou em estudo clinico I e 11, mostrando acéo
antitumoral contra o cancer de colon, inibindo cerca de 95% do volume tumoral
sem ocasionar significativa toxicidade. Seu mecanismo de acdo é pautado na
ativacdo intracelular que ocorre pela reducdo do Ru'' para Ru'". A principal
limitacdo desse composto foi sua baixa solubilidade em agua, o que impediu a

continuacdo nos testes avancados. Visando solucionar o problema, o complexo
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KP1339 foi sintetizado, trocando o contra ion indazol por sodio, o que
proporcionou um aumento na solubilidade do composto, e desta forma os estudos
foram continuados em ensaios clinicos34-¢,

Outro composto que foi bem estudado ¢ o NAMI-A, sendo o
primeiro potencial metalofarmaco de ruténio a ser testado em humanos. Nos
experimentos pré-clinicos 0 NAMI-A apresentou atividade antimetastatica em
varios tipos de canceres de pulméo®’. Os estudos clinicos de fase Il realizados com
o complexo NAMI-A associado com 0 agente quimioterapico gencitabina, um
farmaco utilizado em conjunto com a cisplatina no tratamento de cancer de
pulméo. A combinacdo dos compostos ndo potencializou no aumento da atividade
farmacoldgica e os estudos envolvendo o complexo NAMI-A foram
encerrados®®-%%:%,

No que tange a quimica organometalica o composto do tipo ruténio-
areno, com férmula estrutural Ru(n®-p-cimeno)Cly(PTA)], (RAPT-C, PTA =
1,3,5-triazo-7-fosfoadamantano) (Figura 1.3), nos testes in vitro exibiu atividade
anticancer similar ao complexo NAMI-A. Enguanto nos ensaios in vivo, foi capaz
de inibir o crescimento de carcinoma de ovéario e colorretal, blogueando a
angiogénese?40,

Outro viés, em que os complexos de ruténio estdo sendo explorados,
é na terapia fotodindmica. Os estudos de triagem em fases | e Il com o complexo
TLD-1433 (rac-[Ru(dmb),(IP-3T)]CI,), sendo dmb =4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina,
IP-TT= 2,2’: 5°,2’-tertiofeno)-imidazol[4,5-f][1,10]-fenatrolina), mostrou-se
adequado para o tratamento de cancer de bexiga ndo invasivo, sendo o primeiro
fotossensibilizador de ruténio a entrar em ensaios clinicos**#2, Contudo, apesar do

acima escrito, nenhum complexo de ruténio foi comercializado até 0 momento.
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FIGURA 1.3 - Estruturas de complexos de ruténio que estdo, ou estiveram em

testes clinicos.
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Como descrito acima, fica evidente que os complexos de ruténio
apresentam um alto potencial como agentes quimioterapicos e podem contribuir
na terapia do cancer. Dessa forma, considerando as perspectivas bem-sucedidas
de compostos fosfinicos ruténio, estes vém se destacando na literatura, por

apresentarem relevantes atividades biologicas.

1.4 Ligantes fosfinicos bipiridinicos e naftoquinonas

Complexos de ruténio com ligantes fosfinicos e bipiridinicos, tém
sido extensivamente investigados mediante suas potencialidades bioldgicas. As
fosfinas sdo ligantes neutros e possuem propriedades o-doadora ¢ m-receptora de
densidade eletronica, o que Ihes confere a capacidade de estabilizar as valéncias

dos metais de transicdo em altos e baixos estados de oxidacdo. Tal comportamento
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observado ¢ devido aos seus orbitais hibridos do tipo 3pc*dn vazios que sdo
capazes de receber elétrons  dos ligantes coordenados ao centro metalico. Em
outras palavras, a densidade eletronica é compartilhada entre o ligante e o ion
metélico, conferindo ligagdes metal-ligante estaveis via retrodoacdo. Neste caso
a densidade eletrbnica € sinergicamente compartilhada entre o metal e o
ligante*344,

Os ligantes fosfinicos apresentam a capacidade de modular as
propriedades de reatividade e estabilidade do centro metalico mediante a variacéo
dos substituintes ligados ao atomo de fésforo presente nestas moléculas. Quando
se tem grupos retiradores de elétrons, o carater z-receptor dos ligantes fosfinicos
tende a aumentar, pois o orbital do tipo m é estabilizado, consequentemente
favorecendo a retrodoacdo. Caso o substituinte seja um doador de densidade
eletrbnica, a capacidade o-doadora é fortalecida e a retrodoacdo € menos
favorecida®**". Além disso, a versatilidade das fosfinas esta relacionada ao seu
efeito esterico, ou seja, aumentando-se o tamanho do substituinte R em compostos
do tipo P(OR); ou PR3, consequentemente contribui para aumento no angulo de
cone (conhecido como cone de Tolman). Assim, a partir do angulo de cone é
possivel aumentar a distancia entre os ligantes associados ao metal (P-M e/ou M-
L), levando a uma reducdo do carater doador dos pares isolados dos elétrons
presentes no atomo de fosforo*®4849, Essas mudangas provocadas pelos
substituintes presentes nas estruturas das fosfinas, podem influenciar no
comportamento cinético e na atividade bioldgica® dos compostos formados sendo
esta, uma caracteristica relevante no desenvolvimento de novos candidatos a
metalofarmacos.

Assim, a utilizacdo de fosfinas no planejamento de complexos
metalicos como potencial anticancer representa um campo em ascensdo. O
complexo de ouro, por exemplo, conhecido como auronofina
[(EtsPAUSGIu(Ac).], foi o primeiro composto contendo ligante fosfinico, a ser

introduzido comercialmente no tratamento de artrite reumatoide®°2, Ademais, 0
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composto também apresentou acéo citotoxica contra leucemia P388. Estudos in
vitro com o seu analogo, [Au(SGIlu)(Ac)4], sem a presenca da fosfina na esfera de
coordenacdo do metal, mostrou uma diminuicao da atividade antitumoral contra
linhagem B16. Os resultados obtidos sugerem que a a¢éo citotoxica da auranofina
é proveniente, principalmente da fosfina.

Os estudos in vivo com o complexo [Au(dppe).]Cl, contendo a
bifosfina 1,2-bis(difenilfosfina)etano, demonstraram atividade antitumoral, frente
as linhagens tumorais de leucemia (P388 e L1210), adenocarcinoma de mamario
16/C e melanoma B16. Esta propriedade foi atribuida a presenca da fosfina, que
confere ao composto uma alta lipofilicidade, o que pode facilitar o transporte do
composto pela membrana celular®.

Assim como as fosfinas, o0s ligantes N-heterociclicos,
especificamente os bipiridinicos sdo adequados a retrodoacdo uma vez que
possuem orbitais do tipo pr antiligante vazios e pares de elétrons capazes de
formar ligagdes o fortes, conferindo-lhes a habilidade de estabilizar ions metalicos
em estado de oxidacdo baixo. Dentre as varias propriedades fisicas e quimicas
desses ligantes relatadas na literatura destaca-se a capacidade de mimetizar
estruturas de biomoléculas, como proteinas, enzimas e acidos nucleicos®.

Karumban et al,.>® demonstraram que complexos de cobalto(Il)
contendo ligantes bipiridinicos, [Co"(L1)(bipy)CI]PFs e [Co'(L1)(phen)CI]PFs,
(L' = N,N’-bis(piridin-2-il-metil)anilina; bipy = 2,2’-bipiridina e phen = 1-10-
fenantrolina), foram capazes de clivar o DNA, além de exibirem uma relevante
atividade antitumoral nas linhagens celulares MDA-MB-231 (cancer de mama) e
A549 (cancer de pulmao). Outros estudos realizados por Liu et al,.>® mostraram
que o composto [RuClz(dmbpy):], onde (dmbpy = 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina),
induziu parada do ciclo celular na fase G2/M em células tumorais A549 (cancer
de pulmé&o), desencadeando danos no DNA. De modo geral, o complexo

sintetizado apresentou um grande potencial anticancerigeno.




Analu Rocha Costa Objetivos

Diante da versatilidade dos ligantes fosfinicos e bipiridinicos, uma
das principais vertentes de estudo do nosso grupo de pesquisa, o Laboratério de
Estrutura e Reatividade de Compostos Inorganicos (LERCI), liderado pelo
professor Alzir Azevedo Batista, alocado no Departamento de Quimica na
Universidade Federal de Sdo Carlos, consiste na sintese, caracterizacdo e
investigagéo da atividade antitumoral de candidatos a metalofarmacos a base de
ruténio, o quais aos longos dos anos vém mostrando resultados bastante
promissores.

Uma das estratégias adotadas em nosso grupo no desenho racional
de novos candidatos a farmacos é o emprego de ligantes bioativos, ou seja, que ja
possuem um prévio potencial bioldgico, uma vez que sua insercdo na estrutura
dos complexos pode potencializar as atividades terapéuticas dos novos compostos
sintetizados. A fim de compreender a atividade citotoxica dos complexos
estudados, nosso grupo vem sintetizando e caracterizando uma série de complexos
de ruténio contendo como ligantes amino&cidos, acetiltioureia, mercaptos,
cloroquina, porfirinas, produtos naturais, entre outros, e explorando suas
propriedades citotoxicas e pro-apoptoticas frente a diferentes linhagens
tumorais®#°7%3 Neste contexto, estudos in vitro baseado na citotoxicidade se
tornam uma opcdo importante na triagem de candidatos a metalofarmacos. Os
complexos de ruténio contendo ligantes fosfinicos, bipiridinicos e naftoquinonas,
como lapachol (Figura 1.4), foram testados frente a linhagem tumoral de mama
triplo negativo (MDA-MB-231), foi demonstrado que 0S compostos
[Ru(lap)(dppm),]PFs e [Ru(lap)(bipy).]PFs sdo mais ativos que o farmaco de
referéncia, a cisplatina, apresentando valores de ICs, em torno de 1,27 e 17,5
umolL ! respectivamente. Entre estes, o complexo contendo a fosfina dppm exibiu
maior potencial citotoxico que o seu analogo contendo dois ligantes bipiridinicos.
Tal comportamento pode estar relacionado com a presenca da bifosfina (dppm),
ja que dados da literatura tém evidenciado que a fosfina contribui para o aumento

da permeabilidade dos compostos através da membrana celular?®4,
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FIGURA 1.4 - Estrutura dos complexos [Ru(Lap)(dppm).]PFs e
[Ru(Lap)(bipy).]PFs, e os valores de 1Cs, obtidos na linhagem MDA-MB-231.

IC,, =1,27 £ 0,10 pmol L! IC,, =17,5+£ 0,60 pmol L!

Neste contexto, a classe das naftoquinonas representa uma fonte de
moléculas bioativas, sendo empregada para coordenacéo a centros metalicos, com
intuito de melhorar o potencial citotoxico dos complexos. Do ponto de vista
estrutural as naftoquinonas apresentam um anel naftalénico no seu sistema
aromatico e estdo inseridas nos grupos das quinonas. Na natureza as
naftoquinonas sdo encontradas em fungos, algas e em plantas e sua importancia
reside em sua acao farmacoldgica.

No que se refere a quimioterapia do cancer, os farmacos derivados
das naftoquinonas mais utilizados estdo a mitomicina C, doxorrubicina,
mitoxantrona e epirrubicina®-°7, conforme mostrado na Figura 1.5. Com relagéo
as naftoquinonas naturais a lausona e lapachol tém se destacado por suas

propriedades farmacologicas.
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FIGURA 1.5 - Estruturas de compostos derivados de quinonas utilizados no

tratamento do cancer.
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A 2-hidroxi-1,4-naftoquinona, popularmente conhecida como
lausona, representa um composto de origem natural biologicamente ativo. Pode
ser extraido das folhas de arvores do género Lawsonia inermis (henna), sendo
encontrada no norte da Africa e sul da Asia. Diante do seu potencial
farmacoldgico a lausona se tornou uma molécula de grande interesse cientifico,
devido suas propriedades biolégicas que incluem: atividade antitumoral,
antimalarica, antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria e antifungica. Na
medicina popular o extrato da henna € empregada na cicatrizacdo de feridas,
queimaduras, bronquite, artrite, entre outras®%°,

O lapachol (2-hidroxi-3-(3-metil-2-butil)-1,4-naftoquinona, €
conhecido desde 1858, sendo encontrado principalmente em espécies da familia

das Bignoniaceae, do género Tabebuia (ipés). Estudos clinicos realizados pela
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CCNSC (do inglés Cancer Chemotherapy National Service Center), em pacientes
portadores de sarcoma de Yoshida e carcinoma de Walker 256, que utilizavam o
lapachol terapeuticamente, demostraram uma regresséo de aproximadamente 30
% dos tumores. No entanto, durante o tratamento oncoldgico os pacientes
apresentaram expressivos efeitos adversos que contribuiram para o0 enceramento
dos ensaios clinicos’™ "2, No Brasil, o lapachol foi comercializado na forma de
capsulas produzida pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco
Governador Miguel Arraes (LAFEPE), para o tratamento de carcinoma
epidermdide do colo de utero, sarcoma de Yoshida, carcinoma de Walker 256,
porém seu uso foi descontinuado em decorréncia dos efeitos colaterais’® 2,

No que se refere ao mecanismo de acdo das naftoquinonas, tem sido
associado a inibicdo das enzimas topoisomerase | e 1l e da producéo de especies
reativas de oxigénio como superéxido (O;7), peroxido de hidrogénio (H20;) e 0
radical hidroxila (HO"). Estas espécies remanescentes causam danos as
biomoléculas importantes, como DNA, proteinas, fosfolipidios, culminando na
inducéo do processo de morte celular por apoptose®®:74-76,

Estudos recentes Grandis et al,.”” sobre a citotoxicidade e mecanismo
de acdo dos complexos de ruténio contendo ligantes diimina, lapachol e a bis-
(difenilfosfina)metano (dppm), frente as células cancerigenas de préstata, (DU-
145) mostraram resultados promissores, uma vez que 0s complexos
[Ru(lap)(bipy)(dppm)]PF¢ e [Ru(lap)(phen)(dppm)]PFs foram mais citotoxicos e
seletivos as células de cancer de prostata DU-145, do que os farmacos de
referéncia cisplatina e doxorrubicina, apresentando valores de 1Cs e seletividade
entre 0,9 0,2 (1S=6,5)e0,8£0,1 uM (IS = 8,5) respectivamente. Neste caso a
cisplatina e doxorrubicina apresentaram 1Csp em torno de 24,3 uM £1,3e2,3
0,5 UM respectivamente. O estudo em cultura celular tridimensional (3D) com os
complexos estes também foram mais potentes na inducdo de citotoxicidade, do
que os farmacos de referéncia, evidenciando a indugéo de apoptose dependente

de caspases 3 e 9 por danos ao DNA. Verificou-se que 0 mecanismo de sua
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atividade anticancerigena esté relacionado ao aumento de espécies reativas de
oxigénio em células cancerigenas de préstata. Os resultados exibidos corroboram
com a estratégia adotada pelo nosso grupo de pesquisa, onde a incorporacao de
ligantes bioativos geram efeitos citotoxicos promissores contra diferentes
linhagens de células cancerigenas, mostrando uma maior seletividade as células

Ccancerosas.

1.5 Hipdteses do design estrutural de complexos de ruténio(ll)

No LERCI, temos muitos exemplos de sucesso de compostos
modelos para o desenvolvimento de agentes quimioterdpicos, utilizando as
naftoquinonas como ligantes. Oliveira et al,.’®”® reportaram a sintese,
caracterizacdo e efeito citotoxico frente a linhagem MDA-MB-231 (cancer de
mama) (Tabela 1.1), de sete complexos de ruténio(ll) de férmula geral
[Ru(NQ)(bipy)(P-P)]PFs, (NQ = lausona ou lapachol; bipy = 2,2’-bipiridina e P-
P = 1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppe); 1,4’-bis(difenilfosfina)butano (dppb);
1,1-bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf)), o qual evidenciaram resultados
promissores de citotoxicidade in vitro. Em particular o complexo
[Ru(lau)(bipy)(dppf)]PFs, foi 40 vezes mais citotoxico do que o farmaco de
referéncia, cisplatina, apresentando um valor de 1Cs, = 0,06 uM. Além disso, a
presenca das fosfinas aumentou a lipofilicidade dos complexos, o que contribuiu
para permeacdo dos compostos através da membrana celular e consequentemente

influenciando na citotoxicidade dos compostos.

TABELA 1.1 - Valores de I1Csp (uM) e o IS (indice de seletividade) para as
linhagens MDA-MB-231 (tumoral de mama) e MCF-10A (ndo tumoral de mama)
e o coeficiente de particdo (Log P).
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Complexos MDA-MB-231 MCF-10A IS* Log P#
[Ru(lau)(dppm)]PFs (0,09+0,02) (0,55+0,07) 6,11 0,63
[Ru(lap)(dppm)]PFs (0,13+0,01) (2,70+050) 20,8 0,32
[Ru(lau)(dppe) (bipy)]PFe (0,11+0,04) (0,72+0,01) 654 0,43
[Ru(lap)(dppe)(bipy)]PFs (0,15 £0,01) (2,76 £0,30) 184 0,38
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs (0,08+0,05) (0,51+0,03) 6,37 -
[Ru(lau)(dppf)(bipy)]PFs (0,06 +0,01) (0,58+0,02) 9,67 0,30
[Ru(lap)(dppf) (bipy)]PFs (0,07+0,03) (0,77+0,03) 11 0,30
Cisplatina (243+£0,20) (29,45+0,85) 12

* 1S = indice de seletividade (MCF-10A/MDA-MB-231); # dados extraidos da tese de doutorado de Oliveira

Neste caso foi avaliada a influéncia dos ligantes bifosfinicos e
naftoquinonas, nas atividades antiproliferativas dos complexos. Os autores
relataram que o complexo [Ru(lap)(dppm).]PFs, apresentou uma maior
seletividade, além disso verificou-se que composto € mais citotoxico nas células
tumorais, do que nas células ndo tumorais (MCF-10A), corroborando com a
seletividade observada. De modo geral, a presenca das fosfinas contribuiu para a
atividade antitumoral dos complexos, uma vez que os valores de lipofilicidade
(vide Tabela 1.1) sdo maiores que zero, o que indicam uma preferéncia pela fase
orgénica, o que permite uma melhor permeabilidade na membrana celular. Com
base nessa abordagem, a atividade citotoxica dos complexos equivale a um
sinergismo dos ligantes que compde o cerne metalico. Como verificado na
literatura em diversos estudos, o ligante desempenha um papel importante para a
eficiéncia da aplicacéo terapéutica dos compostos de coordenacédo. Neste ambito,
a proposta do presente trabalho teve como finalidade o estudo da atividade
citotoxica de novos complexos de ruténio(ll), contendo em seu arcabouco ligantes
fosfinicos bipiridinicos e naftoquinonas ou derivados, uma vez que
conhecimentos prévios tém demostrado que esses ligantes tém contribuido para

atividade bioldgica dos complexos.
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Neste sentido, foi inserindo no centro metélico o ligante
naftoquinona sintética 3-estiril-lausona para os complexos da série 1, visto que
até o presente momento, ndao ha relatos na literatura de compostos metalicos de
ruténio coordenados a esses ligantes como um todo. No caso dos complexos da
série 2 objetivou-se o uso dos ligantes lapachol, lausona e avaliacao das bifosfinas
bis[2-difenilfosfino)fenil]éter (DPEphos) e a 1,2-bis(difenilfosfina)etileno
(dppen), por possuirem estruturas quimicas distintas e formarem compostos com
promissora atividades antitumorais.

Do ponto de vista estrutural as naftoquinonas, destacam-se como
ligantes promissores para o planejamento de metalofarmacos com propriedades
antitumorais. Neste trabalho usamos especialmente os ligantes lapachol e lausona,
que tém sido utilizados como precursores promissores na sintese de analogos, por
unir caracteristicas estruturais no que associam a ac¢ao bioldgica dos complexos.
Portanto, andlogos estruturais, tendo como ponto de partida a lausona tém sido
sintetizados e investigados como novos candidatos a farmacos
antimicobacteriano, por Demidoff e colaboradores, no qual o ligante 3-estiril-
lausona (Figura 1.6), exibiu atividade anticancer moderada frente as linhagens de

sarcoma no ensaio in vitro8%8,

FIGURA 1.6 - Rota sintética do ligante derivado da lausona 3-estiril-lausona.
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Fonte: Demidoff et al. 2017.

Um estudo realizado com o ligante 3-estiril-lausona, evidenciou seu
potencial anticancerigeno frente a linhagem tumoral de sarcoma uterino humano

MES-SA/Dx5 e MES-SA), contudo sua eficiéncia tumoral foi melhorada pela
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complexacao com o cobre ([Cu(HBPA)(HL1)CI], onde HBPA = hidroxibenzil-2-
piridilmetilamina; HL1 = 3-estiril-lausona)®. Nesse contexto, espera-se que a
incorporacao dos ligantes naftoquinonas contribua para um melhor entendimento
da estrutura e reatividade dos novos complexos sintetizados, bem como seu
mecanismo de acdo. Na Figura 1.7 estdo representadas as estruturas dos

complexos planejados nesse trabalho.

FIGURA 1.7 - Formulas estruturais dos ligantes naftoquinonas utilizados para o

desenvolvimento dos novos complexos de ruténio(ll).
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar novos complexos de ruténio(ll) coordenados
naftoquinonas ou derivados para uma possivel aplicacdo como metalofarmacos

com atividade citotdxica e apoptética em células tumorais.

2.2  Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral, foram estabelecidos os seguintes

objetivos especificos:

e Série 1: Sintetizar os complexos de formula geral: [Ru(NQ1)(bipy)(P1-
P2)]PFs, onde (P1 e Pl) = trifenilfosfina (PPhs); bis-
(difenilfosfina)metano (dppm); 1,2-bis(difenilfosfina)eteno (dppe); 1,3-
bis(difenilfosfina)propano (dppp); 1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb);
cis-1,2-bis(difenilfosfina)etileno (dppen) e DPEphos = (bis-[(1-
difenilfosfina)fenil]éter (DPEphos); [Ru(NQ1)(dppm).]PFs; bipy = 2,2-

bipiridina e NQ1 = 3-estiril-lauosona.

e Série 2: Sintetizar compostos de ruténio contendo os ligantes lausona
(NQ2) e lapachol (NQ3), a partir dos precursores Ccis-
[RuCl,(bipy)(dppen)] e cis-[RuCl,(bipy)(DPEphos)], onde dppen = cis-
1,2-bis(difenilfosfina)etileno e DPEphos = (bis-[(1-
difenilfosfina)fenil]éter.

e Caracterizar os complexos sintetizados a partir de diferentes técnicas
instrumentais (RMN 1D e 2D), espectroscopia de absor¢éo na regido do
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Infravermelho, Anélise elementar, Condutividade molar, VVoltametria
ciclica, espectrometria de massas e Difracdo de raios X de monocristal;

e Auvaliar a estabilidade dos complexos em dimetilsulfoxido e em meio
de cultura, no qual sdo realizados 0s ensaios biologicos;

e Determinar a lipofilicidade complexos de ruténio;

e Investigar a interacdo dos compostos com biomoléculas DNA
(calthymus), HSA e a enzima topoisomerase lla.

e Auvaliar a citotoxicidade dos complexos de ruténio pelo método do MTT
em células tumorais de mama MDA-MB-231, MCF-7 e SK-BR-3,
tumoral de pulmao A549 e nas linhagens ndo tumorais de mama MCF-
10A e de pulmédo MRC-5;

e Avaliar os efeitos dos complexos através dos ensaios de morfologia
celular, migracéo celular e formacéo de colonias;

e Avaliar o efeito dos complexos sob as fases do ciclo celular por
citometria de fluxo;

o Avaliar tipo de morte celular pelos complexos por citometria de fluxo;
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CAPITULO 3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Obtencéo da atmosfera inerte

Todas as sinteses dos complexos e andlises eletroquimicas foram
realizadas sob atmosfera inerte de argonio, a qual foi obtida pela passagem de
fluxo de argbnio, ou nitrogénio, por um sistema de colunas contendo: silica gel,
cloreto de calcio e catalisador do tipo BTS-R-3-11 (Fluka Chemika), sendo que a
ultima foi mantida a 60 °C, para o catalisador permanecer ativado. Estes
procedimentos foram necessarios para desoxigenar e secar 0 gas comercial de

procedéncia da White Martins.

3.2 Solventes

Os solventes utilizados neste trabalho sdo de procedéncia da Synth
ou NEON foram empregados sem tratamentos prévios. Os principais foram:
diclorometano (Synth P. A), metanol (Neon P. A), hexano (Synth P. A), éter
etilico (Synth P. A), acetona, dimetilsulfoxido (Neon P. A.), etanol (Synth P. A)
e tolueno. A acetona deuterada (Acetona-ds) foi utilizada como fornecida pela
Sigma-Aldrich®.

3.3 Reagentes quimicos em geral

Os ligantes trifenilfosfina (PPhs), bis(difenilfosfina)metano (dppm),
1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppe), 1,3-bis(difenilfosfina)propano (dppp), 1,4-
bis(difenilfosfina)butano (dppb), cis-1,2-bis(difenilfosfina)etileno (dppen) e bis-
[(1-difenilfosfina)fenil]éter, (DPEphos), 2,2-bipiridina (bipy), 2-hidroxi-1,4-
naftoquinona (lausona), trietilamina e o sal tricloreto de ruténio hidratado
(RuCl3.xH,0) sdo de procedéncia Sigma-Aldrich®, foram utilizados como
recebidos. O perclorato de tetrabultilamonio (PTBA), foi empregado para
obtencdo de eletrolito suporte para os experimentos de eletroquimica e o

hexafluorofosfato de potéssio (KPFg) sd@o de procedéncia Fluka, foi utilizado
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como fornecido. O ligante 3-estiril-lausona foi sintetizado pelo grupo do Prof. Dr.
Chaquip Daher Netto (UFRJ-Macaé).

3.4 Sintese dos complexos precursores

3.4.1 Sintese do complexo [RuClz(PPhs)]

O complexo [RuCl,(PPhs),] foi sintetizado conforme o procedimento
reportado por Wilkinson e Stephenson®. Em um baldo de duas bocas contendo
200 mL de metanol previamente desaerado foi dissolvido 1,00 g (3,8 mmol) de
RuCls.nH,0 e a solugéo foi mantida sob refluxo e atmosfera inerte de argénio por
aproximadamente 15 minutos. Apos esse periodo, a solucéo foi resfriada e 6,3 g
(24,1 mmol) de trifenilfosfina foi adicionada. A mistura reacional foi novamente
refluxada por mais 3h. Um sélido marrom formando durante a reacao foi separado
por filtracdo a vacuo, lavado com metanol, hexano a quente e seco sob vacuo.
Rendimento 2,87 g (63%).

3.4.2 Sintese do complexo cis,trans-[RuClz(bipy)(PPhs)2]

O precursor cis,trans-[RuCl,(bipy)(PPhs),], foi sintetizado de acordo
com o procedimento descrito por Batista et al.®* Em frasco tipo Schlenk contendo
20 mL de diclorometano previamente desaerado, solubilizou-se 0,50 g (0,52
mmol) do complexo [RuCl,(PPhs);] e adicionou-se 0,10 g (0,57 mmol) do ligante
2,2-bipiridina. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo, durante 2h. Apds o
volume da solucéo foi reduzido e o solido formado durante a reacéo foi filtrado

lavado com éter etilico e seco sob vacuo. Rendimento 0,30 g (68%).

3.4.3 Sintese do complexo {[RuClz(dppb)]2(u-dppb)}
O complexo {[RuCl,(dppb)].(u-dppb)} foi sintetizado conforme
descrito por Bressan e Rigo®. Em um baldo de duas bocas solubilizou-se 2,00 g
(2,1 mmol) do precursor [RuCl,(PPhs);] e 2,2 g (5,2 mmol) do ligante 1,4-
bis(difenilfosfina)butano em 200 mL de hexano previamente desaerado. A reagao
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foi refluxada durante 6h. O solido verde formado durante a reacdo foi separado

por filtracdo e lavado com hexano a quente. Rendimento 2,989 (88%).

3.4.4 Sintese do complexo cis-[RuCl2(S-dmso)3(O-dmso)]

O complexo cis-[RuCl,(S-dmso)s(O-dmso)] foi obtido segundo o
procedimento descrito por Evans et al.®. Solubilizou-se 1,00 g (4,8 mmol) do sal
RuCls.nH,O em 5 mL de dimetilsulféxido e a solucéo foi refluxada e mantida sob
agitacdo constante por aproximadamente 1h. Posteriormente o volume da solugéo
foi reduzido a metade e a esta solucdo foi adicionada 20 mL de acetona. O
precipitado amarelo foi filtrado, lavado com acetona, éter etilico e seco a vacuo.
Rendimento 69% (0,89 g).

3.4.5 Sintese do complexo cis-[RuClzx(bipy)(P-P)], (P-P) = dppm,

dppe, dppp, dppen

As sinteses dos complexos de formula geral [RuCly(bipy)(P-P)]
foram sintetizados conforme reportado por Batista et al.®*com algumas
modificacbes na metodologia. Para a sintese solubilizou-se 0,100 g (0,12 mmol)
do precursor cis,trans-[RuCl,(bipy)(PPhs)] em 30 mL de tolueno previamente
desaerado, e em seguida (0,14 mmol) do respectivo ligante fosfinico (P-P = 53
mg de bis-(difenilfosfina)metano; 57 mg de 1,2-(difenilfosfina)etano; 58 mg de
1,3-(difenilfosfina)propano e 52 mg de 1,2-(difenilfosfina)etileno, foi adicionado.
A reacgéo foi mantida em refluxo por 48h. O solido formado foi filtrado, lavado
com éter etilico e seco sob vacuo. Rendimentos: cis-[RuCl,(bipy)(dppm)] = 75
mg (88%); cis-[RuClx(bipy)(dppe)] = 62 mg (71%); cis-[RuCl.(bipy)(dppp)] =
59 mg (66%); cis-[RuCl,(bipy)(dppen)] = 65 mg (74%).

3.4.6 Sintese do complexo cis-[RuClz(bipy)(dppb)]
O complexo cis-[RuCl,(bipy)(dppb)] foi sintetizado utilizando-se o

procedimento descrito por Queiroz et al®”. Em um baldo de duas bocas
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solubilizou-se 1,00 g (0,92 mmol) do composto {[RuCl,(dppb)].(u-dppb)} e 0,20
g (0,68 mmol) do ligante 2,2’-bipiridina em 200 mL de tolueno desaerado. A
mistura reacional permaneceu sob refluxo e atmosfera de argbnio, durante 48h. O
solido vermelho formado durante a reacgdo, foi filtrado lavado com tolueno,

hexano a quente e seco a vacuo. Rendimento: 0,619 (89%).

3.4.7 Sintese do complexo cis-[RuClz(k3-P-O-P-(DPEPhos)(dmso)]

O complexo fac-[RuCl,(k3-P-O-P-(DPEPhos)(dmso)] foi sintetizado
conforme o procedimento descrito por Venkateswaran® com modificacdes. Em
um Schlenk foi dissolvido 1,0 g (2,0 mmol) do precursor cis-[RuCl,(dmso),] em
40 mL de diclorometano previamente desaerado. A solucdo foi mantida em
refluxo por aproximadamente 20 minutos. Apos adicionou-se 1,3 g (2,4 mmol) do
ligante fosfinico bis-[(1-difenilfosfina)fenil]éter. O sistema reacional foi
novamente refluxado por 24h. Posteriormente o volume foi reduzido para
aproximadamente 3 mL e precipitou-se um solido amarelo com adic&o éter etilico.
O solido foi filtrado, lavado com éter etilico e seco sob vacuo. Rendimento 1,02
g (65%).

3.4.8 Sintese do complexo cis-[RuClz(bipy)(DPEphos)]

O complexo cis-[RuCl,(bipy)(DPEPhos)] foi sintetizado a partir do
complexo fac-[RuCl,(k3-P-O-P-(DPEPhos)(dmso)]. Em um frasco tipo Schlenk
foram adicionados 0,116 g (0,12 mmol) do complexo fac-[RuCl,(k3-P-O-P-
(DPEPhos)(dmso)] ¢ 0,023 g (0,14 momol) de 2,2’-bipiridina. A solucdo foi
mantida sob refluxo por 48h sob agitacdo magnética. O sélido vermelho formado
durante o processo reacional foi filtrado, lavado com tolueno a quente, éter etilico

e seco a vacuo. Rendimento 1,00 g (88%).

3.4.9 Sintese do complexo cis-[RuClz(dppm)2]
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O complexo cis-[RuCly(dppm), foi sintetizado de acordo
metodologia descrita por Queiroz et al com modifica¢cdes. Em um bal&o de duas
bocas adicionou-se 50 mL de tolueno previamente desaerado. Em seguida foi
solubilizados 0,100 g (0,10 mmol) do precursor [RuCl,(PPhs)s] e 0,12 g (0,30
mmol) do ligante bis(difenilfosfina)metano. A reacdo foi mantida em refluxo por
24 horas. Apos o tempo reacional, o aquecimento foi desligado e observou-se a
formacédo de sdlido amarelo, sendo separado por filtracdo lavado com éter etilico

e seco a vacuo. Rendimento: 0,069 g (73%).

3.5 Sintese dos complexos da Série 1 (Al - A8)

3.5.1 Sintese do complexo [Ru(NQ1)(bipy)(PPhz)]PFs (A1)

Em um baldo de duas bocas contendo metanol e diclorometano (2:1
v/v), previamente desaerado foi solubilizado 29 mg (0,10 mmol) do ligante 3-
esteril-lausona (NQ1) e 50 pL de trietilamina e manteve a solucdo sob agitacédo
por aproximadamente 20 min sob atmosfera inerte a temperatura ambiente.
Posteriormente adicionou-se a solugédo resultante 70 mg do precursor cis,trans-
[RuCl(bipy)(PPhs),] e 20 mg (0,16 mmol) do sal KPFs. A reacdo foi refluxada
sob atmosfera de argbnio, durante 24h. Ap6s o volume da solucdo foi reduzido
para 3 mL e a reacdo mantida sob agitacdo até a precipitacdo de um solido. O
precipitado foi filtrado lavado com &gua destilada, éter etilico e seco sob vacuo.
Rendimento: 60 mg (61%).

3.5.2 Sintese do complexo [Ru(NQ1)(bipy)(dppm)]PFs (A2)

Em baldo de duas bocas adicionou-se 20 mL de uma mistura de
metanol/diclorometano (2:1 v/v) desaerado. Adicionou-se 40 mg (0,15 mmol) do
ligante (NQ1) e 50 pL de trietilamina e manteve sob agitacdo até solubilizar por
completo o ligante. Em seguida foram adicionados 88 mg (0,12 mmol) do
precursor cis-[RuCl,(bipy)(dppm)]PFs e 32 mg (0,17 mmol) do sal KPFs. A

reacdo foi mantida em agitacdo por 24 h a temperatura ambiente. Posteriormente
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reduziu-se o volume da solucao para aproximadamente 3 mL e a precipitacdo foi
realizado com adicdo de agua destilada. O sélido foi filtrado lavado com agua

destila, éter etilico e seco sob vacuo. Rendimento: 48 mg (71%).

3.5.3 Sintese do complexo [Ru(NQ1)(bipy)(dppe)]PFs (A3)

Em um Dbaldo de duas bocas contendo 20 mL de
metanol/diclorometano (2:1 v/v) previamente desaerado. Dissolveu-se 70 mg
(0,09 mmol) do complexo cis-[RuCl,(bipy)(dppe)] e 35 mg (0,19 mmol) do sal
KPFs. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo aproximadamente 20 minutos.
Em seguida adicionou-se 34 mg (0,12 mmol) do ligante (NQ1) e 50 pL de
trietilamina. A solucdo foi mantida em agitacao por 24h sob atmosfera inerte.
Apdbs o volume da solucdo foi reduzido para 3 mL e novamente mantida em
agitacdo até a precipitagdo. O solido formado foi filtrado lavado com agua

destilada, éter etilico e seco sob vacuo. Rendimento: 70 mg (67%).

3.5.4 Sintese do complexo [Ru(NQ1)(bipy)(dppp)]PFs (A4)

Em um baldo de duas bocas adicionou-se 34 mg (0,12 mmol) do
ligante (NQ1) e 50 pL de trietilamina em metanol/diclorometano (2:1 v/v)
desaerado. A solucdo ficou sob agitacdo a temperatura ambiente por
aproximadamente 20 minutos. Posteriormente adicionou-se 75 mg (0,10 mmol)
do complexo cis-[RuCl,(bipy)(dppp)] € 37 mg (0,20 mmol) do sal KPFs. A
mistura permaneceu sob agitacdo por 24 h em temperatura ambiente. O volume
da solucdo foi reduzido para aproximadamente 3 mL e adicionou-se agua
destilada para precipitacdo. O solido foi filtrado lavado com &gua destilada, éter

etilico e seco sob vacuo. Rendimento: 56 mg (50%).

3.5.5 Sintese do complexo [Ru(NQ1)(bipy)(dppb)]PFs (A5)
Em um bal&o de duas bocas contendo metanol/diclorometano (2:1)
desaerados, foram dissolvidos 30 mg (0,11 mmol) do ligante (NQ1) e 50 uL de

trietilamina. A solucdo foi mantida sob agitacdo por 20 minutos. Em seguida
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adicionou-se 70 mg (0,09 mmol) do precursor cis-[RuCl(bipy)(dppb)] e 26 mg
(0,214 mmol) de KPFs. A mistura reacional permaneceu sob agitacdo por um
periodo de 24h. Posteriormente o volume da solugdo foi reduzido para
aproximadamente 3 mL e manteve a solucdo resultante sob agitacdo, até a
obtencdo de um solido. O precipitado foi filtrado lavado com agua destilada, éter

etilico e seco sob vacuo. Rendimento: 79 mg (77%).

3.5.6 Sintese do complexo [Ru(NQ1)(bipy)(dppen)]PFs (A6)

Em um baldo de duas bocas contendo 20 mL de
metanol/diclorometano (2:1 v/v) previamente desaerado. Foram adicionados 70
mg (0,09 mmol) do complexo cis-[RuCl,(bipy)(dppen)] e 35 mg (0,19 mmol) do
sal KPFg, 0s quais foram mantidos em agitacdo por aproximadamente 20 minutos.
Em seguida adicionou-se 35 mg (0,13 mmol) do ligante NQ1 e 50 pL de
trietilamina e a reacdo novamente foi mantida sob agitacéo por 24h. Apds o tempo
reacional o volume da solucdo foi reduzido para aproximadamente 3 mL e a
solucéo resultante foi mantida em agitacdo até a precipitacdo de um solido. O
precipitado foi filtrado lavado com agua destilada, éter etilico e seco sob vacuo.
Rendimento: 63 mg (60%).

3.5.7 Sintese do complexo [Ru(NQ1)(bipy)(DPEphos)]PFs (A7)

Em um baldo de duas bocas contendo diclorometano/metanol (2:1)
desaerados. Adicionou-se 30 mg (0,11 mmol) do ligante (NQ1) e 50 pL de
trietilamina. A solucdo foi mantida sob agitagdo por 20 min. Em seguida
adicionou-se 70 mg (0,08 mmol) do precursor cis-[RuCl,(bipy)(DPEphos)] e 29
mg (0,16 mmol) do sal KPFs. A mistura reacional foi refluxada por 2h. Apds esse
periodo, o volume da solucéo foi reduzido para aproximadamente 3 mL. A reacao
foi mantida em agitacéo até a formacéo de um sdélido. O precipitado foi filtrado,
lavado com agua destilada, éter etilico e seco sob vacuo. Rendimento: 69 mg
(71%).
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3.5.8 Sintese do complexo [Ru(NQ1)(dppm)2]PFs (A8)

Em um Schlenk contendo 20 mL de metanol, foram dissolvidos 25
mg (0,08 mmol) do ligante (NQ1) e 50 pL de trietilamina. A solucdo ficou sob
agitacdo por aproximadamente 20 min. Apés adicionou-se 70 mg (0,07 mmol) do
precursor cis-[RuCly(dppm).] e 27 mg (0,15 mmol) do sal KPFs. A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente por 24h. O volume
da solucdo foi reduzido para aproximadamente 3 mL e realizou-se a precipitacdo
com agua destilada. O sélido foi filtrado, lavado com agua destilada, éter etilico

e seco sob vacuo. Rendimento: 59 mg (65%).

3.6 Sintese dos complexos da Série 2 (B1-B4)

3.6.1 Sintese do complexo [Ru(NQ2)(bipy)(dppen)]PFs (B1)

Em um baldo de duas bocas contendo 20 mL de
metanol/diclorometano (2:1) previamente desaerado foram dissolvidos 29 mg do
ligante lausona (NQ2) e 50 pL de trietilamina, a solugédo foi mantida em agitacao
por 20 min. Em seguida adicionou-se 100 mg (0,13 mmol) do precursor cis-
[RuCl,(bipy)(dppen)] e 38 mg (0,21 mmol) de KPFs. A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo por 24h. O volume da solucdo foi reduzido para
aproximadamente 3 mL e realizou-se a precipitacdo com agua destilada. O sélido
foi filtrado, lavado com &gua destilada, éter etilico e seco sob vacuo. Rendimento:
110 mg (87%).

3.6.2 Sintese do complexo [Ru(NQ3)(bipy)(dppen)]PFs (B2)

Em um Dbaldo de duas bocas contendo 20 mL de
metanol/diclorometano (2:1 v/v) previamente desaerado. Foram adicionados 100
mg (0,13 mmol) do complexo cis-[RuCl(bipy)(dppen)] e 38 mg (0,20 mmol) do
sal KPFg. A solucéo reacional foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente.

Em seguida adicionou-se 43 mg (0,18 mmol) do ligante lapachol (NQ3) e 50 pL
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de trietilamina. A reacéo foi mantida sob agitacé@o por 24h. O volume da solucéo
foi reduziu-se para aproximadamente 3 mL e a novamente a reacdo foi mantida
em agitacdo até a precipitacdo de um solido. O solido foi filtrado, lavado com

agua destilada, éter etilico e seco sob vacuo. Rendimento: 63 mg (53%).

3.6.3 Sintese do complexo [Ru(NQ2)(bipy)(DPEphos)]PFs (B3)

Em um baldo de duas contendo 30 mL de diclorometano/metanol
(2:1) previamente desaerado foram dissolvidos 26 mg (0,15 mmol) do ligante
lausona (NQ2), 50 pL de trietilamina e 100 mg (0,11 mmol) do precursor cis-
[RuCl,(bipy)(DPEphos)] e 30 mg (0,16 mmol) do sal KPFs. O sistema reacional
foi refluxado por 2h. Apos esse periodo reduziu-se o volume da solucdo para
aproximadamente 3 mL e realizou-se a precipitacdo com agua destilada. O solido
formado foi filtrado, lavado com agua destilada e éter etilico. Rendimento: 89 mg
(72%).

3.6.4 Sintese do complexo [Ru(NQ3)(bipy)(DPEphos)]PFe (B4)

Em um baldo de duas contendo 30 mL de diclorometano/metanol
(2:1) previamente desaerado foram dissolvidos 35 mg (0,14 mmol) do ligante
lapachol (NQ3), 50 uL de trietilamina, 100 mg (0,11 mmol) do precursor cis-
[RuCl,(bipy)(DPEphos)] e 30 mg (0,16 mmol). O sistema reacional foi refluxado
durante 2h. Apds esse periodo reduziu-se o volume da solucéo resultante para
aproximadamente 3 mL e realizou-se a precipitacdo com agua destilada. O solido

foi filtrado, lavado com agua destilada e éter etilico. Rendimento: 98 mg (73%).
3.7 Teécnicas experimentais e Instrumentacao

3.7.1 Analise elementar (C, H,Ne S)
As porcentagens de carbono, hidrogénio, nitrogénio dos complexos
foram realizadas utilizando um analisador CHN modelo EA 1108 da FISONS,
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localizado na Central Analitica do Departamento de Quimica da Universidade

Federal de S&o Carlos.

3.7.2 Condutividade molar

As medidas de condutividade molar foram realizadas utilizando um
condutivimetro Meter Lab modelo CDM 2300. As solugdes dos complexos foram

preparadas em diclorometano na concentracéo de 1 mmol. L™,

3.7.3 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho

Os espectros vibracionais de absor¢do na regido do infravermelho
foram obtidos em um espectrofotometro Bomem-Michelson FT, modelo MB-
102. Para todas as amostras 0s espectros foram obtidos na regido de 4000 a 300
cm™ no modo de transmitancia. As amostras foram maceradas com brometo de

potassio em almofariz de agata e analisadas em forma de pastilha.

3.7.4 Espectroscopia de absorcao na regido do ultravioleta-visivel
Os espectros na regido do ultravioleta e visivel foram adquiridos em

um espectrofotometro de arranjo de diodo da Hewlett Packard, (HP) modelo

8452A. Os compostos foram solubilizados em dimetilsulfoxido na concentracéo

de 1 mmol.L?, utilizando cubetas de quartzo com o caminho éptico de 1 cm.

3.7.5 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram realizados no
espectrometro Bruker Avance IIl 400 MHz, pertencente ao Laboratorio de
Ressonancia Magnética Nuclear do Prof. Dr. Antonio Gilberto Ferreira, do
Departamento de quimica da UFSCar. As solucdes foram preparadas em acetona
deuterada para aquisicdo dos espectros referente aos experimentos 1D de H,
BBC{iH}, *P{'H} e 2D de COSY (*H-'H), HSQC (*H-13C) e HMBC (*H-3C) e
para 0s ensaios de RMN de 3P{H}, utilizou-se um capilar com solvente

deuterado (D,0) dentro, como referéncia externa.
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3.7.6 Difracao de raios X

As medidas de difracdo de raios X de monocristal foram realizadas
no Laboratério de Cristalografia no Instituto de Fisica da USP de Séo Carlos, pelo
Dr. Jodo Honorato de Aradjo Neto, utilizando os difratbmetro Rigaku XtaLAB
mini II, com radiacdo MoKo (A = 0,71073 A), com um detector de area do tipo
CCD e o difratdbmetro Rigaku Synergy-S com radiagdo CuKa (A = 1,54184 A),
utilizando um detector de area HyPix-6000HE. Os célculos dos parametros
iniciais da célula unitéria, planejamento das coletas, integracdo e reducdo dos
dados foram realizados usando o software CrysAlisPro.8® As estruturas foram
resolvidas com programa SHELXT® e os refinamentos utilizando o programa
SHELXL®. Os programas OLEX% e MERCURY®9, foram utilizados para

elaborar os dados cristalograficos e as representacdes graficas das moléculas.

3.7.7 Espectrometria de massas

As andlises de espectrometria de massas foram realizadas no
Laboratério de Produtos Naturais no departamento de quimica, pelo MSc. Carlos
André Moraes. As coletas foram realizadas usando um sistema Agilent 6545
qTOF MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) equipado com uma
interface eletrospray (ESI) de Jet no modo positivo. A amostra foi solubilizada
em metanol (grau LC-MS), posteriormente diluida. Para esta analise foi realizada
uma infusdo direta, utilizando como fase movel agua (solvente A, 0,1 % de acido
férmico) e metanol (solvente C com 0,1 % de acido férmico), no modo isocratico
e na proporc¢ao de 05:95 v/v respectivamente. O erro (ppm) foi calculado a partir
da massa tedrica e do respectivo espectro de MS adquirido monitorando uma faixa
entre 100 e 1000 Da, com uma taxa de varredura 3 espectros s e processados

pelo software Mass Hunter Workstation Software versdo B.08.00.

3.7.8 Estudos eletroquimicos
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As medidas eletroquimicas dos compostos sintetizados foram feitas
utilizando-se o potenciostato/galvanostato EGeG Princeton Apolied Research,
model 262A. Foi utilizado uma célula eletroquimica de vidro, os eletrodos de
trabalho e auxiliar de platina, o PTBA foi utilizado como eletrolito suporte (1 mM

em diclorometano).

3.8 Estudos de estabilidade dos complexos

A estabilidade dos compostos de ruténio(ll) foi avaliada por RMN
$1P{1H} em DMSO (100%) e DMSO/DMEM (90:10%), solventes estes utilizados
nos experimentos bioldgicos. Os espectros de RMN 3P{*H}foram registrados nos
tempos de 0, 24 e 48h.

3.9 Estudos de interacdo dos complexos com o0 DNA

Os estudos de interagdo com o ctDNA (calf thymus), foram
realizados em tampao trisma-HCI (4,5 mM de tris-HCI, 0,5 mM de trisma-base e
50 mM de NaCl). Uma solucéo estoque de ctDNA foi preparada a partir de 20 mg
ctDNA em 20 mL de tampéo trisma-HCI. A solucéo foi mantida na geladeira por
24h para garantir a completa solubilizacdo. O célculo da concentracdo do DNA
foi determinado por espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis,
considerando a absortividade molar do DNA em 6600 mol* cm™ L para o

comprimento de onda maximo em 260 nm.

3.9.1 Medidas de viscosidade

O ensaio de viscosidade dos compostos foi realizado empregando um
viscosimetro de Ostwald em um banho termostatico a 25 °C. A concentracdo do
DNA em tampéo trisma foi fixada em 80 pmol L* (pH 7,4). As solucgdes dos
complexos foram preparadas em DMSO (10% em todas as medidas). As
concentragcdes dos compostos foram preparadas em diferentes razdes molares
(complexo/DNA) variando de 5 - 30 umol L. O tempo de escoamento da solucéo

foi aferido cinco vezes, com auxilio de um crondmetro digital. A partir dos dados
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coletados, referente a cada concentracéo foi plotado um gréafico (n/no)® versus
concentragdao (complexo/DNA), em que n corresponde a viscosidade do DNA na

presenca do complexo e np € a viscosidade do DNAY,

3.9.2 Eletroforese em gel de agarose

A interacdo dos compostos com DNA plasmidial (pBR322), foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose. Os complexos foram incubados com
DNA em distintas relac6es molares (0,25, 0,50 e 1,00 ) por 18h a 37 °C. Apds o
tempo de incubacdo as amostras foram centrifugadas a 500 rpm por 5 minutos.
Na sequéncia as solucdes (complexo/DNA) foram aplicadas cuidadosamente no
gel de agarose com o tampao de corrida TAE (0,45 m Tris-HCI, 0,45 M écido
acetico, 10 mM de EDTA, em pH 7,4), preparado previamente. Os parametros
utilizados para corrida foram 40 V durante 2,5 h. O gel foi corado com brometo
de etidio e as imagens capturadas através do equipamento ChemiDoc Imager
(BioRad).

3.9.3 Estudo de competitividade com Hoechst 33258

O ensaio de competitividade com Hoechst 33258 foi realizado de
acordo com a metodologia descrita por Sarwar et al,.%. Para obtencdo dos
espectros de fluorescéncia dos compostos com a sonda Hoechst, foi preparada
uma solucéo estoque contendo 125 pumolL™ de ctDNA e 5 pmolL* Hoechst em
tampao trisma-HCI, pH = 7,4. A solucéo foi deixada em repouso sob o abrigo de
luz durante 10 min. Os complexos foram preparados em diferentes concentragoes
(0 - 20 pmolL-1) dissolvidos em DMSO. Em uma placa opaca de 96 pocos,
adicionou-se 200 pL de solucdo contendo ct-DNA/Hoechst e 0os compostos em
diferentes concentracOes. Posteriormente as amostras foram incubadas e o0s
espectros de fluorescéncia foram obtidos na regido de 370 - 700 nm. As medidas
foram realizadas no fluorimetro Synergy/H1-Biotek na temperatura 37 °C. O

experimento foi realizado em triplicata.
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3.10 Inibicdo da enzima Topoisomerase lla

O experimento de inibi¢do da enzima topoisomerase lla foi realizada
com o Kit de relaxacdo do DNA (Inspiralis Limited), fornecido pelo professor Dr.
Fillipe Rocha. Para o ensaio as solugOes foram preparadas em microtubos (2,0
mL), onde em cada microtubo adicionou-se 0,5 pL (0,5 ng/pL) de DNA
superenovelado, 3 pL de tampéo de ensaio, 1 pL (1,0 mmol L) de ATP e 1 uL
do composto em diferentes concentragbes, e por fim adicionou 1 pL da
topoisomerase, o volume final foi completado para 30 pL de agua deionizada. As
solugdes foram incubadas a 37°C por 40 minutos. Apos o tempo de tratamento,
foi adicionado 15 pL do tampéo de corrida STEB (40% de sacarose, 100 mmol L-
Lde Tris.HCI, pH=7,5; 1 mmol L"*de EDTA, 0,5 mg/mL de azul de bromofenol).
Posteriormente as amostras foram centrifugas a 5000 rpm por 5 minutos e as
solugbes foram aplicadas cuidadosamente no gel de agarose com o tampao de
corrida TAE (0,45 m Tris-HCI, 0,45 M é&cido acético, 10 mM de EDTA, em pH =
7,4), preparado previamente. Os parametros utilizados foram 40 V durante 3,0 h.
O gel foi corado com brometo de etidio e as imagens capturadas atraves do

equipamento ChemiDoc Imager (BioRad).

3.11 Estudo de interacdao dos complexos com HSA (Albumina de

Soro humano)

O estudo de interacdo dos compostos com a HSA, foi realizado a
partir do monitoramento de supressdo de fluorescéncia da proteina em 305 nm.
As amostras foram preparadas em DMSO nas concentracdes (2,5 - 20 umol L)
com o volume final de 5% de DMSO. A concentracdo da HSA foi fixada em 2,0
umol LT em tampdo trisma-HCI, pH 7,4. Os compostos foram incubados em
microtubos antes das medidas de fluorescéncia. Apos a incubacdo uma aliquota
de 200 pL da solucédo de complexo/HSA foi adicionado em uma placa de 96 pocos
opaca e na sequéncia a placa foi cuidadosamente agitada e os espectros de
fluorescéncia foram obtidos em um fluorimetro Synergy/1H-Biotek, no
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comprimento de excitacdo em 270 nm e a varredura de 305 a 500 nm nas
temperaturas de 25, 30 e 37 °C. O ensaio foi realizado em triplicata.
A supressdo de intensidade de fluorescéncia foi calculada usando a

equacao de Stern-Volmer (Ksv), Equacéo (1):
2 =1+4Kq, [Q] = 1 + K, [Q] Equagio (1)

Onde, Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do
supressor respectivamente, [Q] é a concentragdo do supressor, Ky € a constante de
velocidade de supressdo biomolecular, o € 0 tempo de meia vida médio da
proteina (HSA), K, € a constante de Stern-VVolmer.

A constante de ligacdo (Kb) entre os complexos e a proteina, bem

como o numero de sitios de ligacdo (n) foi determinada utilizando a equacéo 2.

Fo—F

log = logKy + nlog[Q] Equacao (2)

Para os parametros termodinamicos AG® (energia livre de Gibbs), AH®
(variagdo de entalpia) e AS° (variacdo de entropia) foram obtidos a partir das

seguintes equacdes (3) e (4):
In = = (— — —) — Equacéo (3)

Onde, K; e K; correspondem as constantes de ligacdo nas temperaturas T; e T,

respectivamente; R € a constante dos gases ideais.

AG = —RT InK = AH — TAS Equacéo (4)

3.11.1 Estudos de competicdo dos compostos pelo sitio | da HSA
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Para avaliacdo de competicdo entre o sitio | da HSA com os
complexos, foi utilizado uma sonda fluorescéncia varfarina. Os experimentos
foram realizados por meio da adigdo de diferentes concentrages dos complexos
(2,5 - 20 pmol L*?), a uma mistura do farmaco varfarina (5 pumol L?) e a
biomolécula HSA (5 pmol L), em tampéo trisma-HCI pH 7,4. As solugdes foram
adicionadas em triplicata em uma placa opaca de 96 pocos e analisadas no
fluorimetro Synergy/1H-Biotek, 310 nm para excitacdo e a varredura de 340 a

650 nm na temperatura de 37 °C.

3.12 Ensaios de fluorescéncia

Para 0s ensaios quantitativos a intensidade da fluorescéncia nos espectros
de emisséo foi corrigida pela equacédo (5), devido ao efeito de sobreposi¢cdo do
espectro de reabsorcdo da fluorescéncia. A correcdo fez necessaria, pois revela a
real intensidade de fluorescéncia do fluoroforo no meio. Esse fenémeno é

conhecido como efeito de filtro%"%8,

Aem+ Aex]

Feor = Fops X 10[ 2 Equacao (5)
onde Fcor € Fops COrrespondem respectivamente as intensidades de fluorescéncia
corrigida e observada. Aem € Aex S80 as absorbancias da solugcdo nos comprimentos

de onda de excitacdo e de emissao.

3.13 Determinacao do coeficiente de lipofilicidade

O coeficiente de particdo dos complexos foi determinado pelo
método “shake flash®°. Este método baseia-se no emprego de um sistema bifasico
(polar/apolar). Neste caso utilizou-se o sistema n-octanol/agua. Primeiramente
foram preparadas solugdes concentradas de cada complexos dissolvidos em
dimetilsulfoxido, vale ressaltar que a porcentagem maxima de DMSO utilizada

foi de 4%. Uma aliquota (80 pL) de cada composto foi diluida em 960 uL de n-
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octanol e 960 pL de agua destilada, sendo submetidos a agitacdo magnéticaa 1000
rpm mantendo-se a temperatura a 37 °C durante 18h. Apés este periodo, as
amostras foram centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos e a fase organica de cada
composto foi transferida para uma cubeta de quartzo e a absorbancia final foi
registrada no intervalo de 190 a 600 nm. As concentracbes foram determinadas a
partir de curva analitica construida n-octanol/dmso empregando-se a
espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta visivel. O ensaio foi
realizado em triplicata e o coeficiente de particdo foi determinado a partir da

equacao 1.
LogP= log% Equacéo (5)

onde, C, e C, correspondem as concentracdes do complexo na fase orgénica e na

fase aquosa respectivamente.

3.14 Ensaios bioldgicos in vitro

3.14.1 Linhagens e cultura celular

Os ensaios biologicos dos compostos foram realizados em varias
linhagens de células tumorais e ndo tumorais, no Laboratorio de Estrutura e
Reatividade de Compostos Inorganicos da UFSCar. Parte destas linhagens foram
cedidas pela Profa. Dra. Marcia Regina Cominetti do Laboratério de Biologia do
Envelhecimento (LABEN), no Departamento de Gerontologia da UFSCar. A
linhagem celular MDA-MB-231 foi adquirida pelo Banco de células do Rio de
Janeiro.

As linhagens de células tumorais humana MDA-MB-231 (RE-, RP-
e HER2-), A549 (cancer de pulméo) e as células ndo tumoral de pulmao da
linhagem MRC-5 foram cultivas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle

Medium (DMEM) contendo estreptomicina (100 mg mL-1), L-glutamina (2 mM),
36




Analu Rocha Costa Parte experimental

sulfato de gentaminicina (50 mg/L), anfotericina B (25 pug/mL), suplementado
com 10 % soro fetal bovino (FBS, do inglés Fetal Bovine Serum). As células
MCF-7 (positiva para RE+) e SK-BR-3 (positiva para expressao HER2) foram
cultivas em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI), contendo
10 % soro FBS. A linhagem celular ndo tumoral de mama MCF-10A foi cultiva
em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-12
(DMEM/F12) suplementado com 5% de soro de cavalo, 20 ng/mL de EGF, 0,5
Hg/mL de hidrocortisona, 1 % de penicilina/estreptomicina e 10 pg/mL de
insulina. Todas as linhagens celulares em estudo foram mantidas em uma

incubadora com 5 % de didxido de carbono (CO,) ea 37°C.

3.15 Ensaio de viabilidade celular

O efeito citotoxico dos complexos de ruténio e dos ligantes frente as
linhagens tumorais e ndo tumorais foi determinado empregando-se 0 reagente
MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolium)®, Para isso,
1,5 x 10* (células/150 pL) foram semeadas em placas de 96 pogos estéreis
(Greiner) e mantidas em estufa a 37 °C e 5 % de CO; por 24h. Decorrido este
tempo, os compostos em diferentes concentragdes (0,003 pmol Lt a 50 pmol L-
1Y foram adicionados nos pocos e a placa incubada novamente a 37 °C durante o
tratamento de 48h. Terminando o tempo de tratamento, foi adicionado ao meio de
cultura 50 pL/poco de uma solucdo de MTT (0,5 mg/mL em PBS). As células
foram incubadas durante 3h e apds os cristais formados foram solubilizados em
150 pL isopropanol. Em seguida a absorbancia foi mensurada em leitor de
microplaca (espectrofotometro Epoch™) no comprimento de onda 520 nm. O
valor de ICs (concentracdo que inibe 50% da viabilidade celular), foi calculado a
partir de uma curva de concentracdo utilizando o software bioestatistico
GraphPad®. O indice de seletividade dos compostos foi quantificado em funcéo
da razdo entre 0 1Csp da (célula ndo tumoral/célula tumoral). O experimento foi

realizado em triplicata independente.

37



Analu Rocha Costa Parte experimental

3.16 Ensaio de morfologia celular

As linhagens MDA-MB-231 (tumoral) e MCF-10A (ndo tumoral)
foram plaqueadas (0,8 x 10° células/1000 pL) em placas de 12 pogos estéreis
(Corning®) e mantidas na estufa a 37°C e 5% de CO, por 24 h. No dia seguinte as
celulas foram tratadas em diferentes concentracdes de % 1Csp, ¥2 1Csg, 1X 1Csg, 2X
ICs0e 4x 1Csp dos compostos. As imagens da morfologia celular foram capturadas
nos tempos de 0, 24 e 48 h, com auxilio de microscopio invertido (Nikon Eclipse
TS 100) acoplado a uma camera fotografica (Moticam 1000 — 1.3 MP Live

Resolution).

3.17 Ensaio de formacéao de colbnias

As células MDA-MB-231, foram semeadas na densidade de (3 x10%/
2000puL) em placa de 6 pocos estéreis (Corning®) e incubadas a5 % de CO, e 37
°C, por 24h. Em seguida, as células foram tratadas com diferentes concentracfes
de ¥ I1Csp, ¥2 1Cs0, 1X ICsp, 2X 1Cs € 4% 1Cso dos compostos e incubadas por 48h.
Terminado o tempo de tratamento o meio foi removido cuidadosamente e 0s
pocos lavados com PBS (1 mL/po¢o). Um novo meio foi adicionado e as células
foram incubadas novamente a 37°C, durante 10 dias. Posteriormente o
sobrenadante foi removido e lavado com PBS (1 mL/poco) e as células foram
fixadas com uma solucéo de metanol/acido acético (3:1v/v) durante 5 min. Apos
as colbnias foram coradas com o corante panotico (Newprov). O namero de
col6nias foi quantificado utilizando o plugin Colony Area para o software ImageJ.

Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.18 Ensaio de migracao - Wound Healing

As células MDA-MB-231 foram plaqueadas na densidade (1,5 x 10°
células/1000 pL) em placas de 12 pogos estéreis (Corning®) e mantidas na estufa
a 37°C e 5 % de CO; até atingir a confluéncia de 80 %. No dia seguinte as celulas

foram tratadas com 5 pg/mL de mitomicina C (Sigma-Aldrich) por 15 minutos.
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Decorrido o tempo o meio foi descartado e os pocgos lavados delicadamente com
PBS 1x. Com auxilio de uma ponteira estéril de100 pL, foi feita uma risca no
sentido vertical de cada pogo. Os pocgos foram lavados cuidadosamente com PBS
1x apenas para retirada de células desaderidas e acrescentado meio de cultura
novo suplementado com 10 % FBS contendo os compostos em diferentes
concentragdes (0,25, 0,50 e 1,00 pmol L71). Os controles negativos foram
utilizados sem adi¢do dos compostos, apenas com 0,5 % DMSO. As imagens da
area da risca foram capturadas nos tempos 0, 12 e 24 h, utilizando um microscopio
invertido (Nikon Eclipse TS 100) acoplado a uma camera fotografica (Moticam
1000 — 1.3 MP Live Resolution). A area de fechamento da risca foi quantificada
pelo software ImageJ e a porcentagem da ferida foi calculada a partir da equacéo
6, na qual Aon: medida da area riscada no tempo de 0 h e Aan: medida da area

riscada no tempo de 24 h. Os ensaios foram realizados em triplicata.

(Ati=oh- At=An)

Ao Equacéo (6)

% fechamento da risca =

3.19 Ensaio de marcacéao do citoesqueleto com a faloidina
Foram plagueadas 2x10* (células /500 pL), da linhagem MDA-MB-

231, em placa de 24 pocos contendo uma laminula e mantidas a 37 °C de CO,
durante 24 horas para aderéncia. Posteriormente as células foram tratadas com
diferentes concentrac6es dos complexos de ruténio e incubadas por 24 horas. Em
seguida o0 meio de cultura foi descartado, os pocos lavados com PBS e as celulas
foram fixadas com 3,7 % de paraformaldeido em PBS durante 30 minutos e
permeabilizados com 0,1 % de TritonX-100 em PBS durante 5 minutos. Apds os
pocos foram lavados novamente com PBS, seguido da adicdo de 2% de BSA
durante 20 minutos. As células foram incubas com o marcador Alexa Fluor™
488 (faloidina), durante 30 minutos, seguindo da incubacdo por 10 minutos da

solucdo de DAPI (1pug/mL) e lavadas trés vezes com PBS. As imagens foram
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capturadas com auxilio de um microscopio confocal invertido equipado para
observacdo em campo claro, contraste interferéncia (DIC) e fluorescéncia, no
Centro de Nanotecnologia e Engenharia Tecidual - CNET, alocado na Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - FFCLRP.

3.20 Ensaio de ciclo celular

Para avaliar o efeito dos complexos nas fases do ciclo celular, as
células MDA-MB-231 foram plaqueadas na densidade de (2 x 10°células/1000
uL) em placas de 12 pocos estéreis (Corning®) e mantidas na estufa a 37°C e 5%
de CO,, por 24 h. Apos esse periodo as células foram tratadas com diferentes
concentragcdes de %2 ICso, 1x 1Csp, 2X 1Cso dos compostos. Terminando o
tratamento de 48h, as células foram removidas com auxilio de um scraper e 0s
pocos foram lavados 2x com PBS e as células foram fixadas com etanol 70 %
gelado e mantidas a -20 °C overnight. Em seguida as células foram centrifugas a
1000 rpm, por 5 min a4 °C, o sobrenadante foi descartado e o pellet delicadamente
ressuspendido em uma solucdo de 0,02 mg/mL de RNAse (Sigma-Aldrich) e 10
Hg/mL de iodeto de propidio em PBS e incubadas a 37 °C por 60 min. A leitura
foi realizada em um citométro de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences), registrando

10.000 eventos, no Laboratério de Biologia do Envelhecimento (LABEN).

3.21 Ensaios de apoptose

Para os ensaios de atividade apoptotica dos complexos, foi utilizado
o Kit PE Annexin V Apoptosis Detection (BD Biosciences), as células MDA-MB-
231 foram semeadas na densidade (1,5 x 10° célula/1000 pL) em placas de 12
pocos estéreis (Corning®). As placas foram incubadas a 37°C e 5 % de CO, por
24h. ApOs esse periodo as celulas foram tratadas com solugfes dos complexos
diferentes em concentracgdes e incubados por 48 h. Apds o tempo de tratamento,
0 meio de cultura foi transferido para microtubos e centrifugadas a 2000 rpm a 4

°C, ap6s o sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com PBS e
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suspendidas em 100 pL tampédo de ligacao (fornecido pelo kit de apoptose) e
retornadas para a placa. Em seguida foi adicionado em cada poco 2,5 pL de
Anexina V-PE e 2,5 puL de 7-AAD ( 7-aminoactinomicina) e as células incubadas
por 15 minutos a temperatura ambiente, na auséncia de luz. Apos, com auxilio de
um scraper, as células foram desaderidas e ressuspendidas em 400 pL tampéo de
ligacdo (fornecido pelo Kit de apoptose) e transferidas para tubo de citometria. A
leitura foi realizada em um citométro de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences),
registrando 10.000 eventos, no Laboratorio de Biologia do Envelhecimento
(LABEN).

3.22 Analises estatisticas

O tratamento estatistico foi realizado utilizando o software GraphPad
Prism versdo 8, empregando analise de variancia (ANOVA) e Teste de Dunnett
ou Benferroni. Os experimentos foram realizados em triplicata com expressao dos

dados em media £ desvio padréo.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados das
caracterizacdes dos complexos da série 1 e 2. Devido as similaridades dos ligantes
e visando melhor exposicdo dos dados, a sec¢do esté dividida em dois topicos:

e Sintese e caracterizacdo dos complexos da série 1 e 2;
e Estudos bioldgicos dos complexos contendo ligantes naftoquinonas;

Além disso, os espectros que ndo foram inseridos no texto estdo

disponiveis no apéndice, localizado no final da tese.

4.1 Sintese e caracterizacao dos complexos

A série 1 representa os complexos (Al-A8), com férmula
[Ru(NQ1)(bipy)(PPhs):]PFs  (Al); [Ru(NQI1)(bipy)(P-P)IPFs (A2-A7) e
[Ru(NQ1)(dppm),]PFs (A8), onde (NQ1 = 3-estiril-lauosna; P-P = bis-
(difenilfosfina)metano  (dppm), 1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppe), 1,3-
bis(difenilfosfina)propano (dppp), 1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb), 1,2-
bis(difenilfosfina)etileno (dppen) e bis[(2-difenilfosfina)fenil)éter] (DPEphos). A
série 2 é composta de quatros compostos com formula geral [Ru(NQXx) (bipy(P-
P)]JPFs, onde (x = NQ2: lausona ou NQ3: lapachol; P-P = cis-1,2-
bis(difenilfosfina)etileno (dppen) e bis-[(1-difenilfosfina)fenil]éter (DPEphos).

A sintese dos complexos ocorreu por meio da labilizacdo dos ligantes
cloridos presente nos precursores, pelos ligantes naftoguinonas (NQ), em uma
mistura de solventes metanol/diclorometano (2:1) e em todas as sinteses, foi
necessario a utilizacdo da base trietilamina (EtzN), para promover a desprotonacao
da hidroxila, deixando o ligante em sua forma anidnica, favorecendo a
complexagéo ao ruténio. A rota sintética e as identificacdes dos novos complexos

de ruténio (série 1 e 2), sdo apresentadas nas Figuras 4.1 e 4.2.
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FIGURA 4.1 - Rota sintética para a obtencdo dos compostos da série 1.
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FIGURA 4.2 - Rota sintética para a obtencdo dos compostos da serie 2.
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Com a substituicdo dos ligantes cloridos a naftoquinona assume
preferencialmente o modo de coordenacdo bidentado, por meio dos atomos de
oxigénio (O-0), o que influenciou em uma alteracdo na carga dos compostos,
sendo neutros nos precursores e catidnico nos produtos das reacoes.

As medidas de condutividade molar confirmam a formacdo de
complexos catibnico uma vez, que os valores obtidos das solucbes em
diclorometano, caracterizam que séo eletrolitos 1:1 (faixa de condutividade para
o diclorometano 1:1 ohm cm? mol?)!, indicando a presenca dos contra fon PFg’
na estrutura dos compostos. Os dados de microanalise de carbono, hidrogénio e
nitrogénio estdo condizentes com as estruturas propostas, bem como os valores

de condutividade molar, estdo apresentados na Tabela 4.1.

44



Analu Rocha Costa

Resultados e discussao

TABELA 4.1 - Dados de condutividade molar (L) e andlise elementar dos
complexos da série 1 (A1-A8) e da série 2 (B1-B4).

Complexos Analise elementar Condutividade
Série 1 %C %H %N  (uS.cm? mol?)
CeaHagN2FsO3P3RU (Al) 64,23 4,61 2,47 30.2
(63,95) (4,11) (2,33) ’
C53H41N2F603P3RU (A2) 60,02 3,86 2,72 440
(59,95) (3,89) (2,64) ’
Cs4Ha3N2FsO3P3RuU (A3) 60,46 4,09 2,75 44.9
(60,28) (4,03) (2,60) ’
C55H45N2F603P3RU (A4) 60,57 4,29 2,63 42 4
(60,61) (4,16) (2,57) ’
C56H47N2F603P3RU (A5) 60,89 4,32 2,56 49 8
(60,93) (4,29) (2,54) ’
Cs4Ha1N2FsO3P3RU (A6) 60,84 3,81 2,65 443
(60,40) (3,85) (2,61) ’
C64H47N2F604P3RU (A?) 63,26 3,94 2,37 56 1
(63,21) (3,90) (2,30) ’
CesHs503PsRu (A8) 63,47 4,63 470
(63,21) (4,30) ’
Complexos Analise elementar Condutividade
Série 2 %C %H %N  (uS.cm? mol?)
C46H35N2F603P3RU (Bl) 56,65 3,90 2,97 508
(56,86) (3,63) (2,88) ’
Cs1H43N2FsO3PsRu (B2) 58,99 4,19 2,65 576
(58,91 (4,17) (2,69 ’
CssHa1N2FsO04PsRU.C4H100 (B3) 61,10 4,39 2,61 50.6
(60,66) (4,33) (2,36) ’
C61H49N2F604P3RU (B4) 61,43 4,62 2,64 54 2
(61,98) (4,18) (2,37) ’

*valores tedricos entre parénteses

Com auxilio da técnica difracdo de raios X de monocristal, foi

possivel confirmar o arranjo estrutural dos atomos, que compdem o cerne

metalico de ruténio. Todos os complexos foram cristalizados por evaporacéo lenta
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de solvente a partir de uma mistura metanol/diclorometano e o éter etilico foi
utilizado como solvente exterior. Assim foram obtidas seis estruturas cristalinas
para 0s compostos da série 1 (A1, A3, A5, A6, A7 e A8), e uma estrutura cristalina
referente ao complexo B2 da série 2, dos 12 complexos sintetizados. Na Figura
4.43 sdo apresentadas as representacbes ORTEP, obtidas para os complexos de
ruténio. Na Tabela 4.2 estdo dispostos os valores das distancias de ligacdo e os
angulos. Os dados cristalograficos podem ser visualizados no apéndice.

Os complexos Al e A3 cristalizaram-se no sistema cristalino
triclinico, apresentando grupo espacial P-1. Os compostos A5, A6, A7 e A8
pertencem ao sistema monoclinico P2;/n. O complexo B2 (série 2), cristalizou-
se em um sistema tetragonal, do grupo espacial I-4. Com a formacéo do quelato
0s comprimentos de ligacdo Ru-P para os complexos nédo apresentaram diferencas
significativas entre si, onde os valores encontrados sdo proximos aos compostos
analogos sintetizados no grupo. Por outro lado, observa-se que 0s comprimentos
de ligacdo Ru-P, com o &tomo de fosforo em posicéo trans ao atomo de oxigénio
(02) do ligante naftoquinona, sdo menores do que aqueles onde o atomo de
fésforo esta trans posicionado ao &tomo de nitrogénio da bipy. Isto ocorre, devido
ao efeito trans que leva ao enfraguecimento da retrodoacdo provocado pela
coordenacdo, tornando o 4tomo de fosforo com o carater de “ligante livre” e,
portanto, influenciando diretamente nas distancias de ligagdes'%-104,

A partir dos dados cristalograficos o atomo de ruténio(ll), encontra-
se hexacoordenado apresentando uma geometria octaédrica distorcida, devido aos
desvios apresentados entre os angulos de ligacdo formados pelos atomos de

fésforo, nitrogénio e oxigénio, conforme apresentado na Tabela 4.2.
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FIGURA 4.3 - Estruturas cristalinas dos complexos da série 1 (A1, A3, A5, A6,
AT e A8) e da série 2 o complexo (B2). Por motivo de maior clareza o contra-ion
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Durante o processo reacional foi observado nos espectros de RMN
$1P{1H} a formacéo de isOmeros, visto que os sinais referentes aos atomos de
fosforos estavam duplicados. Diante das estruturas cristalinas foi possivel
identificar os dois isdmeros. Conforme apresentado na Figura 4.4, o ligante ocupa
dois sitios de ligacdo, formando um quelato via atomos de oxigénios (O1 e O2),
onde temos o primeiro isdmero o atomo de fdésforo trans posicionado 4&tomo de
oxigénio da hidroxila (02), e o segundo isdmero o atomo de fésforo encontra-se
trans ao &tomo de oxigénio da carbonila (O1). Tal comportamento ja foi reportado
em nosso grupo de pesquisa’™i%®. Adicionalmente, foi observado apds a
coordenacdo um encurtamento na distancia da ligacdo C1=01 se comparado a
ligacdo C2-0O2 (vide Tabela 4.2), sugerindo que a ligacdo carbono — oxigénio
(C1=01) apresenta um carater maior de dupla apos a coordenacéo.

Neste caso, tanto na série 1, quanto na série 2, ndo foi observado
efeito de ressonancia entre as ligagdes C1=01 e C2-02, devido que nas estruturas
dos ligantes naftoquinonas, (NQ1, NQ2, NQ3), exibem uma ligacdo dupla
adjacente a ligacdo C2-02105-109,

FIGURA 4.4 - Estrutura cristalina dos complexos A3 e A5. Em destaque os dois
isdmeros 1 e 2. O primeiro isémero corresponde ao atomo de fosforo da fosfina
(P2) encontra-se trans ao &tomo de oxigenio (O2) e o segundo isbmero o atdbmo

de fésforo (P2) esté trans posicionado ao atomo de oxigenio carbonilico (O1).
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TABELA 4.2 - Principais de distancia [A] e angulos [°] de ligacdo das estruturas cristalinas dos complexos da série 1 e 2.

Comprimento de ligacéo [A]

Al A3 A5 A6 A7 A8 B1
Rul-P1 2,3836(7) 2,2864(8) 2,3314(8) 2,2772(14)  2,2575(12)  2,2897(8)  2,2505(11)
Rul-P2 2,4115(7) 2,2590(8) 2,2924(8) 2,2575(12 2,055(3) 2,3677(8)  2,2733(12)
Rul-P3 - - - - - 2,3386(8) -
Rul-P4 - - - - - 2,3086(8) -
Rul-0O1 2,0653(15) 2,0720(19)  2,1323(19) 2,055(3) 2,157(3) 2,118(2) 2,097(3)
Rul-02 2,1149(15) 2,119(2) 2,0802(19) 2,157(3) 2,124(4) 2,134(2) 2,121(3)
Rul-N1 2,0437(18) 2,108(2) 2,078(2) 2,124(4) 2,124(4) - 2,041(4)
Rul-N2 2,0311(19) 2,049(2) 2,0311(19) 2,049(2) 2,051(4) - 2,109(4)
C1=01 1,250(3) 1,256(4) 1,242(3) 1,247(5) 1,288(5) 1,260(4) 1,249(5
C2-02 1,291(3) 1,291(4) 1,291(3) 1,288(5) 1,234(6) 1,310(4) 1,288(6
C4=04 1,225(3) 1,220(4) 1,226(4) 1,234(6) 1,318(6) 1,223(4) 1,221(5)
Angulo (°)
P(1)-Rul-P(2) 179,42(2) 84,56(3) 98,54(3) 84,37(5) 84,37(5) 71,73(3) 83,70(4)
O(1)-Rul-P(1) 88,86(5) 88,37(6) 87,65(6) 90,25(10) 90,25(10) 167,78(7) 89,87(9)
0O(1)-Rul-P(2) 90,57(5) 97,94(6) 173,42(6) 97,29(9) 97,29(9) 98,09(7) 103,48(9)
0(2)-Rul-P(1) 87,62(5) 91,62(6) 89,22(6) 91,29(10) 91,29(10) 98,13(6) 95,74(9)
N(1)-Rul-0(2) 178,09(7) 82,55(8) 82,30(8) 85,09(13) 85,09(13) 85,40(14)
N(1)-Rul-P(1) 90,00(6) 173,99(7) 169,75(7) 100,02(15)  175,83(11) 177,93(12)
N(2)-Rul-P(2) 90,25(6) 91,40(7) 86,12(6) 87,79(12) 87,79(12) 88,69(11
N(2)-Rul-P(1) 90,00(6) 100,34(7) 99,98(7) 100,02(15)  100,02(15 100,01(11)
P(1)-Rul-P(3) - - - - - 101,11(3)
P(1)-Rul-P(4) - - - 92,48(3)
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Os compostos de ruténio foram caracterizados por espectrometria de

massas através do método de ionizacdo por eletrospray (ESI) no modo positivo.

Os espectros de massa de alta resolucéo obtidos para os complexos da série 1 e 2

encontram-se no apéndice. Os valores referentes ao ion molecular com razdo

massa/carga (m/z) estdo condizentes com as estruturas catidnicas, conforme

apresentando pela Tabela 4.3.

TABELA 4.3 - Valores tedricos e experimentais referente a razdo m/z e seus

respectivos erros experimentais para os complexos de ruténio (série 1 e 2).

Massa Massa
Compostos L. . I Erro
série 1 tedrica experimenta (ppm)

(m/z) (m/z)
Al [CeaH49N203P,RU]* 1057,2256 1057,2283 2,516
A2 [C53H41N203P2RU]+ 917,1630 917,1652 2,355
A3 [Cs4H43N203P,RU]* 931,17869 931,1806 2,05
A4 [C55H45N203P2RU]+ 945,19434 945,1961 1,86
A5 [CssH47N203P,RuU]* 959,20999 959,2145 4,70
Ab [Cs4H41N203P,RU]* 929,16304 929,1656 2,75
A7 [C64H47N204P2RU]+ 1071,20490 1071,2096 4,38
A8 [CesH5503P4Ru]” 1145,2139 1145,2181 3,615

Massa Massa
Compostos L ) | Erro
série 2 tedrica experimenta (ppm)

(m/z) (m/z)
Bl [CasH35N203P,RU]* 827,11609 827,1178 2,06
B2 [Cs1H43N203P,RuU]* 895,17869 895,1827 4.47
B3 [Cs6H41N204P,RU]* 969,15795 968,1627 4,90
B4 [Ce1H49N20O4P2RU]* 1037,22055 1037,2242 3,51

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho foi utilizada

de forma complementar as demais técnicas contribuindo para caracterizagao dos

complexos, visto que as atribui¢des das bandas foram realizadas tendo como base
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0S espectros de absorcéo na regido do infravermelho dos ligantes livre e dados da
literatura'’®, De acordo com os espetros de infravermelho dos ligantes
naftoquinonas, observa-se modos vibracionais caracteristicos dos grupos
funcionais da molécula, onde na regido de alta energia tem uma banda entre 3500
e 3100 cm™ referente as vibragdes de estiramento do grupo OH que por sua vez,
ndo aparece nos espetros dos complexos sintetizados, indicando que houve a
coordenacdo via atomo de oxigénio hidroxilico do ligante naftoquinona, no qual
encontra-se desprotonado e coordenado, como pode ser visualizado nas Figuras
4.5 e 4.6. Na Tabela 4.4 estdo dispostos as atribui¢es tentativas das principais

bandas dos compostos e dos ligantes.

FIGURA 4.5 - Espectro vibracional na regido do infravermelho dos ligantes
naftoquinonas NQ1 (preto) e da série 2 NQ2 (azul) e NQ3 (verde) em pastilha
de KBr, na regido de 3500 - 400 cm™,
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FIGURA 4.6 - Espectros vibracionais de absor¢cdo na regido do infravermelho
dos complexos da série 1 (A) Complexo Al e da série 2 (B) Complexo B1, na
regido de 4000 a 400 cm™ e em destaque a regido de 1600 a 400 cm™ em pastilhas
de KBr.
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Na regido espectral entre 3010 e 2700 cm™ sdo caracteristicas das
deformagdes simétricas e assimétricas da ligacdo v(C—H), oriundos dos anéis
aromaticos dos ligantes fosfinicos, bipiridinicos e naftoquinonas. Além disso, as
naftoquinonas apresentam modos vibracionais importantes na regido entre 1640 e
1670 cm™, correspondente aos grupos carbonilicos C1=01 e C4=04,
respectivamente. Com a formacdo da nova ligacdo ao centro metalico, 0s modos
vibracionais referentes as carbonilas C1 e C4 séo observadas em numeros de onda
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menores, quando comparados aos ligantes livres. Tal comportamento, é devido a
deslocalizacéo da densidade eletrénica provocada pela retrodoacdo, uma vez que
que ocorre uma reducdo do carater de dupla ligacdo (carbono-oxigénio), sendo
mais pronunciado na carbonila C1=01, pois esta envolvida na coordenagdo. Com
relacdo a banda atribuida ao estiramento v(C2-02), foi observada em maiores
frequéncias, apresentando um aumento no nimero de onda de aproximadamente
40 cm, indicando que houve um fortalecimento da ligacdo (metal-ligante). Tal
aumento € esperando, uma vez que ocorre uma alteracdo na densidade eletronica

apos a coordenagdo do ligante naftoquinona ao centro metalico®111112,

TABELA 4.4 - Atribuicéo tentativa das principais bandas na regido (1700 ate 400
cm™?) nos espectros de infravermelho para os ligantes livre e os complexos de

ruténio da série (1) e (2).

Compostos  v(C1=01) v(C4=04) v(C2-02) v(P-F) o(P-F)

NQ1 1640(F) 1659(F)  1050(m) - -
NQ2 1641(F) 1678(F) 985(m) - -
NQ3 1639(F) 1660(F)  1047(m) - -
Al 1604(f) 1622(f) 1001(f)  840(F)  557(m)
A2 1603(f) 1619(f) 1098(f)  842(F)  558(m)
A3 1600(f) 1621(f) 1098(f)  840(F)  556(m)
A4 1603(f) 1622(f) 1096(f)  841(F)  556(m)
A5 1602(f) 1620(f) 1097()  840(F)  556(m)
A6 1601(f) 1618(f) 1099(f)  840(F)  557(m)
A7 1602(f) 1628(f) 1001(f)  843(F)  557(m)
A8 1579(f) 1625(f) 1099(f)  840(F)  556(m)
B1 1557(f) 1615(f) 994(f) 840(F)  554(m)
B2 1541(f) 1606(f) 1099(f)  840(F)  555(m)
B3 1554(f) 1611(f) 1001(f)  840(F)  556(m)
B4 1550(f) 1611(f) 1071(f)  840(F)  557(m)

F = forte; f = fraca; m = média
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Na regido de 1500 e 1000 cm™ apresentam modos vibracionais,
caracteristicos aos estiramentos das ligacdes v(C=C) e v(C-N)3, As bandas em
840 e 555 cm™ presente em todos 0s complexos, refere-se aos estiramentos v(P-
F) do contra ion PFs. Todos 0s compostos apresentaram um comportamento
semelhante, e 0s seus espectros estdo dispostos no apéndice.

A fim de investigar as transicdes eletronicas dos novos complexos e
dos ligantes os espectros de absorcdo eletrdnica na regido do ultravioleta visivel
foram registrados a partir de solugdes em dimetilsulfoxido. Na Figura 4.7 pode-
se observar os espectros dos ligantes naftoquinonas, onde sdo observadas bandas
intensas centradas na regido de (260-300 nm) que pode ser atribuida as transi¢oes
n—n* dos anéis aromaticos das naftoquinonas e do grupo estiril (NQ1). As bandas
atribuidas as transigdes n—mn*, sdo observadas na regido entre (300-500 nm),
atribuida a transferéncia de carga intramolecular (ICT, do inglés Intramolecular

Charge Transfer)13-115,

FIGURA 4.7 - Espectros de absorcao na regido do ultravioleta visivel dos ligantes

naftoquinonas em dimetilsulféxido.
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Os espectros de absorcdo UV-vis dos ligantes foram registrados apds
a adicdo da base trietilamina (EtsN), e as mudancas espectrais séo apresentadas
na Figura 4.8. Nota-se que houve uma alteracdo no perfil dos espectros com a
desprotonacéo dos ligantes, onde observa-se o surgimento de uma banda larga em
torno de 574 nm (NQ1, £ = 1460 mol* cm™ L), 490 nm (NQ2, £ =4340 mol* cm’
L) e 526 nm (NQ3, ¢ = 4475 mol* cm™ L), atribuido as transicOes eletronicas
n—n* dos grupos carbonilicos das quinonas. Tal efeito observado é
presumivelmente da intensificacdo da transferéncia de carga intramolecular no

ligante, que contribuiu para o surgimento dessa banda'*>**’.

FIGURA 4.8 - Espectros de absorcdo na regido do ultravioleta visivel para os

ligantes naftoquinonas apos a adicdo da base (EtsN) em, dimetilsulfoxido.
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Apols a coordenacdo do ligante os espectros de UV-vis dos
complexos apresentam absorcdes na regido de alta energia, que séo atribuidas as
transi¢Oes do tipo n—m* referente aos anéis aromaticos presentes nos ligantes
fosfinicos, bipiridinicos e dos ligantes naftoquinonas, que contribuem para o

aumento da intensidade da banda. As bandas de transferéncia metal ligante
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(MLCT), correspondem as transi¢cbes dos orbitais dtRu—3pc* da fosfina e
dnRu— po* do ligante bipiridinico aparecem sobrepostas com as bandas de
transferéncia de carga intramolecular dos ligantes. E por fim as transic¢des d-d séo
encobertas pela transferéncia de carga metal ligante, sendo observadas na regido
de menor energia?>’81%, Devido a semelhanca dos complexos da série 1 e 2 na
Figura 4.9 sdo apresentados o0s espectros eletrénicos de UV-vis para o complexo
Al (série 1) e complexo B1 (série 2) e na Tabela 4.5 e 4.6 estdo exibidos os valores

de absortividade molar para os complexos da série 1 e da série 2.

FIGURA 4.9 - Espectros de absorcdo na regido do ultravioleta visivel para 0s

complexos série 1 (Al) e série 2 (B2), com seus respectrivos ligantes em DMSO.
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TABELA 4.5 - Dados dos comprimento de onda (A, nm) de absortividade molar
(e, molt cm™ L) e das tentativas de atribuices das bandas dos complexos de

ruténio série 1.

Compostos 'y € Transicio
Série 1 (nm) (molicm1L) ¢

314 5,01 x 10* T — m*
380 8,23 x 10° ICT

NQ1 402 8,18 x 10° ICT
472 9,82 x 10° n — ¥
270 5,28 x 10* T — m*
298 4,23 x 10* T — ¥

Al 364 1,26 x 10* ICT,n — n*
540 6,88 x 103 ICT,n — n* e MLTC
658 6,05 x 10° MLTC, d-d
298 7,51 x 10 T — ¥

A2 360 4,15 x 10* ICT,n — m*
516 1,01 x 10° ICT,n — n* e MLTC
717 1,05 x 10° MLTC, d-d
298 4,04 x 10* T — m*

A3 356 2,42 x 10* ICT,n — m*
520 5,44x 10° ICT, n — n* e MLTC
706 6,17 x 10° MLTC e d-d
300 4,92 x 10* T — ¥

Ad 362 2,88 x 10* ICT,n — m*
528 6,80 x 103 ICT, n — n* e MLTC
716 7,03 x 10° MLTC e d-d
300 4,53 x 10* T — n*

AS 360 2,77 x 10* ICT,n — m*
538 6,37 x 103 ICT, n — n* e MLTC
716 6,50 x 10° MLTC e d-d
300 4,28 x 10* T — m*

AG 356 2,95 x 10* ICT, n — n*
510 6,37 x 10° ICT, n — n* e MLTC
700 7,43 x 10° ICT,n — «, d-d
298 4,21 x 10* T — m*

A7 358 2,47 x 10 ICT,n — n*
542 5,54 x 10° ICT, n — n* e MLTC
698 6,57 x 10° ICT,n — n, d-d
268 5,42 x 10* T — m*

Ag 362 3,20 x 10* ICT,n — x*
472 4,68 x 10° ICT, n — n* e MLTC
700 6,75 x 103 ICT,n— x, d-d
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TABELA 4.6 - Dados dos comprimetno de onda (A, nm) de absortividade molar
(e, molt cm™? L) e das tentativas de atribuicdes das bandas dos complexos de

ruténio série 2.

Con/wp_ostos * _s . Transicéo
Série 1 (hm) (moLtcm™L)

260 3,34 x 10* T —*

Bl 296 4,69 x 10* T —7n*
544 8,55 x 10° ICT, n — n*, MLTC, d-d
300 3,68 x 10* T — T

B2 444 5,46 x 10* ICT, t>n*en—omn
560 6,67 x 103 ICT, n — n*, MLTC, d-d
260 2,59 x10* T— n*

B3 296 3,80 x 10* T —n*
550 5,58 x 103 ICT, n - n*, MLTC, d-d
298 3,70 x 10* T— n*

B4 434 4,55 x 10* ICT, t—>n*en—on
572 5,31 x 103 ICT, n - n*, MLTC, d-d

Os complexos de ruténio(ll) sintetizados neste trabalho foram
caracterizados pela técnica de ressonancia magnética nuclear 1D e 2D de
$1p{1H}, H, BC{'H}, COSY!H-H, HSQC 3C-'H e HMBC C!-1H.

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *'P{*H} é uma
ferramenta essencial no estudo de elucidacdo estrutural de compostos contendo
ligantes fosfinicos, uma vez que a partir dos dados de deslocamentos quimicos e
constante de acoplamento € possivel elucidar o arranjo estereoquimico dos
ligantes na esfera de coordenacdo do metal em estudo.

As reacdes aqui apresentadas para os complexos da série 1 e 2, foram
acompanhas por RMN de 3!P{*H}. De modo geral, apés a coordenacdo dos
ligantes naftoquinonas, os sinais referentes aos atomos de fdsforos foram
deslocados para regides mais desblindadas em comparacdo com os respectivos

precursores. Isto se deve, pela substitui¢do dos ligantes cloridos que sdo ¢ ¢ @
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doador, pelos &tomos de oxigénio que tem o carater n-doador. Todos 0s espectros
de RMN de 3P{*H} dos complexos sintetizados encontra-se no apéndice.

O espectro de RMN 3P{*H} para o complexo A1, exibiu um singleto
em torno de 29,00 ppm, evidenciando que os &tomos de fésforos sdo equivalentes
entre si, ou seja, os ligantes fosfinicos da trifenilfosfina (P1 e P2) encontram-se
trans posicionado entre si. Isto ocorre devido aproximacéo entre os dois atomos
de fdsforos, acarretando a sobreposicdo dos sinais sendo observado apenas um
unico sinal e o deslocamento quimico em -144 ppm correspondem aos &tomos de

fésforo do conta ion PFg", conforme mostrado na Figura 4.10.

FIGURA 4.10 - Espectro de RMN 3!P{*H} para o complexo A1 obtido em CH,Cl,

com capilar de D,0.
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No caso dos complexos sintetizados a partir do precursor do tipo cis-
[RUClI,(P-P)(bipy)], esperava-se a formacdo de dois dubletos, onde o 4&tomo de
fésforo encontra-se trans ao nitrogénio da bipiridina e outro &tomo de fosforo
trans posicionado ao atomo de oxigénio. No entanto, o produto da reacao exibiu
quatros dubletos, conforme apresentado na Figura 4.11.

Tais observacdes podem ser explicadas admitindo-se a formagao de
dois isbmeros, no qual temos uma espécie coordenado via a&tomo de oxigénio da
hidroxila trans ao atomo fosforo da fosfina, e o0 outra espécie isomerizando para
0 oxigénio da carbonila da naftoquinona trans ao atomo de fosforo. Tal
comportamento é decorrente da diferenciacdo do ambiente quimico dos atomos
de fésforos, uma vez que os atomos de oxigénios coordenados sdo quimicamente
diferentes, resultando na obtencdo de quatros dupletos no espectro de RMN
31p{1H}. Comportamento semelhante foi observado em nosso grupo de pesquisa, nos
quais complexos similares Ru(Lap)(dppe)(bipy)]PFs e [Ru(Lap)(dppb)(bipy)]PFs,
onde, dppe = 1,2-bis(difenilfosfina)etano e dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano
também apresentaram este tipo isébmeros. Contudo, foi possivel isolar apenas um
dos isébmeros por diferenca de solubilidade existente entre eles. Além disso, a
partir da estrutura cristalina obtida por difracdo de raios X e pelos deslocamentos
quimicos de RMN 3P{*H}, de tais compostos foi possivel comprovar que o
isdmero formado mais estavel, é qual encontra-se com o atomo de oxigénio da
hidroxila trans ao atomo de fosforo da bifosfina, o que corrobora com a

elucidacao estrutural dos complexos sintetizados.
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FIGURA 4.11 - Espectros de RMN 3'P{*H} dos compostos A2 e A4 em CHCl,
(D20).
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Na Tabela 4.7 estdo sumarizados os valores de deslocamentos
quimicos e constante de acoplamento dos complexos da série 1 e 2, os dubletos
nas regides mais blindadas correspondem aos atomos de fosforos que estéo trans
posicionado aos atomos de nitrogénio da bipiridina e os dubletos com maior
deslocamento quimico correspondem ao fdésforo trans aos atomos de oxigénio da
hidroxila dos ligantes naftoquinonas. O mesmo comportamento foi observado

para 0s compostos da série 2.
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TABELA 4.7 - Deslocamento quimico (0) e constante de acoplamento (Hz) dos
complexos da série 1 e 2 obtidos no RMN 3!P{*H} em CH,ClI,/D,0.

Complexos () “P{H) (ppm) 235 (H2)
Al 29,10 (s) -
> 16,36 (d) e 5,61(d) 73,6
12,95 (d) e 4,54 (d) 64,7
A3 76,86 (d) e 72,48 (d) 15,0
N 44,85 (d) e 31,58 (d) 45,6
42,80 (d) e 27,53 (d) 41,1
A5 48,17 (d) e 44,06 (d) 33,1
A6 78,53 (d) e 76,59 (d) 9,0
A7 44,79 (d) e 32,37 (d) 32,5
Complexos () “P{H) (ppm) 235 (H2)
o1 82,52 (d) e 81,02 (d) 13,5
78,80 (d) e 76,50 (d) 9,7
B2 78,38 (d) e 77,01(d) 9,2
s 48,35 (d) e 35,53 (d) 36,8
44.72(d) e 2,20 (d) 31,5
y 48,37 (d) e 35,41 (d) 35,6
44,64 (d) e (32,73 (d) 32,6

De acordo com os valores de deslocamento quimicos disposto na
Tabela 4.7, o complexo A2 apresenta o menor deslocamento quimico. Isso ocorre
devido o anel de quatro membro formado entre o metal e a bifosfina (P-Ru-P),
confirmando o efeito de cone que direciona o deslocamento quimico para
compostos contendo fosfinas como ligantes. Como existe apenas um atomo de
carbono entres os fosforos e pelo menor angulo de mordida (do inglés bite angle),
consequentemente deixando os atomos de fosforos mais protegidos. Os elevados

valores de deslocamentos quimicos para os complexos A3 e A6, ¢é devido a fosfina

63



Analu Rocha Costa Resultados e discussao

e o ruténio formar um anel de cinco membros, influenciando em um alto grau de
desblindagem dos 4tomos devido ao efeito anisotrdpico.

O espectro de RMN de 3'P{*H} para o complexo A8, apresenta um
grau de complexidade maior que 0s espectros dos complexos descrito
anteriormente. No caso do espectro de RMN de 3'P{*H} do complexo cis-
[RuCl,(dppm).], apresentam dois tripletos em (-0,15 e -26,14 ppm, 3Jp» = 36,5
Hz) o que é um padrdo tipico de bifosfinas na posicao cis a dois ligantes iguais na
esfera de coordenacdo. Como os atomos de fosforos P; e P, estdo em um ambiente
quimicamente e magneticamente iguais, gerando assim dois tripletos (Figura
4.12).

FIGURA 4.12 - Espectro de RMN 3'P{*H} para complexo [RuCl,(dppm).] em
CH,CI,/D0.

£0.02
~-0.20
\-0.42
-26.02

. -26.25
\ -26.47

4 2 0 -2 -4 -6 8 10 -1z -14 -16 -18 20 22 24 26 28 30 -32
1 (ppm)

64



Analu Rocha Costa Resultados e discussao

Com a coordenacéo do ligante NQ1 houve um desdobramento dos
sinais referentes aos atomos de fosforo, neste caso os &tomos identificados como
Pa, Ps, Pum, Px estdo e um ambiente magneticamente e quimicamente diferentes,
originando um sistema de duplo duplo dubleto (ddd), devido ao acoplamento dos
atomos de fosforo, por exemplo, o fosforo P, acopla com fésforo vizinho Pg
gerando um sinal que se desdobra em dois, e assim sucessivamente, como
observado nos espectros de RMN 3P{*H} (Figura 4.13).

FIGURA 4.13 - Espectro de RMN *!P{*H} para o complexo A8 em CH,Cl,/D,0.
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Os espectros de RMN H e RMN 3C{*H} dos complexos foram
obtidos em Acetona-ds e as analises das integrais relativa mostraram
concordancias com as estruturas propostas. Na Figura 4.14 ¢ ilustrado o espectro
de RMN *H do complexo Al.
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FIGURA 4.14 - Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo A1 em acetona-

ds. Em destaque os conjuntos de sinais exibidos pelo complexo.
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Os espectros dos demais complexos (série 1 e 2) podem ser
observados na secdo apéndice. Com a coordenacdo, observou-se a auséncia do
sinal do hidrogénio referente ao grupo funcional da hidroxila em todos os
espectros dos compostos sintetizados, sendo que no ligante livre aparece em torno
de 10,07 ppm, indicativo que o ligante encontra-se desprotonado observacao essa,
ja confirmada por outras técnicas descritas anteriormente.

A analise dos espectros de RMN *H dos complexos sintetizados ndo
permitiu atribuicdo para cada hidrogénio especifico, visto que apresentavam
varios sinais sobrepostos, sendo assim as atribuicdes foram divididas em regides
dos atomos hidrogénios aromaticos da bipiridina e os hidrogénios dos anéis
aromaticos das fosfinas e do ligante, que sédo visualizados no mapa de contorno
COSY H-!H (Figura 4.15).
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FIGURA 4.15 - Mapa de correlagdo COSY ( *H-!H) obtido para o complexo Al,

em acetona-d6. Em destaque os conjuntos de sinais exibidos pelo complexo.
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O valor das integrais estdo de acordo com a estruturas esperadas,
onde os sinais mais desblindados na regido de 8,67 - 7,93 ppm séo atribuidos aos
hidrogénios aromaticos da bipiridina, o conjunto de sinais na regido 7,72 - 7,39
ppm refere-se aos hidrogénios aromaticos e vinilico do ligante NQ1. Os
hidrogénios dos grupos fenilas da trifenilfosfina acoplam entre si, sendo
observados na regido de 7,23 - 7,11 ppm. Ressaltando que néo foi possivel atribuir
individualmente os hidrogénios devido a sobreposi¢éo dos sinais.

Os espectros de RMN BC{'H} dos novos complexos também
apresentaram regifes com sinais sobrepostos o que dificulta a atribuicdo
individual. No entanto, os deslocamentos quimicos referente aos carbonos das
carbonilas C1=01 e C4=04, bem como o grupo C2-02, fornece mais informacéo
a respeito da coordenacgéo do ligante, ao centro metalico. Neste caso, avaliou-se
0s deslocamentos quimicos antes e apos a coordenacdo. Como mostrado na Figura
4.16, observa-se que os carbonos quaternarios C1 e C2 encontram-se em uma

regido de maior frequéncia, guando comparados com o ligante livre. Essa
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diferenca € decorrente da diminuicdo de densidade eletrébnica com a coordenacao,
uma vez que Cl e C2 estdo ligados aos oxigénios O1 e O2 que participam
ativamente na coordenacao, enquanto, que para C4 ndo houve um deslocamento
tdo pronunciado visto que nao participa diretamente na coordenagdo ao centro
metalico. Os resultados obtidos corroboram com outros complexos similares
descrito na literatura® 8718 Todos os espectros de RMN BC{*H} referentes aos

complexos série 1 e 2 estdo apresentados no apéndice.

FIGURA 4.16 Espectro de RMN de BC{*H} obtido para o complexo A1l e ligante
NQ1 em acetona-ds. Em destague os conjuntos de sinais exibidos pelo complexo
e o ligante NQ1.
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O comportamento eletroquimico dos compostos sintetizados, foram
avaliados empregando a técnica de voltametria ciclica (VC), que forneceu
informacdes a respeito da mudanca da densidade eletrénica do ruténio apés a
coordenagdo com os respectivos ligantes e além de fornecer caracteristicas das

propriedades receptores e doadoras dos ligantes. Na Figura 4.17 é mostrado o
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voltamograma do composto Al em solucdo de diclorometano (0,1 mol/L de
PTBA). Os valores de potenciais de oxidacdo dos complexos da série 1 e 2 sdo
apresentados na Tabela 4.8. Os voltamogramas para cada complexo de ruténio

podem ser encontrados no apéndice.

FIGURA 4.17 Voltamogrma ciclico do complexo Al (série 1), em CH.CI; (0,1
mol L PTBA).
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Como observado na Tabela 4.8, os valores de potencial de oxidacao
dos novos complexos foram observados em regiGes mais positivas, quando
comparado aos precursores fosfinicos®’. Isto resulta em uma maior estabilidade
acrescida da coordenacédo dos ligantes ao cerne metélico, visto que os ligantes
apresentam propriedades doadoras fracas, qguando comprados com os ligantes
cloridos que sdo bons doadores o e &, fazendo com que ocorra uma diminui¢do da
densidade eletronica do ruténio tornando mais dificil sua oxidacéo!'®. Todos os
complexos apresentam processo irreversivel, exceto os complexos B3 e B4 que
observa um processo quasi-irreversivel, atribuido ao par redox Ru'/Ru''. Tais

processos ja foram relatados por Oliviera et al 8,
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TABELA 4.8 Valores dos potenciais de oxidacdo para os complexos de ruténio
em diclorometano (PTBA 0,1 mol/L).

Complexos Eox (MV) Complexos Eox(MmV)  Erea(MV)
Al 1016 A7 1170 -
A2 1104 A8 1233 -
A3 1118 Bl 1279 -
A4 1159 B2 1361 -
A5 1159 B3 1322 1127
A6 1137 B4 1276 1204

O composto com trifenilfosfina (complexo Al), € o que apresenta o
menor valor de potencial de oxidacdo. Neste caso, ha uma competicdo pela
densidade eletronica do centro metalico decorrente do efeito trans, que dificulta
as interacdes de retrodoacdo, deixando o ruténio mais rico de elétrons. Por outro
lado, 0 complexo A8 apresenta duas bifosfinas que um forte ligante m-aceptor,
fazendo com que o ruténio fique mais deficiente de elétrons, necessitando de uma

maior energia para a oxidacdo do centro metélico?*8120.121,

4.2 Estabilidades dos complexos de ruténio

A estabilidade é um fator importante para qualquer candidato a
farmaco, uma vez que a instabilidade dos compostos pode influenciar na perda de
atividade, aumento da toxicidade e alteracOes na biodisponibilidade. Neste
sentindo faz-se necessario ter conhecimento da estabilidade dos novos candidatos
a metalofarmacos. Assim a técnica de RMN de 3'P{*H} foi utilizada para
acompanhar a estabilidade dos novos complexos de ruténio(ll), em solucéo de
dimetilsulfoxido e meio de cultura DMEM (do inglés Dulbecco’s Modified Eagle
Medium). Como DMSO ¢é solvente coordenante, fez necessario investigar a
possibilidade labilizacdo do ligante coordenado e posterior coordenacdo do
solvente ao centro metalico de ruténio. O estudo de estabilidade dos compostos
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foi avaliado nos tempos de 0, 24 e 48 h, pois o tempo de tratamento nos ensaios
bioldgicos in vitro sdo em 48 horas. Os espectros de RMN de 3'P{*H} para o
complexo Al, A3 e A8 (série 1) e B2 (série 2), em dmso sdo apresentados na
Figura 4.18.

FIGURA 4.18 - Espectros de 3P{*H} para os complexos da série 1 (A1, A3 e A8)
e série 2 (B1) em DMSO, no tempo de 0, 24 e 48h.
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Os complexos com os ligantes naftoquinonas se manteveram estaveis
em DMSO, sendo observado o mesmo padrdo de deslocamento quimico nos
tempos registrados. Quando avaliamos os compostos em solu¢do de DMSO/meio
de cultura, também mostraram estaveis no intervalo de tempo, conforme
apresentado na Figura 4.19. Conhecendo-se a estabilidade dos compostos iniciou-
se a determinacdo da atividade citotdxica e interagdo com biomoléculas dos
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complexos. Os espectros de RMN de 3P{*H} dos complexos da série 1 e 2, em

DMSO e DMSO/meio de cultura estdo dispostos no apéndice.

FIGURA 4.19 - Espectros de RMN 3'P{*H} dos complexos da série 1 (A1, A3 e
A8) e série 2 (B2) em DMSO/meio de cultura nos tempos 0, 24 e 48 h.
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4.3 Estudos de interacdo dos complexos com biomoléculas

4.3.1 Estudos de interacéo dos complexos de ruténio com HSA

A HSA (Albumina do Soro Humano), é a proteina mais abundante
no plasma sanguineo, e em um individuo saudavel encontra-se na concentracao
da ordem de aproximadamente 40 mg/mL. A HSA desempenha varias funcdes
importantes no organismo como, aumentar a solubilidade de diversas drogas
hidrofobicas, controle da pressdo osmética do plasma e regulacdo do pH, entre

outras. Atua também na captacdo e no carreamento de diferentes farmacos ao
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organismo, sendo assim um modelo biomimético para diversos estudos de
interacOes de moléculas no meio bioldgicos?-124,

Estruturalmente a biomolécula HSA é uma cadeia polipeptidica
composta por 585 residuos de aminoacidos, sendo 17 grupos de tirosina (Tyr), 6
residuos de metionina, 59 residuos de lisina e um unico residuo de triptofano (Trp-
214), localizado no subdominio A (sitio 1), na qual é responsavel pela
fluorescéncia intrinseca da proteina. Do ponto de vista tridimensional ¢é dividida
em trés regides idénticas, denominada subdominio I, 11 e I11, que por sua vez, esta
dividido em dois dominios A e B?1% (Figura 4.20). Os subdominios se diferem
em tamanho, flexibilidade e na afinidade de ligacdo. O primeiro sitio de Sudlow
localizado no subdominio 1A, possui grandes afinidades por anions
heterociclicos volumosos, enquanto o segundo sitio de Sudlow, tem preferéncia

por &cidos carboxilatos, heterociclicos e aromaticos.

FIGURA 4.20 - Estrutura tridimensional da HSA com seus principais dominios

e subdominios.
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Em vista de suas propriedades fisico-quimicas e funcdes
desempenhadas dentro do organismo € importante investigar e compreender a
capacidade de interacdo com diferentes farmacos, visto que a droga a ser
administrada pode apresentar algum tipo de afinidade com a proteina HSA, e
consequentemente essa interacdo farmaco-proteina pode contribuir para um
melhor planejamento de metalofarmacos como agente terapéutico. Alem de obter
informac0es acerca do mecanismo de ligacdo e o grau de intera¢do do composto-
biomolécula.

Neste sentindo um dos metodos para monitorar as interacfes
moleculares proteina-ligante é a espectroscopia de fluorescéncia, ferramenta util
para obter informacdes a respeito da estequiometria de ligagéo, sitios de ligacdes
e pardmetros termodindmicos, uma vez que quando ocorre a interagdo HSA com
0 composto, espera-se uma mudanca conformacional, devido a perturbacao aos
seus subdominios. Assim, fez-se necessarios o0 estudo de interacdo entre 0s
complexos de ruténio e a biomolécula HSA, com a finalidade de identificar
possiveis interacdes a partir do monitoramento do decaimento de fluorescéncia do
triptofano em diferentes temperaturas de 25°, 30° e 27 °C. Na Figura 4.21 mostra
0s espectros obtidos de supressao de fluorescéncia da proteina HSA na faixa (300-
500 nm), com excitacdo em 270 nm na presenca do complexo em diferentes

concentracoes.

FIGURA 4.21 - Espectros de supressdo da emissao de fluorescéncia da [HSA] =

2,0 UM na presenca do complexo Al a 298K em tampéo trisma, pH = 7,4.
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Observa-se que o aumento da concentracdo do complexo provoca
um decréscimo gradativo na fluorescéncia da HSA, evidenciando que o composto
age como um supressor devido a interagdo com biomolécula. Os resultados de
supressao sdo indicativos que houve uma mudanca no ambiente do fluoréforo,
neste caso o triptofano.

Tendo em vista que 0s compostos de ruténio suprimiram a
intensidade de fluorescéncia da HSA, foi possivel realizar uma anélise
quantitativa a partir dos dados experimentais, em que o grafico em funcdo da
intensidade de fluorescéncia vs concentracdo do supressor, apresentou um perfil
linear ajustando-se a equacdo de Stern-Volmer (Kg), conforme mostrado na
Figura 4.22.
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FIGURA 4.22 - Grafico Stern-Volmer para o complexo Al em diferentes

concentragoes, para as temperaturas 298, 303, 310 K.
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A partir dos valores das constantes Ksy e 0 Kg (constante bimolecular
de supresséo), foi possivel determinar por qual mecanismo o efeito de supressédo
de fluorescéncia da HSA ocorre, via mecanismo dinamico ou estatico. Levando
em considerando o tempo de vida no estado de excitagédo da HSA, (to= 6,2x10°
s). Na Tabela 4.9, 4.10 e 4.11, estdo dispostos os valores de constantes obtidos

para 0s complexos da série 1 e da série 2 nas temperaturas de 25°, 30° e 37° C.
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TABELA 4.9 - Valores das constantes de Stern-Volmer (Ks,), constante de ligacdo (Kp), nimero de sitios de ligacdo (n) e

parametros termodinamicos (AH®, AS° e AG®) dos complexos da série 1 em diferentes temperaturas.

Compostos T (°C) Kev.10* Kgq.10%2 Kp.10* n AHO AS° AG°
(L mol?) (L mol?s?) (L mol?) (kJ.molY) (I moltK?) (kJ mol?)
208 740+012 11,9+005 0967+034 0,80 - 22,68
Al
300 593+017 9,56+0,12 2,06 +0,53 0,86 95 85 397.7 £ 25,02
310 554+013 893+004 424+035 0,92 S 27,45
208  327+045 527+072 101+0,85 0,89 ©34,58
A2 300 356+0,14 574+023 1,16+ 0,25 0,88 129 4 4348 22333
310 4474039 721+063 7,63+0,82 1,04 ©37,60
A3 208 429+009 691+015 406041 0,96 £ 26.28
300 432+009 6,96 0,17 4,86 +0,19 0,97 -38,91
51,03 177,9
310 500+098 7,09+006 9,00+ 0,80 1,14 Z41,24
Ad 208 548+098 884+098 3,79+048 0,93 £ 26,12
300 532+049 531+0,79 6,93 0,20 1,02 239,72
187,6 619,9
310 524+028 845+046 71,1+0,72 1,14 _ 4553
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TABELA 4.10 - Valores das constantes de Stern-Volmer (Ks,), constante de ligacdo (Kp), numero de sitios de ligacdo (n) e

parametros termodinamicos (AH®, AS® e AG®) dos complexos da série 1 em diferentes temperaturas. (continuacéo)

Compostos T (°C) Ksv.10% Kgq.10*2 Kp.10% n AHC AS° AG°
(L mol?) (L molts?) (L mol?) (kJ.mol?) (I moltK?1) (kJmol?)
298 471+0,12 7,59 0,19 0,45+ 0,04 0,82 - 20,69
AL 300 561+032 900051 2,23+0,08 0,89 1214 476,7 - 25,22
310 574+£043 936+045 2,83+0,49 0,93 - 26,42
298 4,40 £ 0,15 7,09 +0,81 2,10+ 0,68 0,88 -24,54
A6 300 465+0,13 749x062 3,60x£0,25 1,02 160,1 619,7 - 26,43
310 4,80 £ 0,15 7,79 0,24 24510 1,15 - 31,98
298 3,63+0,23 5,59 + 0,37 172+238 0,99 - 29,87
A7 300 3,81+£0,50 594 +0,81 22,2+34 1,02 32,79 210,2 -31,01
310 4,46+0,29 7,19+ 047 28,8 2,3 1,10 - 32,39
298 517+0,44 8,34 +£0,72 0,11 +£ 0,09 0,68 -17,48
A8 300 4,40x0,50 7,09 +0,81 0,12+ 0,01 0,68 20,77 128,3 -17,86
310 4,16+0,32 6,55+050 0,16 £ 0,07 0,66 -19,02
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TABELA 4.11 - Valores das constantes de Stern-Volmer (Ks,), constante de ligacdo (Kp), numero de sitios de ligacdo (n) e

parametros termodinamicos (AH®, AS°® e AG®) dos complexos da série 2 em diferentes temperaturas. (concluséo).

Compostos T (k)

298
Bl 300
310
298
B2 300
310
298
300
310
298
300
310

B3

B4

Ksv.10%
(L mol?)
4,300,10
441+0,17
4,48 £ 0,03
3,87 £0,24
7,98 £ 0,08
8,26 £ 0,13
481+0,12
4,27 £0,04
4,14 +£0,14
9,98 £0,14
9,26 £ 0,35
9,09 £0,16

Kq.10%2
(L mol?s?)
6,93 +£0,15
7,10+ 0,11
7,11 £ 0,06
6,24 £ 0,36
12,8 £ 0,01
13,3+ 0,02
9,62 0,24
6,78 £ 0,06
6,47 £ 0,18
1,60 £ 0,07
1,49 + 0,05
1,46 £ 0,03

Kp.10*
(L mol?)
2,89 £0,59
3,62 +0,83
27,6 £1,36
4,08 £ 0,95
8,60 £ 0,61
38,2 £0,90
6,29 £ 0,35
23,4+0,84
61,2+0,48
6,22 £ 0,28
31,9+0,84
36,1+ 0,99

0,96
1,14
1,17
0,97
0,97
0,98
0,99
1,18
1,28
0,94
1,11
1,12

AHO

(kJ.mol?)

144,3

143,2

143,7

112,5

AS°

(J mol KY)

477,9

568,9

477,9

469,4

AG°
(kJ mol?)
- 25,44
- 26,17
- 38,53
- 26,30
- 28,62
- 33,12
- 27,44
- 30,83
- 40,98
-27,34
- 31,92
-32,98
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Uma forma para se diferenciar qualitativamente o mecanismo
dindmico ou estatico, é através da supressdo de fluorescéncia em diferentes
temperaturas. Neste caso, a supressao dinamica surge da colisdo entre fluoroforo
e 0 supressor com aumento da temperatura e consequentemente, os valores de
constante de supressdo diminuem. Enquanto o processo estatico favorece a
formacéo de adutos entre o supressor e fluoroforo no estado fundamental, sendo
observado um decréscimo da constante de supressdo com o aumento da
temperatura. Em alguns casos pode acontecer ambos 0s processos, estatico e
dindmicot?"128,

De acordo com os dados da constante de Stern-Volmer, observa-se
que os valores de K, crescem com o0 aumento da temperatura, exceto para 0s
complexos Al, A4, A8 (série 1) e os compostos da série 2 (B2 e B3) onde,
observa-se uma diminuicdo dos valores de Kg, com aumento da temperatura.
Diante dessas informacGes podemos inferir que a eficiéncia de supressdo esta
associada ao aumento dos valores de Stern-Volmer, uma vez que em temperaturas
altas favorece uma maior interacdo do complexo com proteina HSA. Além disso,
os valores da constante bimolecular encontrado para os compostos foram da
ordem de 10*2 M s, sendo maior do que o valor permitido para 0 mecanismo
dinadmico que é de 2,0 x10'° M* s%, Logo o estudo em questdo pode-se inferir que
esteja ocorrendo 0 mecanismo estatico para os complexos da série 1 e 2. Esses
dados estdo em concordancia com compostos similares da literatura’®118.129-131

Conhecendo-se 0 mecanismo de supressao da HSA-complexos, faz
necessario estudar o grau de afinidade dos compostos de ruténio com a proteina,
pois permite racionalizar metalofarmacos mais eficientes, uma vez que a eficécia
depende do grau de interacdo dos complexos com a biomolécula. A constante de
ligacdo (Kb) e numero de sitios foi determinada a partir da equacéo 2 (secdo 3.11).
Os dados obtidos estdo exibidos nas Tabelas 4.9, 4.10 e 4.11.

Em todos os casos a constante de ligacdo (Kb) aumentou com a

temperatura, apresentando uma interacdo da ordem de 10° a 10° L mol?,
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evidenciando ligagGes fracas a moderadas entre a proteina e o complexo!3213,
Observa-se que o aumento da temperatura favorece uma estabilizacdo do sistema
formado entre o complexo e a proteina®**1%. Por fim, o nimero de sitio de ligagdo
e aproximadamente 1 evidenciando assim, que a estequiometria de ligacdo
corresponde 1:1, ou seja, 0 complexo de ruténio esta inserido a um sitio da
HSA25‘79‘136.
Visando identificar quais os tipos de forcas estdo responsaveis pelo
processo de interagdo entre a HSA e os complexos, empregou-se as equagoes 3 e
4 (Secdo 3.11), para calcular os parametros termodinédmicos de entalpia, entropia
e energia livre de Gibbs e a partir dos valores adquiridos para cada magnitude
fisica, podemos concluir que o tipo de interagdo esta associado 0s seguintes sinais:
I.  AH°>0e AS° > 0: indicam interagéo hidrofdbicas;
Ii.  AH°<0e AS° <0: indicam forgas de Van der Waals e interacdo
de hidrogénio;

ii. AH° <0 e AS°> 0: correspondem interacgdes eletrostaticas;

Conforme apresentado nas Tabelas 4.9, 4.10 e 4.11 os valores
negativos encontrados para a energia livre de Gibbs indicam que o processo de
interacdo € reversivel e espontaneo e as forcas de interacdo envolvidas séo
hidrofobicas entre a composto-HSA®S,

Com esses resultados, podemos verificar que os complexos de
ruténio(ll), interagem com a biomolécula HSA e como essa proteina atua no
carreamento de farmacos, podendo conhecer em qual sitio de ligacdo da HSA os
complexos tém maior afinidade. Estudos cristalograficos mostraram que existem
dois principais sitios de ligacéo, o sitio | e o sitio 1, que estéo localizados dentro
da cavidade da HSA, nos subdominios 1A e 1A Nesse sentindo, foi
investigado a interacdo dos complexos de ruténio com o sitio | da proteina,
utilizando uma sonda fluorescente varfarina (\Var), uma vez que, € reportado na

literatura que os adutos formado entre varfarina e HSA, aumenta a intensidade de
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fluorescéncia da varfarina quando comparado a varfarina livre que tem baixa
fluorescéncial3-140,

Os espectros de competicdo dos complexos com HSA-varfarina séo
apresentados na Figura 4.23, a 25 °C com o comprimento de onda de excitacdo de
310 nm. Como pode ser visto houve uma supressdo da intensidade de
fluorescéncia com aumento da concentracdo do complexo. Esses resultados

sugerem gue os complexos tém uma maior afinidade ao sitio | da HSA?23140.141

FIGURA 4.23 - Espectros de supressao da fluorescéncia do aduto Var-HSA em

diferentes concentracdo do complexo Al a 25 °C.
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4.4 Estudos de interacdo dos complexos com DNA

O DNA (4cido desoxirribonucleico) é um importante alvo
terapéutico para muitos farmacos antineoplasicos que estdo em uso clinico, sendo
na maioria dos casos estudados, a biomolécula responsavel, pelos seus efeitos
farmacologicos. Desta forma inumeros trabalhos tém sido publicados
demonstrando 0s progressos na compreensao dos possiveis modos de interacdo
da ligagdo DNA-metalofarmacos!*?143, Do ponto de vista quimico e estrutural a
biomolécula de DNA, expGem varios sitios possiveis de ligacdo com o farmaco.
Em geral, as interagdes dos compostos com 0 DNA podem se dar de dois modos
principais: irreversiveis ou reversiveis, conforme apresentado na Figura 4.24. As
interacOes irreversiveis, acontecem por meio de ligacOes covalentes que gera uma
alteracdo permanente no DNA, alterando sua funcdo de replicacéo e transcricao,
por exemplo, a cisplatina que é conhecido por interagir covalentemente com as
bases nitrogenadas do DNA. Além da cisplatina, outros compostos metalicos,
como NAMI-A, também podem ser ligar irreversivelmente ao DNA. As
interacOes reversiveis, complexo-DNA s&o subdivididas em ligacéo eletrostatica,
intercalacéo e ligagdo aos sulcos menor ou maior44-148,

A importancia em conhecer e compreender 0s possiveis modos de
interacdo metalofarmacos-DNA, permite projetar novos compostos com
diferentes perfis farmacocinéticos e farmacodinamicos e assim contribuir para o
desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes e menos toxicos. Como o DNA
é um dos principais alvos dos agentes quimioterapicos, € de nosso interesse
investigar se 0s compostos sintetizados neste presente trabalho, reconhece a
biomacromolécula como possivel alvo. Desta forma, o estudo de interacdo foi
realizado empregando as seguintes técnicas de viscosidade, eletroforese em gel e

ensaio de competicdo com Hoechst.
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FIGURA 4.24 - Modos de intera¢des de complexo com DNA.

Covalente Intercalagao Eletrostaticas lntergﬁ?::spelos

Fonte: Pages et al. 2015.

4.4.1 Medidas de Viscosidade

A viscosidade é a medida da resisténcia de um fluido ao escoamento
a uma determinada temperatura. Em um capilar o liquido move-se em diferentes
velocidades. Assim, quanto maior for a viscosidade, menor sera a velocidade com
que o liquido se movimenta. Compostos que interagem por intercalacdo causa um
aumento na viscosidade, devido a ocorréncia do alongamento dos pares de bases
na estrutura do DNA. Interacbes covalentes provocam uma diminuicdo da
viscosidade em razdo da distor¢do gerada na estrutura do DNA. Por outro lado,
interacdes eletrostaticas e pelos sulcos do DNA, ndo alteram significativamente a
viscosidade!#*. Assim, os ensaios de interacdo dos complexos de ruténio na
presenca do ctDNA, foi avaliada pela propriedade fisica da viscosidade, onde a
partir deste experimento é possivel distinguir o tipo de ligacdo com a biomolécula.

Na Figura 4.25 sédo mostrados os efeitos dos complexos de ruténio da
série 1 (A1 — A8) e da série 2 (B1 a B4), na presenca do ctDNA em funcao da
razéo [complexo]/[DNA]. O Tiazol laranja foi utilizado como um padréo do modo

de interacéo intercalativo.
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FIGURA 4.25 - Graficos de viscosidade para os (A) complexos as séerie 1 (Al -
A8) e (B) complexos da sérire 2 (B1 - B4).
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De acordo com o perfil dos graficos obtidos para os complexos da
série 1 e da série 2, observa-se um aumento na viscosidade do DNA na presenca
de Tiazol Laranja, o que € consistente com a intercalacdo tiazol-DNA.

Comparando o padrdo com as medidas de viscosidade dos complexos pode-se
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concluir que ndo houve alteracdes significativas entre estas espécies, indicando

que 0s compostos apresentam baixa afinidade de ligagdo ao DNA?325:149,

4.4.2 Eletroforese em gel de agarose

O ensaio de mobilidade eletroforética é utilizada na separacdo de
varias moléculas e particulas, a partir da migracdo das mesmas durante a aplicacéo
de campo elétrico. Assim a separacdo se dar devido a carga negativa presente no
DNA, que quando submetido ao campo elétrico ocorre sua migracéo para o polo
positivo. Neste experimento foi utilizado o DNA plasmidial, que apresenta
basicamente trés formas, a superenovelada (SC, do inglés supercoiled), a forma
circular, (OC, do inglés open circular) e a linear (L), como mostrado na Figura
4.26. Alteracdes na migracdo do plasmideo no gel na presenca dos compostos

pode ser indicativo de interacdo com 0 DNA.

FIGURA 4.26 - As formas principais do DNA plasmidial, superenovelada,

circular e linear.
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Fonte: Kellett et al. 20190,

Para realizacdo dos ensaios de eletroforese em gel, 0s compostos e a
cisplatina foram pré-incubados por 18 h a 37 °C. Na Figura 4.27 pode-se observar
0 gel de agarose obtido para cisplatina e o complexo Al em diferentes razdes

molares. Neste caso, foi utilizado a cisplatina como controle positivo uma vez
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que, sua interacdo com DNA leva a fragmentacdo, indicando interacdes do tipo
covalentes. Comparando o controle negativo e o positivo com o complexo Al,
observar-se que ndo houve mudangas significativas na intensidade ou na migracao
das bandas do DNA plasmidial com o0 aumento da concentragéo, o que sugere que
0 composto ndo apresenta interacdes covalentes ou intercalativas, como ja
observado em outros experimentos. Tal comportamento sugere que possa estar
ocorrendo uma interacdo via sulcos do DNA ou eletrostatica®>®®!, A fim de
verificar uma das possibilidades de interagéo via sulcos foi realizado o ensaio de

competicdo com o corante fluorescente Hoechst 33258.

FIGURA 4.27 - Efeitos das concentra¢des do complexo Al na conformacgédo do
DNA plamidial pBR322 em diferentes Ri (a= 0.25; b= 0,50 e ¢ = 1,00) M =

marcador de peso molecular e DNA = controle negativo com DMSO.

Cisplatina Complexo Al
0,25 0,50 1,00

M DNA a b C

DNA M

87



Analu Rocha Costa Resultados e discussao

4.4.3 Ensaio de competitividade com Hoechst 33258

O corante Hoechst 33258 é um fluoréforo que faz parte da classe das
bisbenzimidas, sendo utilizados como sondas fluorescentes para investigar o tipo
de ligagdo existente entre o composto e o ctDNA. De acordo com dados da
literatura Hoechst é conhecido por interagir pelo suco menor, seletivamente nas
regides rica em adenina-Timina (Figura 4.28). Ao efetuar essa ligacdo ao DNA a

um aumento no rendimento quantico de fluorescéncia do Hoechst®%2,

FIGURA 4.28 - Estrutura cristalina do aduto Hoechst 33258 interagindo pelo

sulcos menor do DNA.

Fonte: Wang et al. 20093,

Para obter informacGes adicionais sobre as interagcdes entre 0 DNA e
0s complexos de ruténio, foram realizados experimentos competitivos com o
corante Hoechst, a partir de crescentes adi¢cdes dos compostos em solugdo tampéo
trisma em pH = 7,4. Neste contexto, complexos que apresentam a afinidade de

interacdo via sulcos menor, pode deslocar o Hoechst e consequentemente
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provocar uma supressao da fluorescéncia. Como pode ser observado na Figura
4.29, os espectros de fluorescéncia dos adutos Hoechst-DNA na presenca dos
compostos, com 0 aumento da concentragdo dos complexos provocou uma
diminuicéo na intensidade da fluorescéncia?>2>78791% |sto de fato poderia indicar
uma interacdo pelo sulco menor do DNA. Todos os complexos apresentaram
comportamento semelhante, evidenciando sua capacidade de expulsar o corante

Hoechst.

FIGURA 4.29 - Espectro de emissdo do aduto Hoechst-DNA com diferentes
concentracoes (a=25uM; b=50puM; c=75uM ;d =10 uM ; e = 12,5 uM; f
=15uM;g=17,5puM e h =20 uM ) dos compostos Al (A) e B1 (B).

(A)

6x10" 4
5%10" 4
4x10"

3x10* A

Intensidade de fluorescéncia

T T T T T - T - T 1
400 450 500 550 600 650 700 750

Comprimento de onda (nm)

(B)

1.0x10°

a)

L0x10* A

ia guu

scenci:

6.0x10"

.
=
W
—
=
e
1

Intelgsidﬂde fluore
N g
i
<
1

.
I

0.0 1199 s suserasrneronrosarsrnrenass tosusacenasensana it taeeyy,
E T T

T T T T
400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

89



Analu Rocha Costa Resultados e discussao

4.5 Ensaio de inibicdo da topoisomerase lla

As topoisomerase sdo enzimas importantes que regulam a topologia
do DNA, e, portanto, estdo envolvidas na proliferacdo celular. Normalmente as
topoisomerase do tipo I e 11 sdo superexpressas em células cancerigenas™®*. A topo
| cliva uma fita de DNA e forma o sistema Topo I-DNA e a Topo Il precisa de
ATP para promover a clivagem de duas fitas de DNA®. A capacidade de
interferir na atividade das topoisomerase € uma estratégia eficaz para o tratamento
do cancer e por isso, tem se mostrado um alvo bastante atrativo.

Os estudos de inibicdo enzimatica da topoisomerase lla, foi
conduzido pelo ensaio de relaxamento por eletroforese em gel, a partir da
incubacdo dos complexos com DNA em sua forma superenovelada com a
enzima, a 37 °C. Os resultados do ensaio de inibicdo da Topo lla, nas
concentracdes de 0,50, 5,0 e 10 uM dos compostos sdo apresentados na Figura
4.30 e 4.31, onde alteracdes na mobilidade dessas bandas indicam possivel

inibicdo da atividade enzimatica.

FIGURA 4.30 - Efeitos de diferentes concentracdes dos complexos Al e A3 na
atividade enzimatica da Topoisomerase lla, a 37°C. C- = somente DNA pBR322
e DMSO), C+ = (DNA e topoisomerase lla).
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FIGURA 4.31 - Efeitos de diferentes concentragdes dos complexos B2 e B4 na
atividade enzimatica da Topoisomerase lla, a 37°C. O controle negativo =

somente DNA pBR322 e DMSO, controle positivo = DNA e topoisomerase lla).

Complexo B2 Complexo B4
f \ f \
C+ C- iopM 5pM 0,50pM 10 upM 0,50 uM 5 pM
- i
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Diante dos resultados apresentados na Figura 4.30, o complexo Al
foi capaz de inibir parcialmente a atividade enzimética da topoisomerase lla, na
concentragdo 10 uM. Em contraste, ndo foi observado nenhuma inibigéo
significativa da enzima para o complexo A6. No caso dos complexos B2 e B4
foram capazes de inibirem a capacidade da topoisomerase relaxar o DNA na
concentracdo de 10 uM, uma vez que a eficicia da inibicdo € dependente da

concentracao.

4.6 Determinacao do coeficiente de particao (log P)

O coeficiente de particho € um parametro fisico-quimico muito
utilizado para avaliar a farmacodindmica e farmacocinética do farmaco. A
determinacéo de tal parametro fornece informacGes da lipofilicidade e, portanto,

da permeabilidade dos farmacos através da membrana celular'>3, Desta forma,
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para alcancar uma melhor viabilidade de transporte, deve-se ter um valor de logP
moderado, segundo a literatura entre 0 < Log P < 3. A lipofilicidade dos
complexos de ruténio(ll), foi determinada pelo método shape-flash, em um
sistema n-octanol/agua, no qual os compostos foram solubilizados em n-octanol,
contendo 4 % de dmso. Os valores dos coeficientes de particdo obtidos para 0s

complexos encontram-se na Tabela 4.12.

TABELA 4.12 - Dados dos valores de coeficente de particdo, experesso em Log
P dos complexos série 1 (Al -A8) e série 2 (B1-B2).

Complexos Log P Complexos Log P
Al 0,34 A7 0,49
A2 0,36 A8 0,52
A3 0,54 Bl 0,21
A4 0,34 B2 0,33
A5 0,46 B3 0,68
A6 0,50 B4 0,38

Baseado nos valores de Log P obtidos para os compostos indicam
uma preferéncia pela fase organica. Além disso, todos 0s complexos apresentaram

lipofilicidade semelhantes.

92



Analu Rocha Costa Resultados e discussao

4.7 Ensaios bioldgicos dos complexos (série 1)

4.7.1 Determinacao da citotoxicidade in vitro

O efeito citotoxico dos complexos de ruténio e do ligante foi
determinada frente as linhagens tumorais humanas de mama MDA-MB-231,
MCF-7, SKBR-3, e pulmdo A549 e nas linhagens ndo tumorais MRC-5 (ndo
tumoral de pulméo) e MCF-10A (ndo tumoral de mama), pelo método do MTT,
0 qual é reduzido para cristais de formazan de coloracdo roxa pelas redutases
mitocondrias por células metabolicamente vidveis™®1*’. Assim, um aumento ou
diminuicéo de células viaveis o numero pode ser detectado medindo a absorbancia
e determinar os valores de 1Cs através de curvas de concentragao-resposta obtidas
por regressdo nao linear, empregando o programa GradPrisma®, apds um periodo
de tratamento de 48 horas dos complexos com as células.

A cisplatina foi utilizada como controle positivo. Devido a baixa
solubilidade dos complexos de ruténio sintetizados em agua, foram dissolvidos
em 0,5 % de DMSO em meio de cultura, para garantir que as células ndo estéo
sendo afetas pelo solvente. Na Tabela 4.13 séo apresentados resultados expressos

como valores de 1Cso para os complexos Al - A8 e do ligante NQL.

93



Analu Rocha Costa Resultados e discussao

TABELA 4.13 Valores de ICs, (umol L1) obtidos para os complexos de ruténio(ll) sintetizados e o ligante livre NQ1 (3-estiril-

lausona), controle positivo cisplatina, frente as linhagens de células tumorais e ndo-tumoral, no periodo de 48 h. SD = erro padréo

da média.
Citotoxicidade ap6s 48 h de incubagéo 1Cso (umol L + SD)
Compostos Linhagem celular de mama Linhagem celular de pulméao
MCF-7 SK-BR-3 MDA-MB-231 MCF-10A A549 MRC-5
Al 1,33+£0,37 0,28 + 0,06 0,16 + 0,01 4,95 + 0,29 0,17 £ 0,01 1,51+0,19
A2 0,93 £0,05 0,37 £0,02 0,20 £ 0,02 1,13+0,28 1,42 £0,10 1,60 £0,19
A3 0,18 + 0,01 0,19 + 0,06 0,10 £ 0,01 1,23 £0,02 0,12 + 0,01 1,97 £ 0,30
A4 0,43+0,11 0,23 £ 0,02 0,19+0,01 1,89 £ 0,27 0,85+ 0,07 0,98 +0,14
A5 0,73+0,16 0,24 £ 0,07 0,20 £0,01 4,55 + 0,87 0,19 £ 0,02 2,75+0,21
A6 0,25 + 0,04 0,14 + 0,03 0,10 £ 0,01 3,11 +0,61 0,27 £ 0,02 0,84 £ 0,22
A7 0,16 £ 0,03 0,13+0,02 0,18 £ 0,05 1,53 £ 0,09 0,13+0,01 1,68 £ 0,13
A8 0,72+0,12 0,36 £ 0,01 0,11 +£0,06 1,05+ 0,01 0,30 £ 0,09 1,43+ 0,24
NQ1 >100 >100 >100 >100 >100 >100
*Cisplatina 1398+2,02 10,20+2,02 2490x3,40 23,90+0,70 14,42 £ 1,45 29,09 +0,78

* A cisplatina foi solubilizada em dimetilformamida (DMF).
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De acordo com os dados apresentados na Tabela 4.13 todos 0s
compostos apresentaram atividade citotoxica frente as linhagens celulares
testadas, obtendo valores de 1Cso menores do que o ligante livre e o farmaco de
referéncia cisplatina. O ligante livre ndo apresentou atividade citotoxica na
concentragdo maxima avaliada (100 pmol L™). A coordenacdo do ligante
naftoquinona ao ruténio contribuiu para o aumento da atividade citotoxica dos
compostos, evidenciando uma contribuicdo de ambos os ligantes na esfera de
coordenacéo.

Com relagéo as celulas tumorais das linhagens MCF-7 e A549 os
complexos A3 e A7, séo 0s mais citotoxicos, apresentando valores de 1Csode 0,18
umol Lte 0,16 umol L para linhagem MCF-7 e 0,12 umol L™ e 0,13 pmol L,
para a linhagem tumoral de pulmédo A549. Os efeitos sobre as células foram de
maneira dependente da concentracdo, como demonstrado na Figura 4.32. Em
geral, a ordem dos complexos referente sua acéo citotoxica para MCF-7 foi (A7,
A3, A6, A4, A8, A2 e Al) e para A549 (A3, A7, Al, A5, A6, A4, A8 e A2).

FIGURA 4.32 - Curvas de concentracdo-resposta nas linhagens MCF-7 e A549,

apos a incubacéo de 48 h com os complexos A3 e A7.
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Comparando os valores 1Cs, encontrados para o complexo A7 na
linhagem A549 com compostos analogos, onde € alterado apenas o ligante, nota-

se uma similaridade nos valores encontrados, evidenciando que a presenca da
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bifosfina DPEphos contribuiu para atividade biolégica do composto?. Por outro
lado, quando comparamos os valores de 1Csp nas mesmas linhagens estudadas
(MCF-7 e A549), para os complexos [Ru(lau)(dppe)(bipy)]PFs (0,87 e 0,58 umol
L [Ru(lap)(dppe)(bipy)]PFs, (2,40 e 0,53 umol L7?), ja sintetizados em nosso
grupo LERCI, observa-se que o complexo A3 [Ru(NQ21)(dppe)(bipy)]PFs, foi
mais citotoxico do que seus andlogos. O que nos permitiu inferir que a
coordenacdo do ligante NQ1, favoreceu uma melhora na citotoxicidade do
composto. Neste caso, pode-se concluir também que o aumento da lipofilicidade
influenciou na atividade citotoxica dos compostos, frente as células tumorais. De
modo geral, o complexo A3 (Log P = 0,54 ) apresenta o maior valor de Log P, do
que os complexos [Ru(lau)(dppe)(bipy)]PFs (LogP = 0,48) e
Ru(lap)(dppe)(bipy)]PFs (LogP = 0,38), favorecendo sua permeabilidade através
da membrana celular e, portanto, sua acéo bioldgica.

Para as linhagens SK-BR-3 e MDA-MB-231, os compostos A1-A8
ndo apresentaram diferencas significativas nos valores de ICso entre si, 0 que
impossibilitou realizar uma correlagdo estrutura-atividade. Com relacdo a
lipofilicidade exibido na Tabela 4.12, ndo observamos uma relacdo entre os
valores de Log P e os dados de 1Csp.

Diante dos resultados foi possivel calcular a relacdo entre os valores
de 1Csp nas linhagens tumorais e a 1Csp nas linhagens ndo tumorais, 0s quais séo
mostrados na Tabela 4.14. A partir dessa relacéo foi possivel determinar o indice
de seletividade (1S) dos novos complexos de ruténio, uma vez que o resultado
indica o potencial uso destes metalofarmacos em testes clinicos. Para que um
candidato a farmaco seja considerando seletivo, foi considerando que compostos

apresentem o IS > 218,
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TABELA 4.14 - indices de seletividade dos complexos de ruténio(ll) e da
cisplatina frente as linhagens tumorais. Calculados em funcdo dos valores de 1Csg

em celulas ndo tumorais e tumorais.

Indice de Seletividade

MCF-10A/ MCF-10A/ MCF-10A/ MRC-5/

MCF-7 SK-BR-3 MDA-MB-231 A549
Al 3,7 17,6 30,9 8,8
A2 1,2 3,0 5,6 1,1
A3 6,8 6,4 12,3 16,4
A4 4,3 8,2 9,9 1,1
A5 6,2 18,9 22,7 14,4
A6 12,4 22,2 31,1 3,1
A7 9,56 11,7 8,5 12,9
A8 14 2,9 9,5 4,7
Cisplatina 1,7 0,96 2,3 2,0

Mesmo apresentando potencial citotoxico em todas as linhagens
testadas na triagem in vitro. Os complexos se sobressairam em relagdo ao indice
de seletividade na linhagem tumoral de mama MDA-MB-231. Vale a pena
ressaltar que tumores que o carcinoma mamario triplo-negativo (MDA-MB-231)
apresentam um pior prognostico e maior risco de recorréncia, sendo considerada
um cancer agressivo e com altos indices metastaticos. Além disso, a MDA-MB-
231 é caracterizada pela auséncia de receptores especificos, o que torna o
tratamento um grande desafio, uma vez que tumores triplo-negativo conta com
agentes terapéuticos limitadost®%-161,

De acordo com exposto na Tabela 4.14 os complexos Al, A5 e A6
apresentaram melhores indices de seletividade em células tumorais. Ademais, 0s
compostos demonstraram um IS maior do que o exibido pelo farmaco de
referéncia cisplatina. Dentre a série o complexo A6 foi 0 mais seletivo,

apresentando seletividade de 31, sendo ainda 249 vezes mais seletivo do que a
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cisplatina. Por ter sobressaido nos ensaios de viabilidade celular, os complexos
Al e A6 foram escolhidos para dar continuidade aos experimentos biolégicos na
linhagem celular MDA-MB-231.

4.7.2 Ensaios Morfoldgico

As alteracbes morfoldgicas induzidas pelos complexos, foram
realizadas empregando as células tumorais MDA-MB-231 e a linhagem néo
tumoral de mama MCF-10A, no qual as concentrag6es utilizadas foram 1x 1Cs,
2X 1Csp, e 10x 1Cs0. As imagens foram registradas nos intervalos de tempo de 0,
24, e 48 horas de tratamento com 0s compostos. Os efeitos dos complexos na
morfologia celular estdo ilustrados nas Figuras 4.33 e 4.34.

Os compostos avaliados Al e A6 no tempo de 24 h na linhagem
MDA-MB-231 apresentam comportamento similar, onde observa-se alteracdes na
morfologia celular como: diminuicéo da densidade celular, células no formato de
circular e parcialmente desaderidas, além de formacéo de debris, sendo mais
pronunciados em altas concentragcbes. Como verificado na literatura, tal
comportamento é indicativo de morte celular'®2. Na linhagem nédo tumoral de
mama MCF-10A, também ocorre uma pequena alteragdo na morfologia celular,
porém em concentracbes do que o ICsp, corroborando com os valores de
citotoxicidade, demostrando que os compostos sao mais seletivos sobre as células

tumorais de mama, do que a linhagem tumoral de mama, MCF-10A.

FIGURA 4.33 - Efeito do complexo Al na moforlogia das células (A) MDA-MB-
231(tumoral de mama) e (B) MCF-10A (n&o tumoral de mama). As figuras foram

capturadas no aumento de 10x da objetiva.
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(A) Complexo Al

Linhagem celular MCF-10A
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FIGURA 4.34 - Efeito do complexo A6 na moforlogia das células (A) MDA-
MB-231(tumoral de mama) e (B) MCF-10A (ndo tumoral de mama). As figuras
foram registradas no aumento de 10x da objetiva.
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4.7.3 Ensaios clonogénico (formacéao de coldnias)

O ensaio clonogénico ¢ um experimento in vitro baseado na
capacidade de uma Unica célula proliferar e formar col6nias, e € empregado para
investigar a capacidade de crescimento e reproducéo das células ap0s a exposi¢do
de agentes citotdxicos!®®, Os resultados mostraram que ap6s os 10 dias de cultivo,
o complexo A6 inibiu significativamente a formacao de coldnia das células MDA -
MB-231, quando comparado com controle sem tratamento, de forma

concnetracdo-dependente, como ilustrado na Figura 4.35.

FIGURA 4.35 - Ensaio clonogénico das células MDA-MB-231 tratadas em
diferentes concentracdes do complexo A6, apos 48 h de exposicdo. As imagens
representativas dos pocos séo mostradas juntamente com os graficos de barras da
area e intensidade das col6nias (*p < 0,03; e ***p < 0,001, ****p < 0,0001). Os
dados representam a média + desvio padréo dos experimentos em triplicata. Os

resultados foram comparados utilizando ANOVA e o teste Dunnett.
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De acordo com a Figura 4.35, a area e a intensidade das colbnias
formadas diminuiram proporcionalmente com o aumento da concentracdo do
complexo A6, indicando que o composto € citostatico, uma vez que induz a perda
da clonogenicidade das células MDA-MB-231, bem como sua capacidade de
formar e desenvolver coldniast®. Essas informacoes estdo de acordo com o ensaio
de viabilidade celular, indicando a citotoxicidade do complexo avaliado, tal
comportamento ja foi observado para outros compostos de ruténio contendo

ligantes fosfinicos e naftoquinonas’®.

4.7.4 Ensaios de migracao celular — Wound Healing

A migracdo celular esta diretamente envolvida no processo de
metastase, pois ela surge apos as células tumorais migrarem do tumor primario
por meio do sistema circulatorio e fixar-se em novo local. A progressdo da
metastase € a principal causa de morte em pacientes com cancer, tornando um
ponto muito importante para o desenvolvimento de compostos que sejam capazes
de agir na migracdo celular'®, Com essa finalidade, empregou -se o ensaio Wound
Healing, para avaliar o efeito dos complexos Al e A6 sobre processo migratério
na linhagem celular MDA-MB-231. Foi realizado uma risca sobre superficie
celular e o fechamento da risca e as imagens do processo foi monitorado até 24
horas. Na Figura 4.36 é possivel observar que os complexos promoveram a
diminuicdo da migracéo celular nas concentracdes avaliadas, quando comparado
com controle, no qual houve o fechamento da risca.

O complexo Al inibiu 67 % da &rea da risca na concentracédo 1,00
umol L1, enquanto o composto A6, foi capaz de inibir eficazmente o processo
migratorio, monstrando uma inibicdo de 72 % na mesma concentracdo. Ademais
foi utilizado nos experimento a Mitomicina C, com a finalidade de evitar a

proliferacdo celular.
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FIGURA 4.36 - Ensio de migracdo dos complexos Al e A6 na linhagem celular
MDA-MB-231, nas concentracbes 0,25, 0,50 e 1 pmol L™ A direita,
representacdo grafica da porcentagem de fechamento da risca apds o tempo de
tratamento de 24 horas. (** p < 0,01 e ****p < 0,001). Os dados representam a

média £ desvio padrdo dos experimentos em triplicata, utilizando ANOVA e teste

Dunnett.
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4.7.5 Analise do ciclo celular

O ciclo celular se caracteriza por um conjunto organizado de eventos
que proporciona o crescimento e a divisao celular. Conforme mostrado na Figura
4.37 a progressao do ciclo celular € composta por duas fases importantes:
intérfase e mitose. Na intérfase as células se dividem através de quatro fases G1,
S, G2 e M. A fase G1 é responsavel pelo crescimento e a sintese de biomoléculas,
como proteinas e lipidios, que serdo utilizadas na fase posterior, a fase S é
considerada uma das mais importante, pois ocorrera a sintese de DNA. A proxima
fase G2, também ocorre o crescimento e preparacdo de proteinas especificas que
serdo usadas na etapa de duplicacéo celular, na fase M. O segundo periodo é a
mitose, também conhecida como fase M, onde as células dividem o material
genético e ocorre a citocinese!®. E por fim, a fase GO ou sub-G1, a célula esta em
um estagio quiescente ou repouso, isto significa que as células encontram

momentanea ou definitivamente fora do ciclo®’,

FIGURA 4.37 - Representacdo da progressdo das fases do ciclo celular e os

pontos de checagem.
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A progressao no ciclo celular é indicada pelos reguladores de ciclo
ou pontos de checagem, isto &, para que este estagio ocorra de forma segura,
existe um controle que visa manter as informacgdes geneticas seguras, ou seja,
somente continuam no ciclo celular as células que estdo livres de erros, sem danos
em seu DNA, caso o dano ndo seja reparado, a célula entra em processo de
apoptose!®”1%8 Além disso, a inativacdo dos pontos de checagem no ciclo celular
leva a proliferacdo desordenada e podem resultar no desenvolvimento de células
cancerigenas® e, assim, demonstram a necessidade de agentes quimioterapicos
que sdo capazes de atuar diretamente no ciclo celular interrompendo o processo
de divisdo celular. Neste ensaio, avaliou-se a capacidade dos complexos de
ruténio de causar alteracao na distribui¢do no ciclo celular da linhagem tumoral
de mama MDA-MB-231, coradas com iodeto de propidio, conduzido pela técnica
de citometria de fluxo. Nas Figuras 4.38 e 4.39 sdo apresentados os graficos que
descrevem a distribuicdo percentual de células nas fases do ciclo celular, para os
complexos Al e A6.

Como se pode observar a partir dos resultados de citometria de fluxo,
0s complexos Al e A6 apresentaram um baixo percentual de células com o DNA
fragmentado (sub-G1) e estatisticamente ndo houve diferencas significativas em
comparagdo com o controle em sub-G1. Uma caracteristica da fragmentacéo do
DNA é o indicio de morte celular por apoptose!’®1", Em relacdo ao complexo A8,
pode-se observar uma diminuicdo acentuada de maneira dependente da
concentracdo na proporc¢éo de células na fase G1, em comparagdo com as celulas
néo tratadas (controle). O complexo Al promoveu uma diminuicdo nas células na
fase S de maneira concentracdo-dependente para o complexo Al. Resultados
semelhantes foram observados em outros estudos in vitro demonstraram que 0s
complexos de ruténio(ll) podem causar danos no ciclo celular em G1 e
principalmente em S em varias linhagens tumorais, por exemplo em

adenocarcinoma de mama, cancer de pulmao e figado?310>172-176
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FIGURA 4.38 - Efeito do complexo Al na distribuicéo do ciclo celular de celulas
MDA-MB-231 ap6s 48h de incubacdo. Histogramas de DNA do ensaio do ciclo
celular e o grafico da porcentagem de celulas corresponde a cada fase do ciclo
celular apos o tratamento com o complexo Al em diferentes concentracdes, por
48h. Os valores representam a média + desvio padrdo, dos experimentos
realizados em triplicata. Os dados foram comparados com o controle.
Significancia no nivel de ** p< 0,005 usando Two-Way ANOVA seguido pela

analise pos-teste de Bonferroni’s.
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FIGURA 4.39 - Efeito do complexo A6 na distribuicdo do ciclo celular de celulas
MDA-MB-231 ap6s 48h de incubacédo. Histogramas de DNA do ensaio do ciclo
celular e o grafico da porcentagem de celulas corresponde a cada fase do ciclo
celular apés o tratamento com o complexo Al em diferentes concentragdes, por
48h. Os valores representam a média £ desvio padrdo, dos experimentos

realizados em triplicata. Os dados foram comparados com o controle.
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Significancia no nivel de ** p< 0,005 usando Two-Way ANOVA seguido pela
analise pos-teste de Bonferroni’s.
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4.7.6 Ensaio de apoptose

Para investigar se os complexos de ruténio, induzem morte por
apoptose, realizou-se o experimento empregando o Kit Anexina V-PE, que
permite diferenciar as células apoptoticas de células necréticas. Os mecanismos
de morte se diferenciam por meio de multiplos sinais morfologicos e vias
bioquimicas. No caso de morte via apoptose ocorre o encolhimento celular,
condensacéo da cromatina e formacao de corpos apoptoticos que sao rapidamente
fagocitados por macrofagos. No mecanismo via necrose ocorre aumento do
volume celular, que leva uma ruptura da membrana celular e liberacdo do
contelido celular, causando um processo inflamatério®’"178,

Neste sentido a pesquisa sobre o processo de morte tronou um campo

extremante importante para o desenvolvimento de novos farmacos antitumorais,
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uma vez que o desejado é que 0s quimioterapicos possam induzir a morte celular
por apoptose. Diante disso, as células tumorais de mama MDA-MB-231 foram
tratadas por 48h, com os complexos Al e A6 e apds foram utilizados o0s
marcadores: 7-AAD (7-aminoactionomicina), que tém capacidade de permear a
membrana celular comprometida e se intercalar ao DNA, emitindo um sinal
fluorescente que permite quantificar as células em necrose por citometria de
fluxo'’. O outro composto é Anexina V-PE uma proteina que se liga com alta
afinidade as superficies fosfolipidicas externalizadas e marca as células em
apoptose inicial®,

Na Figura 4.40 e 4.41 s&o apresentados os resultados que mostraram
o efeito dos compostos Al e A6 nas células tumorais de mama MDA-MB-231,
em que as células estdo divididas em quatros quadrantes: o inferior esquerdo
representa as células viaveis, inferior direito e superior direito as células em
apoptose inicial e tardia e o Gltimo quadrante superior esquerdo as células em

necrose.

FIGURA 4.40 - Efeitos dos complexos Al e A6 na inducdo de apoptose em
células tumorais de mama MDA-MB-231, ap0s tratamento com diferentes

concentracdes, incubados por 48 h.
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De acordo com as figuras 4.40 e 4.41 os complexos foram capazes
de aumentar as populacdes de células apoptéticas tanto em inicial, quanto tardia
na linhagem MDA-MB-231, ap6s 48 h de tratamento. O tratamento com o
complexo A6 aumentou significativamente as células em apoptose tardia, em
comparacdo com o controle. Além disso, foi observado uma relacdo entre a
concentragdo e a proporcdo de células em apoptose. Analisando os dois
complexos observa-se que o complexo A6 demonstra uma maior capacidade de
induzir a morte das células na linhagem MDA-MB-231 por apoptose do que 0
complexo Al.

Os dados obtidos estédo de acordo com a literatura, entre inimeros
complexos de ruténio(ll), tém demostrado que sdo promotores de morte por
apoptose. Estudos in vitro realizados por Jiang et al,.'®® indicaram que os
complexos de polipiridil de ruténio do tipo [Ru(bpy).(CFPIP)](ClO,). (bpy = 2,2-
bipiridina, CFTIP = (E)-2-(4-fluorestiril)-1H-imidazol[4,5-f][1,10-fenantrolina,
Ru(l1)-1(b); [Ru(fen)2(CFPIP](CIO4)2, Ru(ll)-2(c) e [Ru(dmb).(CFIP](CIO.).,
onde dmb = 4,41-dimetil-2,2’-bipiridina, Rull-3(d), na linhagem HepG-2,
induziram a morte celular por apoptose através das vias mitocondrial mediada por
especies reativas e oxigeénio.

Outro estudo realizado por Grandis et al,.”” também evidenciou o
mecanismo de acdo do complexo  fosfinico de ruténio
[Ru(Lap)(dppm)(phen)]PFs, (Lap = lapachol, dppm = bis-difenil(fosfino)metano)
e phen = 1,10-fenantrolina), no qual induziu apoptose dependente de caspase
através de danos ao DNA conduzidos por espécies reativas de oxigénio em celulas
do cancer de prostata (DU-145).

Uma caracteristica importante na inducdo de morte por apoptose € a
fragmentacdo nucelar'®, portanto realizou-se o ensaio de marcacdo nucelar
empregando o corante conhecido como 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) que
emite fluorescéncia ao se ligar as regides ricas em adenina-timina do DNA. Como

observado na Figura 4.42 o complexo A6 promoveu alteragOes indicativas de
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apoptose nas concentracOes avaliadas, como condensacdo da cromatina e o

surgimento de corpos apoptéticos',

FIGURA 4.42 - Efeito do complexo A6 no DNA nas células do cancer de mama
MDA-MB-231. As células foram tratada em diferentes concentracdes por 24 h e
marcadas com DAPI. As setas amarelas indicam o dano nuclear e o aparecimento

de corpos apoptoticos.
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4.8 Ensaios bioldgicos dos complexos (série 2)

4.8.1 Determinacao da viabilidade celular
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A viabilidade celular dos complexos de ruténio sintetizados e dos
ligantes foi avaliada utilizando o método colorimétrico de microcultura, em que €
possivel determinar os nimeros de células viaveis atraves da redugédo do MTT
pela desidrogenase mitocondrial & cristais de formazan. Os valores de 1Cs, obtidos
nos ensaios em ceélulas ajudam a direcionar o design de metalofadrmacos para
possivel aplicagdo. O screening dos complexos foi realizado frente as linhagens
tumorais MCF-7, SKBR-3, MDA-MB-231, A549 e as linhagens ndo tumorais
MRC-5e MCF-10A, a fim de investigar qual composto apresenta melhor resposta
frente as linhagens cancerigenas. Os resultados de citotoxicidade para 0sS

complexos de ruténio(ll) estdo dispostos nas Tabelas 4.15 e 4.16.

TABELA 4.15 - Valores de I1Csy sdo expressos como média e desvio padréo de
trés ensaios independentes para os complexos de ruténio(ll), seus respectivos
ligantes no periodo de incubacéo de 48 h, nas linhagens tumorais de mama, MDA-
MB-231, MCF-7 e SKBR-3 e a ndo tumoral MCF-10 A.

Citotoxicidade apo6s 48h de incubacéo ICso (UM £ SD)

Complexos MDA-MB-231 MCF-7 SKBR-3 MCF-10A
Bl 0,40+£0,01 090+014 0,060,001 092+0,17
B2 0,21+£0,02 057+£002 058+0,05 218+0,14
B3 0,08+0,03 0,10+0,01 0,07+0,01 115+0,10
B4 0,10+£0,01 0,30+x0,08 0,18+0,05 2,55+0,60
NQ2 >100 >100 >100 >100
NQ3 >100 >100 >100 >100
Cisplatina  24,90+3,40 1399+2,02 10,20+0,90 23,90=0,70
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TABELA 4.16 - Valores de ICso para os complexos de ruténio(ll), seus
respectivos ligantes no periodo de incubacdo de 48 h, na linhagem tumoral de

pulmé&o (A549) e a ndo tumoral de pulmédo (MRC-5).

Citotoxicidade apo6s 48h de incubacéo I1Cso (UM £ SD)

Complexos A549 MRC-5
Bl 1,93+0,54 2,77 0,73
B2 1,87 £0,44 3,16 £ 0,18
B3 0,34 + 0,06 1,22 £0,18
B4 1,55 +0,28 1,33+0,11
NQ2 >100 >100
NQ3 >100 >100
Cisplatina 11,54 +1,19 29,07 £ 0,78

Os valores de ICs dos ligantes naftoquinonas NQ2 e NQ3
corroboram com os trabalhos reportados na literatura, apresentando altos valores
de citotoxicidade, quando testados na concentracdo maxima de 100 pumol L-
16064.77.78118 De acordo com os resultados expostos nas tabelas 4.14 e 4.15, os
compostos apresentaram maior atividade inibitéria do que os valores exibidos
pelo farmaco de referéncia cisplatina (controle positivo). Além disso, apos a
complexacéo dos ligantes ao centro metélico de ruténio, promove um aumento da
atividade biologica em todas as linhagens celulares avaliadas. Curiosamente, 0s
complexos tiveram maior poténcia e afinidade para as linhagens do cancer de
mama. O composto B3 foi o mais citotdxico dentro da faixa de 1Csy apresentado
na Tabela 4.16 o que é consistente com o valor de lipofilicidade (Log P = 0,68).

O complexo B3 apresentou os melhores valores de 1Cs, tendo uma
atividade citotdxica cerca de 331 vezes maior nas células tumorais de mama triplo
negativo, quando comparado com o farmaco cisplatina. Esses dados
demonstraram o potencial antitumoral do composto para as células do cancer de
mama MDA-MB-231.
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A partir dos resultados de ICsy, pode-se calcular indice de
seletividade (IS) referente a cada complexo, no qual considerou-se a relacdo dos
valores de 1Csy encontrados em células ndo tumorais e tumorais, como pode ser

visto na Tabela 4.17.

TABELA 4.17 - Valores de indice de seletividade (I1S) para os complexos B1-B4,
nas linhagens celulares de mama MDA-MB-231, MCF-7 e SKBR-3 e na
linhagem tumoral de pulméo A549.

Indice de seletividade (1S)

Complexos MDA-MB-231  MCF-7 SKBR-3 A549
Bl 2,3 1,0 15 1,5
B2 10 3,8 3,7 2,2
B3 14 11 16 3,8
B4 25 8,5 14 0,91

Cisplatina 0,95 1,7 2,3 2,0

O complexo B4, foi o mais seletivo na linhagem tumorais de mama
MDA-MB-231. Em concordancia com 0s nossos resultados, estudos com o0s
complexos de ruténio Ru(ll)-naftoquinona contendo ligantes fosfinicos e
bipiridinicos, demonstraram que apds 48 h de incubacdo os compostos foram
capazes de inibir a proliferacdo das celulas MDA-MB-231, apresentando
seletividade de 20 vezes maior do que a cisplatina’. De acordo com os valores de
seletividade os compostos B2 e B4 foram escolhidos para dar continuidade aos

ensaios bioldgicos na linhagem triplo negativo MDA-MB-231.

4.8.2 Ensaio morfoldgico
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Com intuito de avaliar os efeitos dos complexos B2 e B4 sobre a
morfologia das células MDA-MB-231 e a ndo tumoral MCF-10A, as células
foram expostas com diferentes concentragbes e as imagens capturadas no
intervalo de O h, 24 h e 48 h. Conforme mostrado nas Figura 4.43 e 4.44, observa-
se alteragcdes morfoldgicas com a concentra¢do no ICsy 0,21 pmol L (B2) € 0,10
umol Lt (B4), no tempo de 48 h. Nas concentracdes acima do 1Csy dos compostos
avaliado, percebe-se uma diminuicdo da densidade celular, aparecimento de
células em formato circular e desaderéncia celular. Por outro lado, nas
concentra¢fes mais baixas ndo foram observadas alteracbes morfoldgicas.

Para as células da linhagem MCF-10A quando tratadas com o0s
complexos B2 e B4 em altas concentragdes no tempo de incubacéo de 48 horas,
tiveram sua morfologia levemente alterada, onde podemos observar células
parcialmente desaderidas e em formato circular. As alteragdes encontradas
indicam que os complexos demostram uma maior seletividade citotoxica pelas

células tumorais.

FIGURA 4.43 - Alteragdes morfologicas do compplexo B2 nas celulas MDA -
MB-231 e MCF-10A. As setas indicam alteracdes morfoldgicas. As setas indicam

as alteragfes morfoldgicas.

Complexo B2
0,21 ptM 1,05 pM

I€T-9IN-VAIN 18D wadeyur|




Analu Rocha Costa Resultados e discussao

Complexo B2

Controle 0,21 pmol L-! 1,05 pmol L-! 2,10 pmol L-! 2,18 pmol L1

\
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FIGURA 4.44 - Alteracdes morfologicas do compplexo B4 nas celulas MDA-
MB-231 e MCF-10A. As setas indicam alteracbes morfologicas. As setas indicam

as alteragfes morfoldgicas.
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Complexo B4

Controle 0,10 pM 0,20 pM 0,40 uM 4,23 uM 8,46 UM

24h

48h

4.8.3 Ensaio clonogénico

Com o experimento clonogénico, buscou avaliar a capacidade de
uma Unica célula proliferar, crescer e formar col6nias. Assim, as células MDA-
MB-231, foram expostas aos compostos em diferentes concentragcbes e 0s
resultados estdo apresentados nas Figuras 4.45 e 4.46. A inibicdo da formacéo de
coldnia é proporcional ao aumento da concentracdo dos complexos, bem como a
diminuig&o da area da col6nia.

No caso do complexo B2 a partir do valor percentual referente area
de coldnia, na concentragédo do ICso, houve completamente a inibicdo de coldnias,
enquanto para o complexo B4, na concentragdo 0,10 umol L, ndo houve inibicdo
total das colonias. No geral, os complexos foram capazes de inibir
significativamente as col6nias de células de mama, evidenciando os efeitos

citotoxicos e citostatico.

FIGURA 4.45 - Ensaio clonogénico das células MDA-MB-231 tratadas com
diferentes concentracdes do complexo B2 (A) e complexo B4 (B) apds 10 dias de
tratamento. Os dados representam média, desvio padrdo, de trés ensaios
independentes em triplicata. Dados significativos em ***p<0,001 e
****p<0,0001 utilizando a ANOVA e pos-teste Dunnet.
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MDA-MB-231

(B)

MDA-MB-231

4.8.4 Ensaio de migracgao
A migracao celular estd envolvida em diversos processos fisioldgicos
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e patoldgicos. No caso do cancer, a migragdo encontra-se presente no processo de

metéstase. O ensaio de migracdo foi empregado para avaliar as propriedades

antimetastatico dos complexos nas células de MDA-MB-23. A quantificacdo da
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area de fechamento da ferida, foi calculado, medido o fechamento da area do
controle e dos compostos mediante o tempo de avaliacgéo.

Na Figura 4.46, observar-se que os complexos foram capazes de
impedir a migracao celular em todas as concentragdes testadas. Comparando as
informac6es dos complexos B2 e B4 com o controle, observa-se que o complexo
B2 foi mais eficiente no processo de migragao, na concentragao de 1,00 M ocorre
uma inibicéo de 89,3 % de migracdo celular. Enquanto para o complexo B4 o

processo migratorio na maior concentracdo nao foi tao eficiente.

FIGURA 4.46 - Ensio de migracdo dos complexos B2 e B4 na linhagem celular
MDA-MB-231, em diferentes concentracdes. A direita, representacéo grafica da
porcentag3m de fechamento da risca apds o tempo de tratamento de 24 horas. (*p
<0,05; ** p<0,01 e ***p<0,01, ****p <0,001). Os dados representam a média
+ desvio padrdo dos experimentos em triplicata, utilizando a ANOVA e teste

Dunnett.
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Controle 0,20 pM 0,40 uM 0,81 uM

Oh-.-.
24h----
48h-.--

Para avaliar se os complexos B2 e B4 sdo capazes de alterar o

% fechamento da risca

citoesqueleto das células tumorais, uma vez que eles foram capazes de inibir a
migracao celular, realizou-se qualitativamente o ensaio de imunocoloracdo onde
as celulas MDA-MB-231 foi marcada com faloidina (Alexa flour488), apos 24 h
de incubacdo com os compostos em diferentes concentragdes. Os resultados
apresentados na Figura 4.47 indicam que houve uma alteracdo no citoesqueleto
celular, como diminuicdo da densidade das fibras de actina em todas as
concentracdes testadas. Além disso, a ruptura no citoesqueleto é um ponto
importante durante a apoptose, devido que as fibras de actina afetam os sinais que

levam a apoptose!84,
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FIGURA 4.47 - Efeito de difrentes concentracbes do complexos de ruténio B4 e
B2 no citoesqueleto das celulas MDA-MB-231. As imagens representa a fixacédo

nas celulas com Alexa Fluor 488. Os quadradinhos em laranja indicam as

alteracOes observadas.
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4.8.5 Analise do ciclo celular

A atividade citotdxica dos complexos frente as linhagens tumorais,
pode estar associado a parada do ciclo celular ou inducéo de apoptose. Buscando
investigar o efeito dos complexos de ruténio no ciclo celular, as células MDA-
MB-231 foram tratadas nas concentragdes %2 1Csg, 1xXICso € 2XICs € incubadas
por 48 horas e subsequente as células foram coradas com iodeto de propideo e
conduzida por citometria de fluxo. Na Figura 4.48 estdo apresentados os graficos

de porcentagem de distribuicdo do ciclo celular em diferentes concentragdes dos
compostos B2 e B4.

FIGURA 4.48 - Efeito dos complexos B2 e B4 na distribuicdo do ciclo
celular na linhagem tumoral MDA-MB-231. Siginificancia (*p < 0,05; **

p <0,01 e **p<0,001). Os dados representam a media = desvio padréo dos
experimentos em triplicata.
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Apesar da similaridade estrutural entre os complexos B2 e B4, 0s
dados do ciclo celular indicam comportamento diferente no processo de parada
das fases do ciclo. Para o complexo B4 houve um aumento na proporcao celular
em sub-G1, onde podemos observar que a quantidade de células aumenta em

maiores concentragdes, sendo o efeito de maneira concentragéo dependente. Tal
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comportamento em sub-G1 corresponde a fragmentacdo do DNA, que leva a
morte por apoptose!®?183 Além disso, houve um decréscimo da populacédo de
células em fases G1 e G2/M, quando comparado com o controle. Os resultados
obtidos sugerem que o composto B4, pode provocar alteracdo nas fases G1 e
G2/M do ciclo celular em fungdo da concentracdo e do tempo de exposicdo deste
complexo. Enquanto o complexo B2 n&o houve nenhuma alteragao significativa
nas fases de distribuicdo no ciclo celular, exceto nas concentracées 0,105 pumol L
1e 0,42 pmol L em que observou um discreto aumento na porcentagem de

células na fase G1.

4.8.6 Ensaio de apoptose

Para avaliacédo da influéncia dos complexos B2 e B4 na inducéo de
morte por apoptose da linhagem tumoral MDA-MB-23, foi realizado ensaio a
partir da incubacdo dos compostos em diferentes concentragfes por um periodo
de 48 horas. Posteriormente as células foram marcadas com o0s corantes
fluorescentes anexina V-PE e o0 7-AAD e quantificado por citometria de fluxo. Os
resultados obtidos para os complexos B2 e B4 na inducdo de apoptose estdo
apresentados na Figura 4.49.

Incialmente foi observado um aumento do percentual de células
apoptoticas, sendo referente aos valores de 25,4 % (0,21 pmol L1), 29,8 % (0,32
umol L) e 37,7 % (0,84 umol L), para o composto B2, esses valores
correspondem a somatdria das células em apoptose inicial e tardia. No caso do
complexo B4 nas concentra¢des 0,10 umol L™ 0,50 pmol L e 1,00 pmol L a
proporcdo de células apoptdticas foram de 6,75 %, 145 % e 26,1 %
respectivamente. Diante dos resultados os compostos induzem a morte por
apoptose de maneira dependente da concentracdo. Na literatura os complexos de
ruténio sdo conhecidos por promover morte por apoptose em diferentes linhagens

tumorais.
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FIGURA 4.49 - Efeitos dos complexos B2 e B4 na inducéo de apoptose de células

MDA-MB-231, ap0s tratamento com diferentes concentracdes, incubados por 48

h.. Siginificancia (** p < 0,01 e ****p < 0,001). Os dados representam a média +

desvio padréo dos experimentos em triplicata, utilizando a ANOVA.
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Zeng et al,.!® relataram o mecanismo de acdo de complexo de
polipiridil de ruténio(ll), do tipo [Ru(dmb).(dhbn)]?*, [Ru(phen).(dhbn)]?**,
[Ru(dmb),(dhbn)]** e [Ru(dmp)z(dhbn)]?*, onde dmb = 4,4 -dimetil-2,2’-
bipiridina; bpy = 2,2’-bipiridina; dmp = 2,9-dimetil-1,10-fenatrolina e phen =
1,10-fenatrolina, onde os resultados demonstraram que 0s compostos induzem
apoptose em células tumorais HepG-2, por meio da via mitocondrial mediada por
ROS.

A fragmentacdo do DNA ¢é uma marca registra da morte por
apoptose, sendo assim o dano ao ndcleo, foi investigado pelo de ensaio de
coloracdo com DAPI, conforme visualizado na Figura 4.50, os resultados indicam
que o composto promove condensacdo da cromatina do DNA, que € mais uma

evidéncia de apoptose.

FIGURA 4.50 - Efeito do complexo B2 no DNA nas células MDA-MB-231. As

celulas com foram marcadas com DAPI. As setas laranja indicam o dano nuclear.

Controle

0,21 ymol L 1,05 pmol L L 2,10 pmol L-!
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CAPITULO 5 - CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados doze novos
complexos de ruténio(ll), contendo ligantes naftoquinonas, bipiridinicos e
fosfinicos, divididos em duas séries. A primeira série foi formada por oito
complexos contendo o ligante 3-estiril-lausona (NQ1) e na segunda série foi
composta de quatro compostos contendo os ligantes lausona (NQ2) e lapachol
(NQ3).

As caracterizacdes realizadas pelo uso de diversas técnicas
espectroscopicas, espectrométricas, analise elementar e condutividade molar
permitiram confirmar as estruturas propostas para 0s compostos. O modo de
coordenacdo metal-ligante ocorreu de forma de bidentada, via atomos de oxigénio
(O1 e O2). Em relagdo as das estruturas cristalinas obtidas pela difracédo de raios
X, foi possivel identificar os dois isdbmeros obtidos no meio reacional, onde temos
0 atomo de oxigénio da carbonila dos ligantes naftoquinonas trans posicionado
ao atomo de fésforo da fosfina, e a outra espécie apresenta 0 &tomo de oxigénio
da hidroxila trans ao atomo de fosforo.

A técnica de RMN de BC{*H} também corroborou com a estrutura,
onde os espectros obtidos mostraram informacdes significativas devido a
presenca das carbonilas e hidroxilas, serem deslocadas para regides mais
desblindadas devido formacdo do novo composto.

No ensaio de interagdo com a biomolécula DNA, empregando a
viscosidade, eletroforese em gel e titulacdo espectroscopica (competicdo com a
sonda Hoechst), os estudos demonstraram que os complexos de ruténio(ll) ndo
interagem de forma covalente ou intercalativa com DNA. Na eletroforese ndo se
observou alteragdes significativas na mobilidade do DNA plasmidial com os
compostos. O ensaio de competitivo com o Hoechst 33258, evidenciou que 0s
complexos foram capazes de deslocar o corante da estrutura do DNA, sugerindo
que os compostos interagem via sulco menor do DNA. Os resultados obtidos para

as series 1 e 2 estdo em concordancia entre si. Com 0s ensaios de inibicdo

126



Analu Rocha Costa Concluséo e perspectivas futuras

enzimatica da topoisomerase lla, observou-se que os complexos Al, B2 e B4 sdo
capazes de inibir parcialmente a atividade da enzima.

Os estudos de interacdo dos compostos de ruténio(ll) com a HSA,
demonstraram que os complexos interagem pelo sitio | da proteina. As constantes
de ligacdo compreendem a ordem de 10%a 10° indicando interagGes de fraca a
moderada. Os parametros termodindmicos calculados indicam forgas
hidrofobicas. Além disso, valores negativos de energia de Gibbs contribuem para
processo de interacdo espontdneo e reversivel, sendo entropicamente e
entalpicamente favoravel.

Os 12 complexos sintetizados foram avaliados frente as linhagens
tumorais de mama MDA-MB-231, MCF-7 e SKBR-2 e a tumoral de pulméo
A549 e as linhagens ndo tumoral MCF-10A e MRC-5. Os resultados de
viabilidade celular demonstram que os complexos de ruténio sdo mais citotoxicos
do que os ligantes livres e o farmaco de referéncia cisplatina. Os valores de
seletividade dos compostos sobressairam na linhagem tumoral de mama triplo
negativo MDA-MB-231.

Os complexos de modo geral causaram alteracbes morfologicas nas
células MDA-MB-231 e MCF-10A, sendo mais pronunciado na linhagem
tumoral. Ademais, os compostos foram capazes de inibir a formacéo de colbnias
e modificar o citoesqueleto celular das células MDA-MB-231. Quando avaliados
no ensaio do ciclo celular os complexos A6 e B4 induziram um actumulo de
celulas na fase sub-G1, nas concentracBes acima do ICsp. Além disso, 0s
complexos induziram a morte celular por apoptose.

Diante de todos os resultados apresentados nesta tese, os 12
complexos de ruténio contendo ligantes naftoquinonas demonstram grande
potencial antitumoral e promissores metalofarmacos para o tratamento do cancer.
Neste sentindo, ha necessidade de aprofundar os estudos em relacdo aos seus
efeitos in vivo, em particular no tratamento do cancer de mama, com intuito de

avaliar a toxicidade dos complexos através do modelo de animais.
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APENDICE

Espectros de absorcao na regiao do infravermelho dos complexos e do

ligante 3-estiril-lausona (NQ1) da Série 1 (Al a A8).

FIGURA Al - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho para o ligante
NQ21 (preto) e o complexo A2 (roxo) em pastilha de KBr.
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FIGURA A2 - Espectro de absorcéo na regido do infravermelho do ligante NQ1
(-) e o complexo A3 (-) em pastilha de KBr.
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FIGURA A3 - Espectro de absorcao na regiao do infravermelho para NQ1 (-) e o

complexo A4 (-) em pastilha de KBr.
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FIGURA A4 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho para o ligante
NQ1 (-) e o complexo A5 () em pastilha de KBr.
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FIGURA A5 - Espectro de absorcao na regido do infravermelho para o ligante
NQ1 (-) e o complexo A6 () em pastilha de KBr.

100

90
80
70

60 W/‘A
50

40

30

Transmitincia (%)

20

3-estiril-lausona

Complexo A6

0 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

10 1

Numero de onda (cm")

FIGURA AG6 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho para o ligante
NQ1 (-) e o complexo A7 (=) em pastilha de KBr.
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FIGURA A7 - Espectro de absorcao na regido do infravermelho para o ligante
NQ1 (-) e o complexo A8 () em pastilha de KBr.
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Espectros eletronicos na regido do ultravioleta e visivel em dmso,
para os complexos da série 1

FIGURA A8 - Espectro de absorcdo no UV-visivel para o complexo A2 e A3 em

dmso
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FIGURA A9 - Espectro de absorcdo no UV-visivel para o complexo A4 e A5 em

dmso
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FIGURA A10 - Espectro de absorcdo no UV-visivel para o complexo A6, A7 e

A8 em dmso
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Voltamograma ciclico em solugédo 0,1 mol L™ de PTBA em
diclorometano a 100 mV/s.

FIGURA Al1 - Voltamogramas ciclicos dos complexos A2 e A3 em solucgéo 0,1
mol L de PTBA em diclorometano a 100 mV/s.
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FIGURA A12 - Voltamogramas ciclicos dos complexos A4 e A5 em solugéo 0,1
mol L de PTBA em diclorometano a 100 mV/s.
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FIGURA A13 - Voltamogramas ciclicos dos complexos A6, A7e A8 em solucéo
0,1 mol L de PTBA em diclorometano a 100 mV/s.
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FIGURA Al4 - Espectros de massas para 0 complexo Al e a estrutura quimica
referente ao ion fragmento.
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FIGURA Al4 - Espectros de massas para 0 complexo A2 e a estrutura quimica

referente ao ion fragmento.
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FIGURA A15 - Espectros de massas para 0 complexo A3 e a estrutura quimica

referente ao ion fragmento.
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FIGURA A16 - Espectros de massas para 0 complexo A4 e a estrutura quimica

referente ao ion fragmento.
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FIGURA A17 - Espectros de massas para 0 complexo A5 e a estrutura quimica

referente ao ion fragmento.
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FIGURA A18 - Espectros de massas para 0 complexo A6 e a estrutura quimica

referente ao ion fragmento.
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FIGURA A19 - Espectros de massas para 0 complexo A7 e a estrutura quimica

referente ao ion fragmento.
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FIGURA A20 - Espectros de massas para 0 complexo A8 e a estrutura quimica

referente ao ion fragmento.
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Espectros de RMN de ‘H, 3C{*H} e 3'P{H}

FIGURA A20 - Espectro de RMN !H do ligante NQ1 (3-estiril-lausona) em
Acetona-do6.
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FIGURA A21 - Espectro de RMN BC{*H} do ligante NQ1 (3-estiril-lausona) em
Acetona-d6.
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FIGURA A22 - Espectro de RMN H do complexo A2 em Acetona-d6.
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FIGURA A23 - Espectro de RMN ¥C{*H} do complexo A2 em Acetona-d6.
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FIGURA A24 - Espectro de RMN 3!P{*H} do complexo A2 em Acetona-d6.
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FIGURA A25 - Espectro de RMN *H do complexo A3 em Acetona-d6.
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FIGURA A26 - Espectro de RMN ¥C{*H} do complexo A3 em Acetona-d6.
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FIGURA A27 - Espectro de RMN 3'P{*H} do complexo A3 em Acetona-d6.
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FIGURA A28 - Espectro de RMN *H do complexo A4 em Acetona-d6.
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FIGURA A29 - Espectro de RMN B¥C{*H} do complexo A4 em Acetona-d6.
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FIGURA A30 - Espectro de RMN 3!P{*H} do complexo A4 em Acetona-d6.
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FIGURA A31 - Espectro de RMN *H do complexo A5 em Acetona-d6.
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FIGURA A32 - Espectro de RMN ¥C{*H} do complexo A5 em Acetona-d6.
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FIGURA A33 - Espectro de RMN 3!P{*H} do complexo A5 em Acetona-d6.
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FIGURA A34- Espectro de RMN *H do complexo A6 em Acetona-d6.
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FIGURA A35 - Espectro de RMN B¥C{*H} do complexo A6 em Acetona-d6.
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FIGURA A36 - Espectro de RMN 3!P{*H} do complexo A6 em Acetona-d6.
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FIGURA A37 - Espectro de RMN *H do complexo A7 em Acetona-d6.
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FIGURA A38 - Espectro de RMN ¥C{*H} do complexo A7 em Acetona-d6.
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FIGURA A39 - Espectro de RMN 3!P{*H} do complexo A7 em Acetona-d6.
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FIGURA A40 - Espectro de RMN *H do complexo A8 em Acetona-d6.
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FIGURA A41 - Espectro de RMN ¥C{*H} do complexo A8 em Acetona-d6.
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Estabilidade em dmso e dmso/meio de cultura dos complexos
Série 1

FIGURA A43 Espectro de RMN 3P{*H} do complexo A4 em DMSO/meio de
cultura, no periodo de 0, 24, e 48h.
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FIGURA A44 Espectro de RMN 3P{*H} do complexo A5 em DMSO/meio de
cultura, no periodo de 0, 24, e 48h.
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FIGURA A45 Espectro de RMN 3P{*H} do complexo A6 em DMSO/meio de
cultura, no periodo de 0, 24, e 48h.
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FIGURA A46 Espectro de RMN *P{*H} do complexo A7 em DMSO/meio de
cultura, no periodo de 0, 24, e 48h.
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FIGURA A47 Espectro da supressédo da fluorescéncia da HSA

em diferentes

concentracdes dos complexos (2,5 -20 uM) da série 1 a 37°C.
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FIGURA A48 Espectro da supressdao da fluorescéncia da HSA-Varfarina em

diferentes concentracdes dos complexos (2,5 -20 uM) da série 1 a 37°C.
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FIGURA A49 Espectro da supressdao da fluorescéncia da DNA-Hoechst em

diferentes concentracdes dos complexos (2,5 -20 uM) da série 1 a 37°C.
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Espectros de absorcao na regiao do infravermelho dos complexos
e do ligantes (NQ2 = lausona e NQ3 = lapachol) e da Série 2 (B1 a
B4).

FIGURA A50 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho para o ligante
NQ2 e NQ3 em pastilha de KBr.
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FIGURA Ab51 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho para o complexo
B1 em pastilha de KBr.
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FIGURA A52 - Espectro de absorcéo na regido do infravermelho para o complexo
B2 em pastilha de KBr.
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FIGURA A53 - Espectro de absorgao na regido do infravermelho para o complexo
B3 em pastilha de KBr.
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FIGURA A54 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho para o

complexo B4 em pastilha de KBr.
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Espectros eletronicos na regido do ultravioleta e visivel em dmso,
para 0os complexos da série 2

FIGURA 55 - Espectro de absorcdo no UV-visivel para o complexo NQ2 em

dmso.
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FIGURA 56 - Espectro de absorcdo no UV-visivel para o complexo NQ3

protonado e desprotonado em dmso.
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FIGURA 57 - Espectro de absor¢cdo no UV-visivel para o complexo Blem dmso.
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FIGURA 58 - Espectro de absorcdo no UV-visivel para o complexo B2 em dmso.
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FIGURA 59 - Espectro de absorcdo no UV-visivel para o complexo B3 em dmso.
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FIGURA 60 - Espectro de absorcdo no UV-visivel para o complexo B4 em dmso.
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Voltamograma ciclico em solucdo 0,1 mol L™ de PTBA em
diclorometano a 100 mV/s.

FIGURA A61 - Voltamogramas ciclicos dos complexos B1 e B2 em solucgéo 0,1
mol L de PTBA em diclorometano a 100 mV/s.
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FIGURA A62 - Voltamogramas ciclicos dos complexos B3 e B4 em solucgéo 0,1
mol L de PTBA em diclorometano a 100 mV/s.
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FIGURA A63- Espectros de massas para o complexo Bl e a estrutura quimica

referente ao ion fragmento.
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FIGURA A64- Espectros de massas para o complexo B2 e a estrutura quimica
referente ao ion fragmento.
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FIGURA AG65- Espectros de massas para o complexo B3 e a estrutura quimica

referente ao ion fragmento.
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FIGURA AG66 - Espectros de massas para o complexo B4 e a estrutura quimica

referente ao ion fragmento.
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2

Espectros de RMN de H, BC{*H} e 3P{*H} dos complexos da
série

FIGURA AG67 - Espectro de RMN *H do ligante NQ2 (lausona) e NQ3 (lapachol)

em Acetona-d6.
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FIGURA A68 - Espectro de RMN BC{*

Acetona-d6.
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FIGURA A69 - Espectro de RMN BC{*H} do ligante NQ2 (lapachol) em
Acetona-d6.
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FIGURA A70 - Espectro de RMN 'H Complexo B1 em Acetona-d6.
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FIGURA A71 - Espectro de RMN 3C{*H} Complexo B1 em Acetona-d6.
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FIGURA A72 - Espectro de RMN 3'P{*H} Complexo B1 em Acetona-d6.
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FIGURA A73 - Espectro de RMN 'H Complexo B2 em Acetona-d6.
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FIGURA A74 - Espectro de RMN *C{*H} Complexo B2 em Acetona-d6.
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FIGURA A75 - Espectro de RMN 3'P{*H} Complexo B2 em Acetona-d6.
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FIGURA A76 - Espectro de RMN H Complexo B3 em Acetona-d6.
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FIGURA A77 - Espectro de RMN 3C{*H} Complexo B3 em Acetona-d6.
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FIGURA A78 - Espectro de RMN 3!P{*H} Complexo B3 em Acetona-d6.
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FIGURA A79 - Espectro de RMN 'H Complexo B4 em Acetona-d6.

w [=)] < N 0N [+ 2B e)] [=]

o~ ~ (=] MmN M~ 1 <

o sl L 0N m N -

| I | NS [ |

H5
H4
H Hy;,, + H 3
fosfina T bipy lap é
SI
g
<
Hbipy H3

Y

A L

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5
f1 (ppm)

FIGURA A80 - Espectro de RMN *C{*H} Complexo B4 em Acetona-d6.
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FIGURA A81 - Espectro de RMN 3'P{*H} Complexo B4 em Acetona-d6.
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FIGURA A82 - Espectro de RMN 3P{*H} do complexo B3 em DMSO/meio de
cultura, no periodo de 0, 24, 48 e 72h.
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FIGURA A83 Espectro de RMN 3P{*H} do complexo B4 em DMSO/meio de
cultura, no periodo de 0, 24, 48 e 72h.
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FIGURA A84 - Espectro da supressdo da fluorescéncia da HSA em diferentes

concentragdes dos complexos B1-B4 (2,5 -20 uM) da série 2 a 25 °C.
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FIGURA A85 - Espectro da supressdo da fluorescéncia da HSA em diferentes
concentracdes dos complexos B1 — B4 (2,5 -20 uM) da série 2 a 30 °C.
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FIGURA A86 - Espectro da supressdo da fluorescéncia da HSA em diferentes
concentragdes dos complexos B1-B4 (2,5 -20 uM) da série 2 a 37 °C.
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FIGURA A87 - Espectro da supressdo da fluorescéncia da Hoechst-DNA em

diferentes concentrag6es dos complexos B1-B4 (2,5 -20 uM) a 37 °C.
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TABELA Al- Dados cristalograficos dos complexos da série 1.
Complexo A3 Complexo A6 Complexo A5
Formula Molecular CsaHa3FeN20sPsRu CsaHa1FeN20sPsRu CseH47FsN203PsRu
Massa Molar (g/mol) 1075,931 1073.87 1103.93
Sistema cristalino Triclinico Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P-1 P2:/c P21/n

Dimensoes da cela unitaria

Volume (A3)

Z

Densidade (calculada) g/cm?
Coeficiente de absor¢do (W/mm™)
F(000)

Tamanho do cristal

Alcance de 0 para coleta
Alcances dos indices

ReflexGes coletas
ReflexGes independentes

Indices R final [[>=2c (I)]
Indices R (todos)

a=10,8597(5) A/ a.=80,503(3)°
b=14,8589(5) A/ B =71,702(4)°
c=16.0976(6) A/ y = 84,252(3)°

2429,17(18)
2
1,471

1094,1

0,283 x 0,195 x 0,122

5,24 para 52°
-16<h<17,-23<k<23,-25<1<25

49443
9541 [Rint = 0,0523, Rsigma = 0,0664]

R: = 0,0410, wR. = 0,1068
R: = 0,0536, wR, = 0,1237

a=16.4046(12) A/ a = 90°
b=16.4556(11) A/ p = 107.140(7)
¢ =20.9320(14)A/ y = 90°

5399.6(7)

4

1,321

0.442

2184,0

0,464 x 0,313 x 0,189
5,198 para 51,49

-15<h<20,-18<k<19,-24<1<

25
17020

10283 [Rint = 0,0298, Rsigma = 0,0507]

R1=0,0597, wR. = 0,1543
R:1=0,0910, wR. = 0,1872

a=19.6318(6) A/ o.=90°
b=12.8066(4) A/ B =
106.289(4)°
c=20.4536(8) A/y=90°
4936.0(3)

4

1.486

0.485

2256.0

0.375x 0.201 x 0.176
5.228 para 53.998
-25<h<25,-15<k<16, -26
<1<26

30699

10690 [Rint = 0.0283, Rysigma =
0.0343]

R1=0.0397, wR> = 0.0832
R1 = 0.0645, wR> = 0.1032
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TABELA A2 - Dados cristalograficos dos complexos da série 1.

Formula Molecular

Massa Molar (g/mol)
Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensoes da cela unitaria

Volume (A3

Z

Densidade (calculada) g/cm?
Coeficiente de absorgédo (u/mm™)
F(000)

Tamanho do cristal

Alcance de 0 para coleta
Alcances dos indices

Reflexdes coletas
Reflex6es independentes

Método de refinamento
Indices R final [I>=2c ()]
indices R (todos)

Complexo A7
Ce4H47FsN204P3RU

1216,01
Monoclinico
P21/n
a=16,8565(5) A/ a=90°
b=16,4571(4) A/ B = 101,814(3)°
c=19,7391(5) A/ y = 90°

5359,8(3)

4

1,507

0,456

2480,0

0,444 x 0,214 x 0,15

5,38 a 54
21<h<2l,-21<k<21,-25<1<
25

60187

11689 [Rint = 0,0306, Rsigma = 0,0216]

1.146
R1=10.0470, wR2 = 0.1196
R1=10.0669, wR2 = 0.1457

Complexo Al
Ce4Ha9FsN203PsRu

1202,03
Triclinico
P-1
a=11.7481(5) A/ a = 84.349(3)°
b=13.3597(5) A/ B = 89.166(3)°
c=19.6459(8) A/ y=71.694(4)°

2912,7(2)

2

1,371

0,418

1228,0

0,373 x 0,251 % 0,158

5,012 2 69,076
-18<h<18,-20<k<21,-31<I1<
31

68790

23210 [Rint =0,0379, Rsigma =
0,0567

1,006

R1=0,0527, wR2 = 0,1332
R:=0,1001, wR> = 0,1636

Complexo A8
CesHs503P4Ru

1145.07

Monoclinico

P21/n

a=22,43074(16) A/ a.=90°
b=11.30424(9) A/ B =
106,4690(8)
c=25,6271(2) A/ y=90
6231.47(9)

4

1.221

3.343

2364.0

0.442 x 0.058 x 0.033
9,092 a 149,008
27<h<28,-13<k< 14,
32<1<31

76204

12688 [Rint = 0,0738,
Rsigma = 0,0482]

1.129

R: = 0.0452, wR; = 0.1215
R1 = 0.0512, WR2 = 0.1245
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TABELA A2 - Dados cristalograficos do complexo B2.

Férmula Molecular

Massa Molar (g/mol)
Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensdes da cela unitaria

Volume (A%)

Z

Densidade (calculada) g/cm?®
Coeficiente de absorcdo (u/mm™)
F(000)

Tamanho do cristal

Alcance de 0 para coleta
Alcances dos indices
Reflexdes coletas

Reflex6es independentes
Método de refinamento
Indices R final [I>=2c (I)]
Indices R (todos)

Complexo B2
Cs1H43FsN203PsRu
1039.85
Tetragonal
I-4

a=28.5058(5) A/ a=90°

b =28.5058(5) A/p=90°

¢ =12.9705(4) A/y=90°

10539.6(5)

8

1311

0.450

4240.0

0.475 x 0.202 x 0.192

5.314 a 53.992

36 <h<36,-36<k<36,-16<1<16
57421

11478 [Rin = 0.0380, Rsigma = 0.0267]
1.071

R1 = 0.0439, wR, = 0.0909

R1 = 0.0344, WR; = 0.0822
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