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RESUMO

COMPLEXOS FOSFINICOS DE RUTENIO(II)MERCAPTOS CONTENDO
LIGANTES N,N-HETEROCICLICOS: ATIVIDADE CITOTOXICA E
MECANISMO DE ACAO. O trabalho aqui apresentado teve por principais
objetivos a sintese, caracterizagdo e estudo biologico de duas séries de complexos
fosfinicos de ruténio(Il) contendo diferentes ligantes mercaptos, e diferindo nos
ligantes N,N-heterociclicos na esfera de coordenacdo. A série de compostos
designada como Série 1, foi constituida de sete complexos com férmula geral
[Ru(NS)(dppb)(pyphen)]Cl (A1-A3) e [Ru(NS)(dppb)(pyphen)|PFs (A4-A7),
onde dppb= 1,4’-bis(difenilfosfina)butano; pyphen= 1-(piren-2-il)-1H-
imidazo[4,5-f][1,10-fenantrolina]; NS= 2-mercaptopiridina (pyS, Al ¢ A4), 2-
mercaptotiazolina (tzdt, A2 e AS), 2-mercaptopirimidina (pySm, A3 e A6), ¢ 4,6-
diamino-2-mercaptopirimidina (damp, A7). J4 a série designada como Série 2 foi
composta de trés complexos, de formula geral [Ru(NS)(dppb)(phen)]PF¢ (A8-
A10), onde phen=1,10-fenantrolina e NS os ligantes mercaptos pyS, tzdt e pySm,
ja detalhados. O composto precursor da Série 1, [RuCly(dppb)(pyphen)], foi
caracterizado e os resultados mostraram a possibilidade de que apresente isomeria
conformacional, que ndo ¢ constatada no ligante livre ou nos complexos finais.
Os complexos de ambas as séries foram analisados por técnicas usuais de
caracterizagao, tais como analise elementar e condutimétrica, espectroscopia na
regido do ultravioleta/visivel e infravermelho, voltametria ciclica, espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear de 'H, BC{'H} e 3'P{'H}, e difracdo de raios X
de monocristais, quando possivel. A avaliacao da citotoxicidade dos complexos
foi realizada frente a linhagens tumorais histologicamente distintas, MDA -MB-
231 e MCF-7 (linhagens tumorais de mama), A549 (linhagem tumoral de
adenocarcinoma pulmonar), A2780 ¢ A2780cis (linhagens tumorais de ovario), €
frente a linhagens ndo tumorais, MCF-10A (linhagem celular de mama) e MRC-
5 (linhagem celular fibroblastica de pulmao). Essa avaliagdo permitiu inferir que

a modificacdo no ligante N,N-heterociclico resultou em menor potencial
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citotoxico para os complexos da Série 1, com relagdo aos compostos da Série 2.
Por sua vez, os complexos da Série 2 exibiram valores de ICs significativos com
relagdo ao precursor e o padrao (cisplatina). Apesar disso, os complexos da Série
1 exibiram citotoxicidade avaliavel nas linhagens tumorais de ovario,
apresentando seletividade a este tipo celular dentre as linhagens tumorais, e indice
de seletividade de pelo menos 2 com relagao a linhagem MRC-5. Os complexos
da Série 2 exibiram citotoxicidade similar nas linhagens avaliadas, com maior
potencial frente as linhagens MDA-MB-231 e A2780cis, com destaque para o
complexo A9, devido aos maiores indices de seletividade. Apods analise do
potencial citotdéxico, os compostos foram avaliados quanto a possivel interagao
com alvos biologicos, que podem atuar como o estimulo que desencadeia o
processo de morte celular ou na farmacocinética dos compostos. Todos os
complexos avaliados apresentaram interacoes reversiveis e fracas com o DNA,
majoritariamente ocorrendo pelo sulco menor da biomolécula. Os complexos ndo
alteraram as estruturas secundaria e terciaria do DNA, levando a conclusao de que
possivelmente o0 DNA nao seja o alvo determinante para a citotoxicidade dos
compostos. Os complexos da Série 2 demonstraram parcial inibi¢do da atividade
catalitica da enzima Topo Ila, enquanto os complexos da Série 1 ndo mostraram
nenhuma inibi¢do da atividade desta enzima, sendo um provavel caminho para
explicar o diferencial na citotoxicidade. Por ultimo, a interagdo com HSA
demonstrou que esta proteina pode estar associada a farmacocinética dos
compostos, podendo carred-los a sitio de acdo biologica, com interacao ocorrendo
pelo sitio Sudlow I da proteina albumina de soro humana. Estudos com os
complexos A6 e A7 da Série 1, e A9 da Série 2, demonstraram que os complexos
induziram alteracdes morfologicas indicativas de morte celular, que exibem
efeitos citostaticos e citotoxicos nas linhagens analisadas, interferem em
estruturas necessarias a cascata metastatica, e por fim, exibem apoptose como

mecanismo de morte celular.
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ABSTRACT

RUTHENIUM(II) PHOSPHINE/MERCAPTO COMPLEXES CONTAINING
N,N-HETEROCYCLIC LIGANDS: CYTOTOXIC ACTIVITY AND ACTION
MECHANISM. The main objectives of this study were the synthesis,
characterization and biological studies of two series of ruthenium phosphine
compounds containing different mercapto ligands, and contrasting in N,N-
heterocyclic ligands in the coordination sphere. The series of compounds
designated as series 1, consisted of seven compounds with general formula
[Ru(NS)(dppb)(pyphen)]CI (A1-A3) and [Ru(NS)(dppb)(pyphen)]PFs (A4-A7),
where dppb= 1,4’-bis(diphenylphosphine)butane; pyphen= 2-(pyren-1-yl)-1H-
imidazo[4,5-f][1,10]phenanthroline; NS= 2-mercaptopyridine (pyS, Al and A4),
2-mercaptothiazoline (tzdt, A2 and AS), 2-mercaptopyrimidine (pySm, A3 and
A6), and 4,6-diamino-2-mercaptopyrimidine (damp, A7). The series 2, comprise
three compounds, of general formula [Ru(NS)(dppb)(phen)]|PFs (A8-A10), where
phen= 1,10-phenanthroline and NS (mercapto ligands)= pyS, tzdt and pySm. The
precursor compound of Series 1, [RuCl,(dppb)(pyphen)], was characterized, and
the results show that the compound probably presents conformational isomerism
that is not verified on the free ligand or final complexes. The compounds of both
series were analyzed by usual characterization techniques, such as elemental
analyses, conductimetry, spectroscopic in the ultraviolet/visible and infrared,
cyclic voltammetry, 'H, C{'H} and 3'P{'H} nuclear magnetic resonance
spectroscopy, and X-ray diffraction. The cytotoxic potential of compounds was
evaluated against histologically distinct tumor lineages, MDA-MB-231 and
MCF-7 (breast tumor lineages), A549 (lung adenocarcinoma tumor lineage),
A2780 and A2780cis (ovarian tumor lineages), and against non-tumor lineages,
MCF-10A (breast cell lineage) and MRC-5 (lung fibroblast cell line). This
evaluation allows us to infer that the modification on the N,N-heterocyclic ligand
resulted in smaller cytotoxic potential to compounds of series 1 than series 2.

Despite this, the compounds of series 1 presented significant cytotoxicity in
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ovarian tumor cell lineages, exhibiting selectivity to this cell type, and a
selectivity index of at least 2 with respect A2780cis and MRC-5 lines. The
compounds of series 2 exhibited ICsg values significant, compared to the precursor
and cisplatin, with similar activities between compounds to cell lines evaluated.
Greater cytotoxic potential was displayed against MDA-MB-231 and A2780cis
cell lineages, mainly complex A9 due its higher selectivity index. After analyzing
the cytotoxic activity, the compounds were analyzed for possible interaction with
biological targets, that can act how the stimulus triggers the cell death process or
in the pharmacokinetics of compounds. All the complexes present reversible and
weak interactions with DNA, mostly occurring in the minor groove of the
biomolecule. The complexes were not capable alter the secondary and tertiary
structure of DNA, therefore the interaction occurs weak and DNA is possibly not
the determinant target to the compounds’ cytotoxicity. The compounds of Series
2 showed partial inhibition of the catalytic activity of the enzyme Topo Ila, while
in the compounds of Serie 1 no inhibition of activity from this enzyme, which
could be a way to justify the differential in cytotoxicity. Finally, the interaction
with HSA showed that this protein can be associated with pharmacokinetics to the
compounds, carrying them until the biological action site, with interaction through
the Sudlow I site of human serum albumin protein. Studies with compounds A6
and A7 of Series 1, and A9 of Series 2, demonstrated the compounds could induce
morphological changes that indicates cell death, the compounds exhibit cytostatic
and cytotoxic effects on the cell lines analyzed, affect structures necessary for the

metastatic cascade, and finally, exhibit apoptosis as cell death mechanism.
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A parte introdutéria relata sobre alguns topicos que julgamos
importantes para entendimento do que foi realizado neste trabalho, iniciando com
a tematica relacionada a aplicagdo bioldgica de interesse, e finalizando com a

hipotese investigada.

1.1- Cancer

O cancer ¢ uma das maiores causas de mortalidade no mundo, atras
apenas das doengas cardiovasculares. Esta doenga se tornou uma tematica ainda
mais preocupante devido a pandemia da COVID-19 que fez com que os
diagnosticos e/ou tratamentos fossem postergados, resultando em falso declinio
em sua incidéncia, seguido de cenario posterior no qual a doenca ja ¢
diagnosticada em estagio avancado, o que por sua vez, reflete em uma maior
mortalidade.!*

No mundo, somente no ano de 2020 a Organiza¢ao Mundial de Saude
(World Health Organization, WHO) estimou 19,3 milhdes de novos casos de
cancer, dentre os quais 10 milhdes resultaram em Obitos, o que representa mais de
50% do total de casos. Na populacdo feminina o cancer de mama ¢ o mais
incidente e o que causa maior mortalidade, seguido pelos tumores colorretais e
pulmonares. Na populagdo masculina o cancer de pulmdo e prostata quase se
igualam em nivel de incidéncia, mas o cancer de pulmdo causa maior
mortalidade.?

As causas do cancer variam desde habitos inadequados de vida, até¢ a
fatores genéticos (heranga genética), estes ultimos com o menor nimero de casos
associados. A maior incidéncia da doenca estd relacionada a erros aleatorios
durante a divisdo celular, os quais a maquinaria celular ndo consegue reparar.* No
mapa da Figura 1 representa-se a incidéncia de novos casos de cancer no ano de
2020 em todo o mundo, considerando todos os sexos e idades (Figura 1.1-A),

assim como estimativa de novos casos nos proximos anos (Figura 1.1-B).
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No cenario brasileiro, as taxas de incidéncia modificam-se um pouco
em relagdo ao panorama mundial, uma vez que na populacao feminina estimativas
de 2020 indicam maiores taxas com relacdo aos canceres de mama, colorretal e
tireoidiano, nesta ordem (Figura 1.2), e na populacdo masculina o cancer de
prostata foi estabelecido como o mais incidente e responsdvel pela maior
mortalidade dos homens acometidos pela enfermidade, seguido por maior
incidéncia de cancer colorretal e de pulmao.?

Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA), € previsto no Brasil a ocorréncia de 625 mil novos casos de cancer para
cada ano do triénio 2020-2022, sendo o cancer de prostata o mais
incidente(29,2%) na populacdo masculina, € na populacio feminina, o cancer de

mama (29,7%), ndo se considerando os casos de cancer de pele ndo melanoma.’

FIGURA 1.1-A) Estimativas de incidéncia de cancer no mundo por paises, no ano
2020, incluso todas as idades™ B) Proje¢des quanto a novos casos de cancer até o

ano 2040, no mundo**
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Adaptado de Global Cancer Observatory. *Os niimeros entre parénteses indicam a quantidade em paises

onde o tipo de cancer ¢ o mais incidente. **Representacdo do aumento em numero de casos em 47% do
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ano 2020 para 2040, em que cada “figura” em preto representa 507.894 habitantes e em azul a mesma

quantidade, representando ainda a alteracdo no aumento da incidéncia de cancer.

Estes altos niveis de ocorréncia e mortalidade associadas ao cancer,
tornam imprescindiveis pesquisas relacionadas a novos tratamentos e/ou evolucao
de tratamentos pré-existentes. Devido a alta heterogeneidade associada ao cancer,
uma vez que pode ser originado em diferentes 6rgaos e possuem caracteristicas
histomorfoldgicas distintas, varios tratamentos podem ser empregados. Neste
contexto, grandes avancos tém sido realizados em tratamentos que empregam
terapia direcionada (consideradas especificas para diferentes tipos de cancer), e
terapia de genes (inser¢ao de coOpia de gene no genoma que possua alguma
irregularidade especifica), entre outros procedimentos.®’

Figura 1.2-Estimativas das taxas de incidéncia e mortalidade dos principais tipos

de cancer no Brasil, no ano 2020, na populagdo masculina e feminina

80

60 Populacao Populaciao
Masculina Feminina

40

“akh ALL

m Incidéncia
m Mortalidade

g &> o & @ o
& € & ¢ &
TR &S

Fonte: Adaptado de Global Cancer Observatory

Apesar desta evolug¢do, até mesmo na implementagdao destas novas
intervengdes médicas, terapias classicas, como cirurgia, radioterapia e
quimioterapia, ainda sdo muito utilizadas. As novas terapias possuem a¢do bem
especifica, o que as tornam eficazes para tipos seletos de cancer, ndo sendo

eficientes em varios casos. Por exemplo, a terapia direcionada pode ser utilizada
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no tratamento de alguns subtipos de cancer de mama, que possuem receptores
hormonais e/ou amplificacdo de fator de crescimento, e assim pode-se interferir
na producao e/ou acao de hormonios e proteinas. Isso ndo ocorre, por exemplo,
no cancer de mama, classificado como triplo negativo, que nao expressa receptor
hormonal e/ou amplificagdo de fator de crescimento HER-2, e por isso, neste caso
a quimioterapia se torna mais efetiva com relagdo a uma terapia direcionada.® '
Especificamente a quimioterapia se baseia na morte de células
tumorais por acao de medicamentos que atuem de forma sistémica, que tenham
sua acao preferencialmente nas células tumorais com relagado as células sadias. Ha
uma variedade de compostos aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA) para uso como agentes quimioterapicos, dentre os quais muitos sao
compostos organicos, destacando-se produtos naturais, uma vez que
aproximadamente 60% dos medicamentos utilizados provém de tais espécies ou
sdo derivados sintéticos destes.!!"!? Contudo, apesar da pequena quantidade de
compostos inorganicos aprovados para uso como quimioterapicos, estes se
encontram associados a uma parcela significativa de tratamentos, contra diversos
tipos de tumores. Este fato tem impulsionado pesquisas voltadas ao
desenvolvimento de novos compostos inorganicos como potenciais

metalofarmacos.'?

1.2- Compostos inorganicos na Quimica Medicinal

Trés compostos de platina foram aprovados para uso como
quimioterapicos, pela FDA [cisplatina, carboplatina e oxaliplatina], e trés outros
complexos com este mesmo centro metalico, aprovados em determinados paises,
sendo estes relacionados na Figura 1.3.'%!> Além destes compostos de platina ha
relatos, ainda que pouco mencionado na literatura, de outro composto antitumoral
de platina(Il). Este complexo contém o ligante miristato, utilizado de forma a

modular a lipofilicidade deste complexo. Esse composto denominado como
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miriplatina foi aprovado para uso no Japdo em 2009, para tratamento de
carcinoma hepatocelular.!!7

E valido mencionar que recentemente, o composto de paladio,
denominado TOOKAD®, foi aprovado pela agéncia europeia de medicamentos
para uso em terapia fotodindmica com alvo vascular (VTP), em pacientes com

8 {inico com centro metalico distinto de

cancer de prostata de baixo risco,!
platina(II).

O mecanismo de agdo da cisplatina esta relacionado principalmente
a sua acdo sobre o DNA como alvo bioldgico. Devido a este mesmo fator e a
interagdo com outras espécies existentes no organismo, como proteinas ricas em
enxofre, a cisplatina apresenta toxicidade que se traduz em diversos efeitos
adversos, como nefrotoxicidade, ototoxicidade, entre outros.!* Qutros problemas
associados a cisplatina sao sua baixa solubilidade em meio bioldgico, contornada
com aplicacdo intravenosa em solucao salina, e resisténcia no tratamento de longo
prazo, que pode ser tanto intrinseca como adquirida, em fung¢do de varios fatores,
como seu efluxo mediado por transportadores de cobre ATP7A ¢ ATP7B."

Como uma alternativa a resisténcia de medicamentos utilizados
como quimioterapicos € para minimizar os efeitos colaterais provenientes da
administragdo destes, pode-se empregar algumas estratégias. Uma possibilidade
¢ investir em alteragdes estruturais de forma a obter novos potenciais farmacos,
bem como novos mecanismos de acdo, ou promover interacdes farmacoldgicas
diferenciadas que contribuam para a atividade citotoxica at€¢ mesmo em células
resistentes. Essas modificagdes podem ser realizadas mantendo parte do
arcabouc¢o molecular de complexos ja relatados na literatura e aprovados para uso,
a fim de obter espectro de atividade similar, com menos problematicas

associadas.!'+1720
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FIGURA 1.3-A) Aprovagao e uso clinico de compostos de platina(Il) na quimioterapia. B) Composto de paladio(II) aprovado

pela agéncia EMA.
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Além disso, outra possibilidade ¢ alterar a estrutura dos compostos,
de forma mais radical, com modificacdo do centro metalico, possibilitando
resultados variados e muitas vezes promissores, como ja relatado na literatura para
complexos de ouro(IIl), paladio(II), rédio(III), ferro(III), cobalto(Il), ruténio(Il),
entre outros. Dentre estes, os complexos de ruténio(Il) sdo os mais explorados e
que tém despertado maior interesse, devido a publicagdes que demonstram
promissores resultados para determinadas classes de compostos com este ion
metalico, em virtude de caracteristicas intrinsecas destes. Dentre estas
caracteristicas relata-se toxicidade moderada e efeitos colaterais reduzidos, maior
seletividade a células/tecidos tumorais com relacdo as nao tumorais, diferentes
tipos de coordenacdo e possibilidade de estados de oxidagado, que influenciam nos
mecanismos de a¢do destes compostos.!”?!

O primeiro composto de ruténio a ser testado em seres humanos,
como possivel espécie antitumoral, foi o {[ImH][¢trans-RuClis(dmso)(Im)]}, em
que Im= imidazol e ImH= ion imidazolium, usualmente nomeado como NAMI-
A. Em seguida relata-se o complexo {[IndH][trans-RuCls(Ind),]} em que Ind=
indazol e¢ IndH= ion indazolium, comumente conhecido como KP1019,
representado na Figura 1.4. Estes compostos sdo similares estruturalmente,
apresentando Ru(IIT) como centro metalico e ligantes azolicos em sua esfera de
coordenagdo, entretanto, as diferengas estruturais que podem ser ditas pequenas
mostraram afetar a reatividade destes compostos, € consequentemente, resultou
em diferentes perfis biologicos. Como exemplo, ao confrontar-se os perfis
farmacologicos do KP1019 com o NAMI-A, observa-se efeitos distintos.
Enquanto, o KP1019 gera algum efeito citotoxico, a administracio do NAMI-A
resulta principalmente em efeitos antimetastaticos.?***

Apesar da eficdcia destes compostos de ruténio, pioneiros (NAMI-A
e KP1019), que apresentaram alguma eficécia clinica, devido a efeitos colaterais
graves, € no caso do KP1019 também a sua baixa solubilidade no meio biologico,

os estudos clinicos foram descontinuados. Na tentativa de obter melhores
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resultados, modificou-se o contra-ion do complexo KP1019, inserindo um ion
Na', para adquirir melhor solubilidade, tendo gerado o complexo NKP1339,
{[Na][trans-RuCly(Ind),]}, que até onde se tem conhecimento continua em fase

de testes clinicos.?*

FIGURA 1.4-Compostos de ruténio que se destacaram e progrediram em estudos

clinicos.?*?

/ \! N NH
N/) 0+ N . |
N Clom, WCl /S Cl
Cliy, A 0Cl (/J /@\ N 4 (RAPTA-C)
Cl Cl HN Cl Cl N_._/N

N
\\\wl"g-‘:o N S
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X+=Na* X+_+HN//D / \
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Fonte: Adaptado de Thota, S. ef al, 2018; Alessio, E., 2017.

Além destes compostos elaborados por Alessio (NAMI-A)*%6 ¢
Keppler (KP1019/1339)*7% alguns outros complexos de ruténio também se
destacaram, como € o caso daqueles que constituem os grupos RAPTA ¢ RAED,
em que o centro metalico € estabilizado por um ligante areno coordenado, que traz
um outro viés para compostos de coordenacao, relevantes quanto a aplicagao
biologica.”’

Os compostos pertencentes a familia RAED, possuem formula geral
[Ru(n®-areno)(en)Cl]*, em que en= etilenodiamina, ¢ mostraram-se citotoxicos

em diversas linhagens tumorais®, e aqueles pertencentes ao grupo RAPTA
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apresentam formula geral [Ru(n®-areno)(PTA)Cl,], nos quais PTA= 1,3,5-triaza-
7-fosfadamantano, exibindo propriedades antimetastaticas e baixa toxicidade
comparado a resultados obtidos para o NAMI-A. Dentro deste grupo de
compostos pode-se citar 0 RAPTA-C, [Ru(n®-p-cimeno)CIy(PTA)] (Figura 1.4),
que exibiu resultados expressivos em modelo animal, com redu¢do no
crescimento metastatico pulmonar quando administrado em camundongos
portadores de carcinoma mamario. Em associagdo com erlotinibe exibiu efetiva
acdo antitumoral, com redu¢do do crescimento tumoral.?>3°

Ainda a respeito de complexos contendo ruténio(Il) como centro
metalico, € relevante mencionar os complexos polipiridinicos, os quais sdo
extensivamente estudados para diversas finalidades, investigando-se
caracteristicas fotoquimicas, fotofisicas e mais recentemente fotobiologicas. Um
exemplo, ¢ o complexo [Ru(bpy)]*, no qual bpy= bipiridina, amplamente
estudado quanto a estas caracteristicas, assim como seus derivados, sendo de
grande interesse pois a alteracao dos ligantes piridinicos na esfera de coordenagao
do metal, pode ser realizada de forma a se obter complexos com grande variedade
de estados excitados. Um composto desse subgrupo de complexos de ruténio(Il)
que foi integrado a testes clinicos, ¢ conhecido como TLD1433 (Figura 1.4) ¢
possui em sua esfera de coordenagdo um ligante imidazo[4,5-f][1,10]-fenantrolina
anexado a um a-tertienil (3T) e dois ligantes 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina, e € o
primeiro complexo fotossensibilizador de ruténio a avancar para testes clinicos
com humanos, até onde se tem conhecimento. Este apresenta grande eficacia para
o tratamento de cancer de bexiga utilizando terapia fotodindmica, e atualmente
encontra-se em fase de testes clinicos II.%!

Essa possibilidade de diversificar estruturalmente estes compostos,
obtendo respostas bioldgicas variadas para os complexos de ruténio, impulsionam
pesquisas cada vez mais abrangentes a esse respeito, € dentre estas tem-se uma
das vertentes exploradas no Laboratdrio de Estrutura e Reatividade de Compostos

Inorganicos (LERCI), alocado no Departamento de Quimica da Universidade
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Federal de Sdo Carlos. Em linhas gerais, essa linha de pesquisa se propde ao
estudo da relagdo estrutura-atividade de complexos de coordenacao,
principalmente complexos fosfinicos de ruténio(Il), os quais tém exibido
resultados promissores, ¢ que serdo melhor detalhados no proximo topico deste

trabalho.

1.3- Compostos de ruténio(Il) investigados no LERCI

Na linha de pesquisa referente a complexos de ruténio (I1), emprega-
se em geral, ligantes fosfinicos e piridinicos na esfera de coordenacgao, variando-
se um e/ou outro destes ligantes, o que confere a possibilidade de estruturas
diversas. Além destes utiliza-se ainda ligantes bioativos, de forma a verificar a
influéncia na atividade biologica pre-existente destas espécies organicas apos
coordenagdo, como por exemplo, utilizando-se ligantes 1,4-naftoquinonas,
aciltioureias, mercaptos, entre outros.

O trabalho acerca de complexos de ruténio no LERCI, vem sendo
realizado h4d mais de duas décadas, primariamente em um ambito estrutural,
explorando a riqueza obtida com as diferentes possibilidades estruturais,
analisando caracteristicas eletroquimicas e espectroscOpicas destas espécies, o
que permitiu consolidar caminhos reacionais como base para sinteses posteriores.
Em um cenario mais recente, além de continuar diversificando-se estruturalmente
os compostos de interesse, prop0s-se como aplicagdo, avaliacao da citotoxicidade
in vitro em algumas linhagens tumorais histologicamente distintas, assim como
em linhagens ndo tumorais, € em um panorama geral, os complexos tém mostrado
relevante citotoxicidade quando comparado a outros compostos na literatura. >33

O cerne estrutural desses compostos contém, em geral, um ligante
mono e/ou difosfinico, utilizado devido a algumas caracteristicas inerentes a estas
espécies. Sao ligantes neutros, € exibem propriedades de ligacdo ¢ doadora e &t
receptora, o que lhes confere capacidade de estabilizar baixos estados de
oxidacdo, assim como estados de oxidacao mais altos dos metais de transi¢do,

tornando-os versateis E possivel modular as propriedades eletronicas e estéricas

11



Leticia P. de Oliveira Introducao

destas espécies, que resultam em ajuste destas propriedades nos complexos finais.
Em uma analise inicial € possivel verificar que o orbital d do 4tomo de fosforo
tem simetria acessivel para uma sobreposi¢do efetiva com orbitais t,, do metal.
Além disso, considerando-se a ligagdo do atomo de fosforo com seus
substituintes, em uma ligacdo P-R, ha formacao de orbital molecular ¢, € também
de um orbital 6* (antiligante), este ultimo também com simetria adequada a
sobreposi¢do com orbital do metal, propiciando consequente retrodoagio.>*’

Os diferentes substituintes que podem ser ligados aos atomos de
fosforo moldam a capacidade retrodoativa dos ligantes fosfinicos, uma vez que a
maior ou menor eletronegatividade destes substituintes ird gerar uma ligagao P-
R, com maior ou menor estabilidade, que ira acarretar diferenca energética nos
orbitais moleculares originados. Quanto maior a estabilidade da ligacdo P-R,
maior instabilidade é obtida no orbital o*, causando aumento no lobulo orbital
que esta na direcdo do orbital do centro metalico, favorecendo a retrodoagio.
Como resultado deste efeito, ¢ possivel observar encurtamento no comprimento
da ligagdo P-R, devido a menor repulsdo entre o par de elétrons do atomo de
fosforo, e o par de elétrons ligado ao substituinte R. 368

Embasando-se nestes aspectos, o uso de diferentes ligantes fosfinicos
torna-se justificavel, junto a outras propriedades, como por exemplo, obtengdo de
compostos mais lipofilicos. A lipofilicidade ¢ um dos pardmetros utilizados na
previsdao da atividade biologica de um determinado composto, uma vez que,
geralmente, uma maior lipofilicidade resulta em maior internalizacdo do
composto nas cé€lulas, considerando a composi¢do lipoproteica da membrana
plasmatica das células.** Os complexos obtidos no grupo LERCI, em geral,
exibem log P>zero (em muitos compostos proximo a um), indicando maior
afinidade a fase organica com relagdo a fase aquosa. Isto os difere de complexos
classicamente relatados na literatura, como a cisplatina, que apresenta maior
hidrofilicidade, o que pode ser um diferencial quanto a atividade biologica e/ou

mecanismo de agdo.
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Além dessa observagdo, realizada ao longo dos anos, € possivel
ponderar sobre a importancia destes ligantes fosfinicos na atividade biologica dos
complexos, dos quais fazem parte. Analisando os trabalhos do grupo LERCI,
especificamente quanto aos complexos de ruténio, ¢ razoavel concluir que as
diferentes espécies fosfinicas exercem importante papel na atividade bioldgica.
Por exemplo, a0 comparar-se o complexo [Ru(bipy).(Lap)]PFs,* em que bipy=
2,2’-bipiridina e Lap= lapachol, com o complexo [Ru(Lap)(dppe)(bipy)]PFs,* no
qual dppe= 1,2-bis-difenilfosfina(etano), nota-se uma significativa discrepancia
quanto a citotoxicidade destes compostos na linhagem tumoral de mama MDA -
MB-231, em que o primeiro apresenta ICsosn 1gual a 17,5+0,6 uM, e o segundo
[Cso24n) 1gual a 1,65+0,15 uM, com alteragdo do ligante bipiridinico por uma
difosfina na esfera de coordenacao.

Somado aos ligantes fosfinicos, promove-se também coordenagdo de
ligantes N,N-heterociclicos, que sdo extensamente utilizados na quimica
bioinorganica. Da mesma forma que as fosfinas, estes ligantes conferem
modulacdo de varias propriedades dos complexos, como propriedades fisico-
quimicas, fotoquimicas e biologicas, ¢ também auxiliam na maior estabiliza¢ao
estrutural devido a possibilidade de retrodoag¢do dos orbitais do metal para o
orbital ©* dos ligantes polipiridinicos. A unido destes dois tipos de ligantes
(fosfina e bipiridina) permite ampliar as estruturas de complexos de ruténio(II),
possibilitando diversas aplica¢des, dentre estas, potencial bioldogico. 64

Por fim, a esfera de coordenacao do centro metalico em estudo no
LERCI, geralmente ¢ satisfeita com a adigdo de um ligante reconhecidamente
bioativo, conforme ja mencionado, e assim torna-se possivel um comparativo com
a atividade bioldgica apds a coordenacdo. Dessa forma, alguns cernes estruturais
descrevem os compostos estudados no LERCI, sendo estes:
[Ru(L)(N,N)(P,P)]PFs**";  [Ru(L)(N,N)(PPh;),]PF¢*; [Ru(L)(P,P),]PF¢™>%;
[Ru(L)2(P,P)]** e [Ru(L)(n®-areno)(PPh3)]*, nos quais L= ligante anidnico
ambidentado (no geral), N,N= ligante polipiridinico; e P,P= ligante difosfinico.
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Além destes ha outras potenciais estruturas estudadas no grupo, mas de forma
minoritdria, como por exemplo, compostos do tipo [Ru(L)y(PPhs),]>,
[Ru(L)(P,N)(P,P)]PFs* e [Ru(L)(N,N),]PFs*, onde L= ligante ani6nico; N,N=
ligante bipiridinico; P,N= ligante 2-(difenilfosfina)-piridina; P,P= ligante
difosfinico.

Dentre as possibilidades ja estudadas no grupo LERCI, uma das
classes de ligantes bioativos mais utilizada foi a de ligantes mercaptos, que podem
existir em um equilibrio ceto-endlico (formas tautoméricas tiol e tiona), ou ainda
em forma aniOnica. Estes ligantes sdo de relevante interesse quanto a quimica de
coordenacdo, principalmente quando se considera a polarizabilidade dos atomos
coordenantes, sendo o atomo de enxofre um centro mole, € 0 4&tomo de nitrogénio
um centro duro, que permite a ligagdo a ions metdlicos mais ou menos
polarizaveis.?*>°
Além disso, na literatura tanto estes ligantes quanto especies
correlatas, resultam em compostos metalicos que apresentam atividade
antibacteriana, antifungica, antitumoral, entre outras.’’> Estes ligantes
apresentam versatilidade com relagdo aos possiveis modos de coordenagdo®”,
entretanto, nos complexos obtidos no LERCI, nas estruturas gerais do tipo
[Ru(NS)(N,N)(P,P)]PF>*!, [Ru(NS),(P,P)], [Ru(NS)(P,P),]PFs>,
[Ru(NS)(P,N)(P,P)]PF¢*!, esses ligantes se coordenam preferencialmente de
forma bidentada via atomos de nitrogénio e enxofre, na forma anionica. Esse
modo de coordenacao pode ser observado nos complexos apresentados na Figura
1.5, com alguns valores de citotoxicidade também relatados.

Ao comparar-se o complexo [Ru(tzdt)(bipy)(dppb)]PFs com o
[Ru(pySm)(bipy)(dppb)]PFs € possivel observar a influéncia do ligante mercapto
nas propriedades dos compostos, e comparando com o complexo
[Ru(tzdt)(bipy)(dppf)]PFs a influéncia do ligante fosfinico. Apesar de ser
observada alguma diferencga, todos sdo bem citotoxicos. Contrastando o complexo
[Ru(pySm)(bipy)(dppb)]PFs € o [Ru(pySm)(dpphpy)(dppb)]PFs, com alteragao
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do ligante piridinico por um ligante que se assemelha tanto a uma monofosfina,
quanto a ligante piridinico, avalia-se que a modificacao resultou em valor de ICsy
baixo, apesar de ambos serem significativamente citotoxicos.

FIGURA 1.5-Complexos de ruténio (II) contendo ligantes mercapto relatados

pelo LERCI, e respectivos valores de citotoxicidade (tempo de incubagdo 48h)

em linhagem MDA-MB-231 e AS549, com valores de seletividade (IS)

41,42,51,60,61

relacionados a linhagens nao tumorais.
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Por fim, o complexo contendo dois ligantes difosfinicos,
[Ru(pySm)(dppm),PFs, mostrou maior citotoxicidade, como também observado
para o complexo [Ru(2mq)(dppe).]PFs, representados na Figura 1.6, este ultimo
exibindo grande seletividade (IS=114,4) frente a linhagem tumoral de pulmao
A549. Enfatiza-se em ambos os casos, o potencial bioldgico obtido com a
coordenacao de ligantes fosfinicos, ligantes este que apresentam citotoxicidade
relevante, mas em menores niveis com relacdo aos compostos de coordenagao

resultantes.®?
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FIGURA 1.6-Representacao da estrutura dos complexos [Ru(pySm)(dppm),]PFs
e [Ru(2mq)(dppe).]PFs, dados de citotoxicidade e indice de seletividade (IS)
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Fonte: Adaptado de Da Silva, Monize M. et al., 2021; Velozo-Sa, V. S. et al., 2019.

Desse modo, no presente trabalho propds-se ao estudo em um
primeiro momento, da modificagdo do ligante polipiridinico, e posteriormente,
estruturas muito similares aquelas ja relatadas no grupo, para fins de comparacao,
como serd relatado no proximo topico, no qual se apresenta de forma mais

detalhada o assunto em pauta.

1.4- Enunciado da hipotese do presente trabalho

Em acordo com uma das linhas de pesquisa empregada no LERCI, o
presente trabalho teve como principal proposta avaliar a influéncia de ligantes
N,N-heterociclicos no cerne estrutural de complexos fosfinicos de Ru(Il). Assim
utilizou-se o ligante 1,10-fenantrolina que ¢ empregado em compostos do grupo,
bem como a inser¢do do ligante 1-(piren-2-il)-1H-imidazo[4,5-f][1,10-
fenantrolina], com nomenclatura abreviada neste trabalho como pyphen, cuja
estrutura esta representada na Figura 1.7. Este ultimo, apresenta uma por¢ao

fenantrolina (que ¢ frequentemente utilizada em compostos polipiridinicos), e
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uma por¢ao pireno, ligados por um anel imidazol. O uso desse ligante na
literatura, se baseia no fato de compostos derivados de fenantrolina apresentarem
significativa citotoxicidade em determinadas linhagens celulares.

Além disso, relata-se que a inser¢dao destes ligantes na esfera de
coordenacdo de ions metélicos, resulta em compostos promissores como
potenciais metalofarmacos, obtendo-se em alguns casos, maior citotoxicidade
com relagdo as espécies organicas isoladamente. %%

A espécie pyphen contém em sua estrutura por¢des que sao
exploradas de forma a se obter compostos promissores quanto a atividade
biologica, no ambito da quimica bioinorganica. A por¢ao fenantrolina ¢ utilizada
buscando beneficiar-se do potencial bioldgico, assim como, das caracteristicas de
ligantes polipiridinicos citadas na parte introdutoria.®” A porg¢do pireno, ligada a
fenantrolina, tem sido investigada em diversos trabalhos quanto as suas
propriedades fotobiologicas, em que a irradiacdo em determinados comprimentos
de onda resultaram em maior citotoxicidade dos compostos, propiciando
alternativa de aplicacdo em uma terapia fotodinamica, além de que compostos
derivados de pireno possuem versatil potencial biologico.%-%

Como exemplo de compostos promissores contendo o ligante
pyphen, cita-se os relatados por Musib e colaboradores, complexos de cobre cujas
estruturas estdo representadas na Figura 1.7, e por Devi e colaboradores, que
estudaram complexo de ruténio. Com relagao aos complexos de cobre, os autores
relatam melhora na atividade apds fotoexposicao.

Além disso, ha o fato de que a coordenagao deste ligante poderia
acarretar distinta interagdo com biomoléculas, principalmente, ao considerar-se o
DNA. Essa hipotese se baseia em dados ja reportados na literatura, de forte
interagdo com essa biomolécula, mas em sistemas em que o centro metalico tem
ligantes polipiridinicos em toda sua esfera de coordenagdo. Como o sistema deve

ser considerado em toda sua compleigdo, torna-se interessante verificar se essa

interacdo se daria da mesma forma no novo sistema proposto, contendo o ligante
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pyphen (que propiciaria determinada planaridade), um ligante fosfinico, e ligantes
mercaptos. Dessa forma, a questdo inicialmente colocada foi, como a inser¢ao
desta espécie fenantrolina modificada poderia gerar diferentes resultados tanto na
caracterizacao estrutural destes complexos frente a estruturas similares do proprio
grupo, bem como na interacdo com biomoléculas e ainda, com relacdo ao

potencial biologico.

FIGURA 1.7-Representagao estrutural do ligante pyphen (centro) e compostos

que o contém em sua esfera de coordenacgdo, onde N,N equivale a coordenacao

deste ligante, e resultados de citotoxicidade em determinadas linhagens.®%
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Fonte: Adaptado de Mus1b D.etal., 2018; Devi, C.S. et al., 2014.

A fim de ter um comparativo das atividades citotoxicas de compostos
similares aos propostos com o ligante pyphen, como supracitado, empregou-se o
ligante 1,10-fenantrolina, para aquisicio de compostos analogos (em que a
diferenca reside na porcao pireno do ligante pyphen). Adicionalmente, um perfil
comparativo com os complexos estruturalmente similares ja avaliados pelo grupo

também foi realizado.
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Pretendeu-se também avaliar diferentes ligantes mercaptos, com
heteroatomos distintos e substituintes ligados aos anéis. Por fim, este conjunto de
dados, possibilitard avaliar a relevancia do grupo polipiridinico, com algumas
alteragdes mais drasticas, em complexos de cerne Ru/difosfina/mercapto. Para
melhor exemplificar os compostos pretendidos, estes se encontram
esquematizados na Figura 1.8, aqueles pretendidos com a fenantrolina modificada
constituindo a Série 1, e com a 1,10-fenantrolina, configurando a Série 2, de forma
a mostrar as espécies precursoras ¢ suas diferengas. Na Figura 1.9, detalha-se as
espécies constituintes de cada série de complexos, que serdo enunciadas nos

topicos posteriores de acordo com os c6digos que constam nesta figura.

FIGURA 1.8-Representag¢do dos precursores e ligantes utilizados neste trabalho,

e a divisdo nas duas séries de compostos a serem comparados.
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Figura 1.9- Estruturas dos complexos de ambas as séries, com os respectivos codigos e formulas, de acordo com os ligantes

SERIE 1 SERIE 2
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2.1- Objetivo Geral

Em concordancia com a hipotese explicitada no topico anterior, no
presente trabalho pretendeu-se a sintese e caracterizagdo de complexos fosfinicos
de ruténio(Il), contendo o ligante 1,4’-bis-difenilfosfina(butano) e ligantes
mercaptos. Como diferencial entre as duas séries de compostos, propos-se o uso
do ligante fenantrolina ou fenantrolina modificada (pyphen), e ainda avaliagao da
atividade citotoxica in vitro de ambas as séries. Para investigacdo de possiveis
alvos biomoleculares, se planejou estudos de interagdo com biomoléculas, como
forma de responder a possiveis mecanismos que se traduzem na morte celular.
Para alcancar estes objetivos, pontuou-se alguns objetivos especificos, que sio

descritos a seguir.

2.2- Objetivos Especificos

% Sintetizar e caracterizar o0s complexos de formula geral
[Ru(NS)(dppb)(pyphen)]X e [Ru(NS)(dppb)(phen)]|PFg, nos quais X= CI’
ou PF¢; NS= ligantes mercaptos; dppb= 1,4-bis-difenilfosfina(butano);
pyphen= 1-(piren-2-il)-1H-imidazo[4,5-f][1,10-fenantrolina]; e phen=

1,10-fenantrolina;

4

,

» Analisar a possibilidade de interagdo dos complexos com biomoléculas,

L)

sendo estas, o acido desoxirribonucleico (DNA), enzima topoisomerase Ila
e proteina albumina sérica humana (HSA);

» Avaliar a atividade citotoxica in vitro dos complexos de ambas as séries

L)

frente a diferentes linhagens celulares, linhagens de tecido epitelial
mamario (linhagem tumoral de mama triplo-negativo MDA-MB-231,
linhagem tumoral de mama MCF-7 estrogénio positivo, linhagem nao
tumoral de mama MCF-10A), linhagens referentes a tecido pulmonar
(linhagem de carcinoma pulmonar A549, e linhagem celular fibroblastica

de pulmdao MRC-5), e por fim, linhagens de tecido epitelial de ovéario
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(linhagem tumoral de ovario A2780, e linhagem tumoral de ovario
resistente a cisplatina A2780cis);

% Avaliar a influéncia de compostos selecionados dentre os sintetizados, na
morfologia celular das linhagens MDA-MB-231, MCF-10A e A2780cis, o
efeito na formacdo de coldnias e na distribuicdo do ciclo celular das
linhagens MDA-MB-231 e A2780cis;

¢ Avaliar efeito de complexos escolhidos na cascata metastatica, por meio de
ensaios relacionados a migragdo celular, nas linhagens MDA-MB-231 ¢
A2780cis; e

¢ Avaliar a possibilidade de via de morte celular ser induzida por apoptose,

por ensaio de citometria de fluxo, em linhagens MDA-MB-231 e A2780cis.
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3.1- Obtencao da atmosfera inerte
As sinteses foram realizadas sob atmosfera de argdnio, apos

passagem do gés, de procedéncia Praxair, através de um sistema de colunas
constituidas por silica gel, cloreto de célcio e catalisador BTS-R-3-11 (Fluka
Chemika) aquecido a 60 °C (para constante ativagao do catalisador), para exclusao

de oxigénio e/ou dgua que pudessem constituir o gas comercial.

3.2- Solventes
Foram utilizados alguns solventes, dentre os quais: acetona (Synth

P.A.), diclorometano (Synth P.A. e Neon P.A.), éter dietilico (Synth P.A. e
Qhemis P.A.), tolueno (Synth P.A. e Neon), hexano (Synth P.A.), metanol (Synth
P.A.), acido acético (Synth P.A.), etanol (Synth P.A.) e dimetilsulfoéxido (Sigma-
Aldrich P.A. e Exodo Cientifica). Como solvente deuterado foi utilizado DMSO-
ds de procedéncia Sigma-Aldrich.

3.3- Reagentes Quimicos

Os reagentes serdo citados conforme a etapa do trabalho em que
foram utilizados, sendo empregados sem purificagdo prévia, avaliando-se a
pureza, quando possivel, por meio de espectroscopia de ressoniancia magnética
nuclear.

+ Sintese do ligante pyphen: 1,10-fenantrolina (Sigma-Aldrich), brometo de
potassio (Neon P.A.), acido sulfurico (Sigma-Aldrich P.A.), &cido nitrico
(Sigma Aldrich), carbonato de sédio anidro (Exodo cientifica P.A.), 1-
pireno-carboxaldeido (Sigma-Aldrich), acetato de amoénio (Sigma-
Aldrich), e hidroxido de amoénio (Synth P.A.);

# Sintese dos complexos: Tricloreto de ruténio RuCl;.nH,O (Sigma-Aldrich),
trifenilfosfina (Sigma-Aldrich), 1,4-bis-difenilfosfina(butano) (Sigma-
Aldrich), ligantes 2-mercaptopiridina (pyS), 2-mercaptopirimidina (pySm),
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2-mercaptotiazolina (tzdt) e 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina(damp) de
procedéncia Sigma-Aldrich;

# Caracterizacdo dos compostos: Brometo de potassio (Merck, P.A.) e
perclorato de tetrabutilaménio (PTBA, Fluka Chemica).

# Ensaios com biomoléculas in vitro: acido desoxirribonucleico do timo de
bezerro (CT-DNA), DNA plasmidial pBR322, Bis-benzimida Hoechst
33258, albumina sérica humana (HSA), trizma-base, trizma-HCI e brometo
de etidio, todos de procedéncia Sigma-Aldrich; e

+ Ensaios bioldgicos: Meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM e DMEM-F12, Vitrocell), meio de cultura Instituto Memorial do
parque Roswell (RPMI-1640, Vitrocell), soro de cavalo (HS, Vitrocell),
Insulina de pancreas bovino (Sigma-Aldrich), fator de crescimento
epidérmico (EGF, Thermo Fisher Scientific), Hidrocortisona (Sigma-
Aldrich), penicilina/estreptomicina (Vitrocell), tripsina (Vitrocell), soro
fetal bovino (FBS,Vitrocell), tampao fosfato (constituicio NaCl, KCI,
Na,HPO, e KH,PO4-Sigma Aldrich), azul de tripano(Sigma-Aldrich),
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, Sigma-
Aldrich), Mitomicina C (Sigma-Aldrich), Paraformaldeido (Sigma-
Aldrich), Triton X-100 (GBiosciences), Alexa Fluor™ 488 Phalloidin
(Thermo Fisher Scientific), albumina de soro bovina (Sigma-Aldrich),
cristal violeta (Synth P.A.), corante pandtico (Newprov), RNase A (Sigma-
Aldrich), iodeto de propidio (BD Biosciences), Kit-Anexina V (BD
Biosciences), 7-aminoactinomicina D (7-AAD-Invitrogen""-Thermo Fisher

Scientific).
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3.4- SINTESES

3.4.1- SINTESE DO LIGANTE
3.4.1.1- Sintese do ligante 1-(piren-2-il)-1H-imidazo[4,5-f][1,10-
fenantrolina] (pyphen)

A sintese do ligante pyphen foi realizada a partir de procedimento
descrito na literatura.®® Uma mistura de 1,10-fenantrolina-5,6-diona (0,300 g;
1,4 mmol), 1-pirenocarboxaldeido (0,394 g; 1,7 mmol), acetato de amonio (1,98
g; 0,026 mol), e acido acético (8,58 mL; 0,15 mol) foi mantida em refluxo por 5
horas. Apos o arrefecimento do sistema, promoveu-se a dilui¢do da mistura
reacional em aproximadamente 40 mL de agua destilada, obtendo-se precipitado
amarelo. Posteriormente, adicionou-se solu¢ao concentrada de hidroxido de
amonio, até que houvesse a neutralizacao, e maior precipitagdao. Realizou-se a
filtragdo, e lavou-se com agua. A purificagdo foi feita utilizando sistema
¢ter/agua, com trés lavagens, € ap0s a secagem obteve-se um s6lido amarelo.

Rendimento quantitativo: 0,410 g; 68,3%.
3.4.2- SINTESE DOS COMPLEXOS PRECURSORES

3.4.2.1- Sintese do complexo [RuCl2(PPhs3);]

A sintese do complexo [RuCly(PPhs);] foi realizada conforme
descrito por Wilkinson e Stephenson.”’ Em 100 mL de metanol previamente
desaerado, foi adicionado o sal RuCl;.nH,O (0,50 g; 2,4 mmol), e o sistema
permaneceu sob refluxo por 15 minutos. Posteriormente, adicionou-se o ligante
trifenilfosfina (PPhs) (2,87 g, 10,85 mmol) a solugdo, sendo o sistema mantido
sob aquecimento (refluxo) por 3 horas. O s6lido marrom escuro obtido foi filtrado
em funil de placa porosa, lavado com metanol quente e desaerado, seco a vacuo.
Rendimento: 90%; 2,1 g.
3.4.2.2- Sintese do complexo [RuCl:(dppb)(PPh3)]

O complexo [RuCly(dppb)(PPh;3)] foi sintetizado conforme procedimento
relatado por Jung e colaboradores.”” O complexo [RuCly(PPh;);] (1,10 g; 1,15
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mmol) foi adicionado a um baldo contendo diclorometano (30 mL) previamente
desaerado, estando o sistema sob agitacdo magnética. Em seguida, iniciou-se a
adicao da difosfina dppb (0,49 g; 1,15 mmol), que foi realizada de forma lenta
para ndo resultar na formagao de precipitado durante a reagdo, que ¢ evidéncia da
formacdo do complexo binuclear [RuCl,(dppb)]2(n-dppb)]. Apos a adicdo da
difosfina, o sistema foi mantido sob agitacdo por 30 minutos, € posteriormente,
foi realizada uma filtracdo para separagao de possivel precipitado gerado. Apos
reduc¢do da solugdo resultante, precipitou-se o complexo com etanol previamente
desaerado, sendo o sélido obtido, filtrado e lavado com etanol e hexano quentes,

desaerados. Rendimento: 70%; 0,69 g.

3.4.2.3- Sintese do complexo [RuClz(dppb)]2(u-dppb)]

O complexo precursor [RuCly(dppb)(u-dppb)] foi preparado a partir
da espécie [RuCly(PPhs)s] (0,5 g; 0,52 mmol), o qual foi adicionado em balao
contendo 200 mL de hexano previamente desaerado, e posteriormente, adicionou-
se o ligante 1,4-bis-(difenilfosfina)butano (0,67 g; 1,57 mmol). O sistema foi
mantido sob refluxo por seis horas, e apos este tempo desligou-se o aquecimento,
promovendo-se filtracdo a quente, lavando-se o solido verde com hexano quente
desaerado, e secando o solido sob vacuo. Essa sintese foi realizada de acordo com

procedimento descrito por Bressan e Rigo.” Rendimento: 90%; 0,770 g.

3.4.2.4- Sintese do complexo cis-[RuCL(dppb)(pyphen)] (CPP)

A sintese do complexo denominado abreviadamente como CPP foi
realizada seguindo procedimento experimental relatado por Queiroz et al., com
algumas modifica¢des.”* Aproximadamente 60 mL de tolueno foram desaerados
overnight em um Schlenk, e posteriormente adicionou-se o complexo
[RuCl,(dppb)(PPh;)] e o ligante pyphen, obtendo-se inicialmente uma coloragao
verde. Apo6s algum tempo sob agitacdo e aquecimento (refluxo), a coloragdo

mudou de verde para marrom e posteriormente para vermelho. Apds 48 horas
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promoveu-se uma filtracdo (sendo obtido um solido diferente daquele de
interesse). O filtrado foi recuperado e o solvente reduzido, e com
aproximadamente 8 mL de solvente foi realizada a precipitagdo com éter etilico,
previamente desaerado. Este segundo so6lido obtido, de coloragdo laranja, € o
produto pretendido na sintese, e¢ foi lavado com é&ter e hexano quente,
respectivamente, ¢ previamente desaerados. Rendimento quantitativo: 80,6%;

0,570 g;

3.4.2.5- Sintese do complexo cis-[RuCl:(dppb)(phen)] (cis-phen)

A sintese da espécie [RuCly(dppb)(phen)] foi executada em
conformidade com procedimento ja descrito na literatura.”* Brevemente,
desaerou-se 100 mL de tolueno overnight em um Schlenk, no qual foi adicionado
o composto [RuCl,(dppb)(u-dppb)] (0,5 g; 0,31 mmol) e 2,1 equivalentes do
ligante fenantrolina (0,117 g; 0,65 mmol). O sistema foi mantido sob agitagdo e
refluxo por 48 horas, e posteriormente filtrou-se o precipitado com o sistema ainda
aquecido. O solido de coloracdo vermelha obtido foi lavado com tolueno a quente
e ¢ter etilico previamente desaerados, € posteriormente seco sob vacuo.

Rendimento quantitativo: 81,0%; 0,391 g.

3.4.3- Sintese dos complexos das Séries 1 e 2

3.4.3.1- Sintese dos complexos [Ru(NS)(dppb)(pyphen)]| X, X=CI
ou PF¢ (SERIE 1)

Adicionou-se os respectivos ligantes mercaptos [2-mercaptopiridina
(pyS), 2-mercaptotiazolina (tzdt), 2-mercaptopirimidina (pySm) e 4,6-diamino-2-
mercaptopirimidina  (damp)] (0,094 mmol) em uma mistura de
diclorometano/metanol (30 mL, v/v 1:1), seguido da adi¢dao do precursor cis-CPP
(80 mg; 0,078 mmol), com exce¢do das reagdes com o ligante tzdt e damp, para

as quais anterior a adicdo do precursor, foi acrescentado trietilamina em
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quantidade equimolar ao ligante (0,094 mmol; 13 plL). Nas reagdes que
resultariam em espécies contendo o ion PF¢ como contra-ion, adicionou-se o sal
KPF¢ ap6s adicao da espécie precursora, de forma a obter-se dois equivalentes
molares com relagdo a espécie CPP (0,16 mmol; 29,4 mg). Na obten¢ao de todos
os complexos, os sistemas foram mantidos sob agitacao e refluxo por 24 horas, e
apos arrefecimento, promoveu-se redugdo dos solventes, reduzindo até a secagem
no caso dos complexos contendo contra-ion cloreto, com posterior adigdao de
pequena quantidade de diclorometano, onde os complexos permaneceram em
grande parte na forma solida, permitindo a filtragdo. Os complexos contendo
contra-ion hexafluorofosfato precipitaram na pequena quantidade de metanol
restante apds reducdo do solvente (aproximadamente 3 mL). Obtendo-se
precipitacdo dos complexos, foi realizada filtracdo e lavagem, com 3X15 mL de
agua destilada quente e aproximadamente 5 mL de éter dietilico, previamente
desaerado, com secagem dos solidos sob vacuo. Rendimentos: Al,
[Ru(pyS)(dppb)(pyphen)|Cl: 43% (37 mg); A2, [Ru(tzdt)(dppb)(pyphen)|Cl:
40% (34 mg); A3, [Ru(pySm)(dppb)(pyphen)]Cl: 42% (36 mg); A4,

[Ru(pyS)(dppb)(pyphen)|PFs: 53% (50 mg); AS,
[Ru(tzdt)(dppb)(pyphen)]|PFs: 68% (65 mg); A6,
[Ru(pySm)(dppb)(pyphen)|PFé: 69% (65 mg); AT,

[Ru(damp)(dppb)(pyphen)]|PFs: 70% (68 mg).

3.4.3.2- Sintese dos complexos [Ru(NS)(dppb)(phen)]PFs (SERIE
2)

Os ligante mercaptos [2-mercaptopiridina (pyS) e 2-
mercaptopirimidina (pySm)], foram adicionados em uma solucdo contendo
diclorometano/metanol (30 mL; v/v 1:1) previamente desaerado, e o ligante 2-
mercaptotiazolina (tzdt) em metanol (20 mL) desaerado, em quantidade igual a
1,2 equivalente molar considerando o precursor (0,16 mmol), € com relagdo ao

ligante tzdt foi adicionado trietilamina em quantidade equimolar a esse (0,16
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mmol; 22 pL). Seguiu-se com adi¢do do complexo precursor cis-phen (100 mg;
0,13 mmol) e sal KPF¢ (48 mg, 0,16 mmol), e o sistema foi mantido sob agitacao
e refluxo por 24 horas para os ligantes pyS e pySm e por 2 horas para o ligante
tzdt, além de acondicionado sob atmosfera de argdnio sendo realizado em baldes
de fundo redondo de duas juntas. Subsequentemente, o solvente foi reduzido até
aproximadamente 3 mL, observando-se precipitacao de sélidos com coloragdes
variando de amarelo a laranja. Procedeu-se com a filtragdo, e lavagem com 3x15
mL de 4gua destilada quente, e aproximadamente 5 mL de éter dietilico
desaerado, secando os soOlidos finais sob vacuo. Rendimentos: AS;
[Ru(pyS)(dppb)(phen)]PFs: 65% (81 mg); A9; [Ru(tzdt)(dppb)(phen)]PFe:
69% (86 mg); A10; [Ru(pySm)(dppb)(phen)]|PFs: 74% (92 mg).

3.5- Instrumenta¢io empregada nos experimentos

3.5.1- Analise Elementar

Foi empregado um analisador CHNS modelo EA 1108 da FISIONS,
pertencente a Central Analitica do Departamento de Quimica da UFSCar, para
determinacdo das composicoes elementares referentes a carbono, hidrogénio,
nitrogénio e enxofre.

3.5.2- Condutimetria

Foi utilizado um condutivimetro micronal, modelo B-330, com
célula de Pt. As medidas foram realizadas a partir de solugdes 1 mmol L dos
complexos, em dimetilsulfoxido, e os resultados obtidos foram comparados com
valores da literatura a fim de avaliar o tipo de eletrolito gerado pelos complexos

em solucao.

3.5.3- Difracao de Raios X

As coletas de difragdo de raio X de todos os complexos metalicos
descritos nesta tese foram realizadas em temperatura ambiente (298 K)
empregando um difratometro Rigaku XtalLAB mini, com radiagdo MoKa (A =
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0,71073 A), equipado com detector de 4rea do tipo CCD. Os dados de difracdo
obtidos para o ligante pyphen foram obtidos em um difratdmetro Rigaku
Synergy-S, com radiacdo CuKa (A = 1.54184), equipado com detector de area
HyPix-6000HE, em baixa temperatura (100 K). Os calculos dos parametros
iniciais da cé€lula unitaria, planejamento das coletas, integracao e reducao dos
dados foram realizados usando o software CrysAlisPro.” As representacdes das
moléculas e tabelas de dados cristalograficos foram geradas utilizando os
programas OLEX? e MERCURY.’®"7As estruturas foram resolvidas com o
programa SHELXT”® usando métodos diretos, sucessivos mapas de Diferenga de
Fourier, que permitiram a localizacdo dos dtomos ndo hidrogénios. Excetuando-
se os atomos de hidrogénio, todos os demais foram refinados considerando o
efeito de anisotropia. Os refinamentos foram feitos pelo método dos minimos
quadrados através do programa SHELXL.” As medidas foram realizadas nos
difratdmetros supracitados, no Instituto de Fisica de Sdo Carlos, na Universidade
de Sao Paulo (IFSC-USP Sao Carlos), mediante colaboragao dos Prof. Dr.

Eduardo Castellano, Prof. Dr. Javier Ellena e Dr. Joao Honorato.

3.5.4- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para obtencdo dos espectros de ressonancia foi utilizado o
equipamento Bruker 9,4 Tesla modelo NanoBay, do Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Sao Carlos (DQ-UFSCar). Foram obtidos espectros
1D ('H, BC{'H} ¢*'P{'H}) e 2D (COSY 'H-'H, HSQC 'H-*C, HMBC 'H-"*C ¢
NOESY 'H-'H) a temperatura ambiente, utilizando DMSO-ds como solvente
deuterado. Para aquisicdo dos espectros de *'P{'H}, os compostos foram

solubilizados em metanol ou diclorometano, com uso de tubo capilar contendo

D,O0.
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3.5.5- Espectroscopia de absorcio na regido do ultravioleta-
visivel

Um espectrofotometro HEWLETT PACKARD DIODE ARRAY-
8452A, que opera de 190 a 800 nm, fo1 empregado para aquisicdo dos espectros
na regido do ultravioleta-visivel. As andlises foram realizadas utilizando
dimetilsulféxido, em cubetas de quartzo com caminho Optico de 1 cm. Avaliou-
se uma faixa de concentra¢des para cada complexo, que permitiu elaboragao de
curvas analiticas, a partir das quais pode-se mensurar a absortividade molar

associada a cada banda dos espectros.

3.5.6- Espectroscopia de absor¢ao na regiao do infravermelho
Utilizou-se os espectrofotdmetros Bomem modelo MB-Séries e FT-
IR Shimadzu modelo IR-Prestige21, com resolu¢do de 4 cm™!, para obtencdo de
espectros de absorcdo na regido do infravermelho para a Série 1
([Ru(NS)(dppb)(pyphen)]X) e  Série 2 ([Ru(NS)(dppb)(phen)]PFs),
respectivamente. Os espectros foram adquiridos na regido entre 4000 e 380 cm’!,

tendo sido as andlises realizadas com as amostras sélidas, em forma de pastilhas,

diluidas em KBr (1:140 m/m).

3.5.7- Estudo eletroquimico

Um potenciostato/galvanostato EGeG Princeton Applied Research
Model 262A foi utilizado para aquisi¢do dos voltamogramas ciclicos dos
complexos de ruténio estudados. Uma célula eletroquimica com sistema de trés
eletrodos foi empregada, um eletrodo de Ag/AgCl foi utilizado como eletrodo de
referéncia, eletrodos de platina como contra-eletrodo e eletrodo de trabalho. As
analises foram realizadas em solu¢do de 0,1 mol L' de perclorato de
tetrabutilamonio (PTBA, eletrélito suporte) em diclorometano, considerando
solugdes de concentragdo 1 mmol L dos complexos. A faixa de varredura variou

de 0 a 1,6 V, no geral, com velocidade de varredura igual a 100 mV s™.
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3.5.8- Medidas de fluorescéncia

Para os experimentos em que empregou-se medidas de fluorescéncia
(ensaios de interagdo com albumina de soro humana e interacdo com DNA por
deslocamento de Hoechst), foi utilizado o equipamento Hybrid Multi-Mode
Microplate Reader Synergy™ H1 da Biotek®, que permitiu leituras em placas de
96 pogos, da absorbancia e fluorescéncia das solugdes nas diferentes
concentragdes utilizadas, como serd mencionado adiante.

Para os experimentos de determinagdo se os compostos possuem
algum potencial de fluorescéncia, utilizou-se fluorimetro Fluorolog 3-HORIBA,
modelo FL3-P, do Centro de Nanotecnologia e Engenharia Tecidual, da

Universidade de Sao Paulo- Ribeirao Preto.

3.5.9- Espectrometria de Massas

As andlises foram realizadas em um sistema Agilent 6545 qTOF MS
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), equipado com interface
electrospray (ESI), alocado no laboratério de produtos naturais do Departamento
de Quimica da UFSCar, operado no modo positivo. Os parametros empregados
para ioniza¢do podem ser analisados no Apéndice-Parte V, na parte referente aos
Materiais e Métodos.

Para analise dos compostos, preparou-se uma solucdo de 1 mg de
cada complexo analisado, em 1000 upL de acetonitrila (grau LC-MS), ¢
posteriormente, diluiu-se para 5 ppm. A fase moével foi constituida de acetonitrila
(grau LC-MS, e 0,1% de acido formico) e H,O ultrapura (0,1% de 4cido formico),
em modo isocratico de elui¢do 95:05 (acetonitrila:H,O). A vazao utilizada foi de
0,300 mL min’!, volume de injecdo igual a 3 pL e taxa de varredura de 3
espectros/s. Os dados foram processados no software MassHunter Workstation
versao B.08.00, Agilent. O erro foi calculado considerando a massa tedrica e razao
massa/carga adquirida dos respectivos espectros MS, monitorando-se uma faixa

entre 120 a 1500 Da.
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3.6. ENSAIOS REFERENTES A ESTABILIDADE,
COEFICIENTE DE PARTICAO, INTERACAO COM
BIOMOLECULAS E ENSAIOS BIOLOGICOS

3.6.1- Analise da Estabilidade

A estabilidade dos complexos em meio aquoso foi avaliada por meio
da técnica de RMN de *'P{'H} utilizando os seguintes sistemas: DMSO;
DMSO/Tampao Trisma-HCI, DMSO/meio de cultura DMEM e DMSO/Meio de
cultura RPMI. Para maior consondncia com o0s experimentos em que estes
resultados serdo utilizados (estudos de interagdo com biomoléculas e ensaios
biologicos), os espectros foram registrados em 0 ¢ 24 h para o sistema
DMSO/Tampao Trisma, e em 0, 24 ¢ 48 h e/ou 72 h para as outras configuragdes.

Para ambas as séries de compostos a concentracdo utilizada foi de
aproximadamente 8 mmol L' em todas as configuragdes de solventes
mencionadas. Para os compostos da Série 1 o percentual do respectivo meio
aquoso utilizado variou de 8-15%, enquanto para a Série 2 foi possivel utilizar
esse percentual em aproximadamente 33%, e todos os espectros de RMN 3P {{H}

foram coletados com 2K de scans (2048 ns).

3.6.2- Estudos de interacio com biomoléculas

3.6.2.1- Interacio com DNA

Para estudo de interacado com DNA, utilizou-se trés técnicas distintas
¢ complementares: eletroforese em gel de agarose, viscosidade e deslocamento do
Hoechst 33258. Com relagdo a primeira técnica foi utilizado DNA plasmidial
pBR322, cuja concentragado foi determinada em equipamento Nanodrop e a devida
diluicdo para obtencao da concentracao de interesse foi realizada com adi¢ao de
agua ultrapura. As andlises referentes a viscosidade e deslocamento da sonda
Hoechst 33258 empregaram o acido desoxirribonucleico do timo de bezerro CT-
DNA, dissolvido em tampao trisma-HCI (0,5 mmol L' Tris base, 4,5 mmol L
de Tris-HCI e 50 mmol L' de NaCl, pH 7,4). Solugdes estoques de DNA foram
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preparadas para cada série de complexos, obtendo-se a concentracdo dessas
solugdes por meio de leitura espectrofotométrica, utilizando o valor de
absorbancia do DNA em 260 nm, sabendo que &= 6600 cm™ mol! L, nesse

comprimento de onda.

3.6.2.1.1-Eletroforese em gel de agarose

A partir da concentragdo da solu¢do estoque de DNA plasmidial,
procedeu-se com a diluigdao para obtencdo da concentracdo de interesse. Foram
preparadas solugdes de DNA plasmidial de concentragdo 57,1 pmol L' (Série 1)
e 321,4 umol L (Série 2), de forma que ao pipetar-se determinada quantidade
dessas solu¢des fossem obtidas as seguintes concentragdes em 10 pLL de solugao
(solu¢do adicionada ao poco): 40 umol L! (Série 1) e 45 umol L! (Série 2). Foram
preparadas solu¢des estoques dos compostos de 500 pumol L' em
dimetilsulfoxido, a partir das quais foram preparadas trés outras solugdes, também
em dimetilsulféxido, de forma que ao pipetar-se 1 pL de cada solugdo fossem
obtidas as concentragdes de interesse, considerando volume final de 10 pL,
perfazendo uma porcentagem de 10% de DMSO, na realizac¢do deste experimento.
Completou-se o volume para 10 uL com solugdo de tampao Trisma-HCI,
ressaltando-se que no poco onde nao ha adicao de composto (controle negativo),
foi adicionado 1 uLL de DMSO. Todos os volumes para preparo destas solugdes
estao dispostos no Apéndice na se¢do referente a Parte Experimental.

Ap0s preparo das solugdes, estas foram mantidas em thermo-shaker,
sob as seguintes condigdes: 200 rpm, 37 °C por 18 horas. Apos incubagao, as
amostras foram submetidas a centrifugagdo a 500 rpm por 2 minutos, €
posteriormente, foi adicionado a cada uma, 1 pL. de tampao de amostra
(constituido de sacarose, glicerol e azul de bromofenol). Este tampao foi
adicionado para aumentar a densidade das amostras, facilitando com que estas
permanecam nos pogos do gel, assim como facilitar a visualizagdo, ja que o azul

de bromofenol acrescenta cor ao tampdo, € consequentemente a amostra,
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propiciando melhor visualizacdo na adi¢do ao poco, bem como durante a corrida
eletroforética.

Para a corrida eletroforética preparou-se um gel de agarose 1% em
tampdo TAE 1X (0,45 mol L™ Tris-HCI; 0,45 mol L™ 4cido acético; 10 mmol L-!
de EDTA; pH 8,0). A um dos pogos dos géis foi adicionado um marcador de
massa molecular (ladder), que permite estimar visualmente o tamanho dos
fragmentos do DNA, uma vez que ¢ constituido por uma mistura de fragmentos
de DNA de tamanhos conhecidos. As amostras foram adicionadas aos outros
pocos dos g€is, e entdo foi realizada a corrida eletroforética a 50 V por
aproximadamente 2 horas, em uma cuba de eletroforese horizontal (com
capacidade para 12 pocos) em tampao TAE (pH 8,0). Com o término da corrida,
o gel foi retirado da cuba e corado por 15 minutos em solu¢ao aquosa de brometo
de etidio (1 umol L), e entdo revelado em fotodocumentador Gel Doc™ EZ Bio-
Rad. As imagens obtidas foram analisadas com uso do Software Image Lab™

6.0.0.
3.6.2.1.2-Medidas de Viscosidade

Primeiramente realizou-se testes a fim de verificar qual a melhor
condi¢do com relagdo a porcentagem de DMSO e concentracdes dos compostos a
ser utilizada, de forma a se obter Ri’s razodveis e evitar a precipitagdo dos
compostos. Como melhor condi¢dao dentre aquelas analisadas se auferiu [DNA]=
80 umoL L e quantidade de DMSO igual a 20% do volume total. Com relagdo
aos Ri’s utilizados (Ri = [Composto]/[DNA]), utilizou-se os seguintes para
ambas as series: 0,0; 0,06; 0,12; 0,19; 0,25; 0,31 e 0,38, portanto, a maxima
concentragio utilizada dos compostos foi 30 pmol L.

Determinadas essas razdes, procedeu-se o preparo das solu¢des em
tubos de ensaio, a partir de solugdes estoques dos compostos de concentracao
1000 umol L', adicionando-se aliquotas dessa solu¢do de forma a obter as
concentracdes de interesse em volume final de 4 mL. Para padronizar a

porcentagem de DMSO em todas as solugdes adicionou-se esse solvente de forma
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a completar 800 pL, considerando a soma dos volumes da solu¢cdo de composto e
DMSO. Posteriormente, a partir de uma solucdo estoque de CT-DNA de
concentra¢do conhecida (Para a Série 1 aproximadamente 5000 umol L', e Série
2 aproximadamente 2000 umol L), calculou-se a quantidade necessaria para se
obter a concentracdo desejada. Anterior a adi¢do dessa aliquota da solucao de
DNA, foi adicionado tampao trisma-HCI, de forma a obter o volume final
pretendido de 4 mL, com posterior adi¢do do volume da solucdo de DNA ja
mensurado. E valido ressaltar que anterior a analise de cada complexo a
concentragdo da solucao estoque de DNA foi novamente avaliada (o que causou
pequena variacao nos volumes de solugao de DNA e tampao para cada complexo),
bem como avaliagdo da possibilidade de contaminagao por proteina quanto a taxa
de absorcao 260/280 nm. Na se¢do do apéndice referente a Parte Experimental se
encontra os valores utilizados para preparo das solugdes.

Para cada complexo utilizou-se seis diferentes concentragdes, e cada
solucdo foi preparada pelo menos 25 minutos antes da leitura. Ao preparar-se a
solucao de uma determinada concentracao, essa foi adicionada a um viscosimetro
de Ostwald, que por sua vez, foi posicionado em banho termostatizado, de forma
a manter uma posi¢ao e temperatura constantes durante as leituras, neste caso
2510,2 °C. Procedeu-se as leituras do tempo de escoamento, com auxilio de um
crondmetro digital, efetuando-se as leituras em quintuplicata, a fim de avaliar a
reprodutibilidade dos valores obtidos. Para aquisi¢do da viscosidade relativa do
DNA, tanto avaliado isoladamente quanto com as diferentes concentragdes dos
compostos, utilizou-se os valores médios das leituras e a Equagdo 1.5%8!

1 _ M Equacao 1
Mo (tona — to)

Na qual t refere-se ao tempo de escoamento da solucdo contendo
complexo e DNA, t, ¢ o tempo de escoamento da solucao tampao trisma-HCl e
DMSO (20%), e tpya € 0 tempo de escoamento da solu¢do de CT-DNA na

presenga de 20% de DMSO. Os dados sdo apresentados como viscosidade relativa

39



Leticia P. de Oliveira Materiais e Métodos

considerando m como viscosidade do DNA na presenca dos complexos, € 1y a

viscosidade do DNA na auséncia de outras espécies, ¢ plotados como (n/ 770)1/ 3

vs. [complexo]/[CT-DNA].
3.6.2.1.3- Ensaio de deslocamento do Hoechst 33258

O ensaio de deslocamento do Hoechst foi realizado mediante
acompanhamento da supressdao da fluorescéncia do conjugado DNA-Hoechst.
Primeiramente foram preparadas as solugdes dos compostos, uma solugao estoque
de concentragdo 200 umol L para a Série 1 ¢ 1000 umol L' para a Série 2, a
partir das quais preparou-se as solucdes para a leitura. Para tanto, transferiu-se
aliquotas dessas solucdes para microtubos distintos, a fim de obter, diferentes
concentragdes considerando volume final de 1000 pL, sendo estas: 3,3; 6,7; 10,0;
13,3; 16,7 € 20 pumol L (Série 1) e 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0; 70,0 e 80,0
umol L1 (Série 2). A fim de padronizar a porcentagem de DMSO a 10% em todas
as solugdes, o0 maximo volume a ser pipetado seria 100 pL, mas para algumas
concentracdes como esse volume foi menor, adicionou-se DMSO para completar
100 pL, considerando solucdo de complexo e dimetilsulfoxido. Os compostos
padrao tiazol e cisplatina, foram utilizados como espécies que interagem de forma
intercalativa e covalente, respectivamente. Os dados referentes ao preparo destas
solugoes estao dispostos no Apéndice na secao referente a Parte Experimental.

A partir de uma solucdo estoque de CT-DNA, de concentracao
determinada conforme item 3.6.2.1., fez-se uma dilui¢do em tampao trisma-HCI
para concentragio igual a 125 umol L', de volume total 60 mL (Série 1) e 25 mL
(Série 2). Com relagao ao Hoechst 33258, foi dissolvido uma pequena quantidade
em dois mL de d4gua ultrapura, e a concentragdo foi determinada
espectrofotometricamente, considerando a absortividade molar do Hoechst (e=
46000 mol! cm™! L em 4gua), sendo essa a solucdo estoque. A partir desta solugdo
foi retirada uma aliquota de 561 pL (Série 1) e 302 pL (Série 2), e adicionada as
respectivas solugdes de DNA ja preparadas, obtendo-se solugdes do conjugado

DNA-Hoechst. Dessa solu¢dao adicionou-se 900 pul. em cada microtubo que ja
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continha 100 pL das solu¢des dos complexos e DMSO, perfazendo um total de
1000 pL, totalizando concentragdo de DNA 112,5 umol L' e Hoechst 5,0 pmol
L.

Essas solugdes finais foram incubadas a 25 °C por 30 minutos em
thermo-shaker, e depois transferidas para placas de 96 pocos black/clear
polystyrene microplates (Corning®), 200 puL de cada solugdo para trés pogos
distintos (200 plL/pogo), a fim de mensurar a repetibilidade dos dados. Fez-se
leitura das solucdes nas placas, em fluorimetro Synergy/H1-Biotek
monocromador, tanto de fluorescéncia quanto de absorbancia. No caso da
fluorescéncia, os espectros de emissao foram adquiridos na regido de 370 a 670
nm, com comprimento de onda de excitagdao 345 nm, e os espectros de absorcao
foram registrados de 320 a 670 nm. As medidas foram realizadas a 25, 30 e 37 °C
para ambas as séries.

Os espectros de absorbancia foram adquiridos para posterior
correcao da intensidade de fluorescéncia devido ao efeito de filtro interno. Para
tanto, esses espectros foram registrados em regido que compreendesse os
comprimentos de onda de excitagdo e emissao, haja vista que para essa corre¢ao

se utiliza a Equagdo 2.%%%3

. (Aex.+ Aem.) N
F.orr = F,ps X antilog 2 Equacao 2

F., se refere a intensidade de fluorescéncia corrigida, F,,, ¢ a
fluorescéncia observada (valores obtidos no experimento), A,, € a absorbancia
no comprimento de onda de excita¢do e a absorbancia no comprimento de onda
de emissao ¢ representado por A, .

A plotagem dos dados como graficos de intensidade de fluorescéncia
vs. comprimento de onda, considerando a influéncia dos complexos, permite
concluir qualitativamente, a respeito do possivel deslocamento do Hoechst da
estrutura da biomolécula em andlise. Entretanto, informagdes quantitativas podem

ser obtidas com relacdo a valores relacionados a supressdo, como mecanismo
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associado a supressao da fluorescéncia e constante de associacdo a biomolécula.
Para esta andlise quantitativa, foram utilizados alguns dos parametros que serdo
relatados no topico relacionado a interacdo com a proteina albumina de soro
humana, que ndo serdo relatados neste momento para evitar repeticdo, uma vez

que neste outro topico devera ser mencionado mais detalhadamente.

3.6.2.2- Ensaio de inibicao da atividade enzimatica da

topoisomerase Ila

Esse experimento também considera a mobilidade eletroforética do
DNA em gel, considerando a diferente mobilidade sob atuacdo da enzima
topoisomerase. Este ensaio foi realizado com kit de relaxacdo do DNA, cedido
pelo professor Dr. Fillipe Vieira Rocha, do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sao Carlos.

Para aquisi¢cdo das amostras, foi preparado em microtubos distintos,
uma solu¢do denominada MIX, constituida de 3 pL. de tampao de ensaio, 1 pL de
adenosina trifosfato (ATP) e 1 pL da solugdo estoque de DNA pBR322
superenovelado (0,5 ng puL'). Posteriormente, adicionou-se 24 pL de 4gua
ultrapura ao microtubo referente ao controle negativo, e 23 uL. de 4gua ultrapura
aos microtubos do controle positivo € dos complexos. Nos microtubos referentes
aos complexos, foram adicionados 1 uL de solugdes estoques dos complexos, de
concentragdes 1800, 360 ¢ 90 umol L para a Série 1 (complexos A5, A6 ¢ A7),
e 1800, 150 e 15 umol L' para a Série 2. Nos microtubos dos controles positivo
e negativo, adicionou-se 1 pL. de DMSQO, e por fim, nos microtubos em que havia
sido adicionado solugdes dos compostos e do controle positivo, adicionou-se 1 pL
da solugio estoque de topoisomerase Ila (4,0 nmol L), e imediatamente todas as
amostras foram colocadas em banho com temperatura constante de 37 °C por 45
minutos.

Subsequentemente, foi adicionado 8 pL de STEB (40 % m/v de

sacarose, 100 mmol L' de Tris-HCI, 1 mmol L de 4cido etilenodiamino tetra-
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acético (EDTA), 0,5 mg mL"! de azul de bromofenol, pH 7,5), € as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 5000 rpm. As amostras foram adicionadas ao gel ja
polimerizado, sendo gel de agarose 1% em TAE, e a corrida eletroforética foi
realizada em cuba de eletroforese horizontal, com adi¢ao de tampao TAE, a 50 V
por aproximadamente duas horas.

Em seguida, procedeu-se com mesmo procedimento relatado no item
3.6.2.1.1., e a influéncia na atividade da enzima foi avaliada por comparativo com

os controles positivo e negativo.

3.6.2.3- Estudo de interacao com albumina de soro humana (HSA)

3.6.2.3.1- Supressao da intensidade de fluorescéncia da HSA

Similarmente ao ensaio de deslocamento do Hoechst, esse
experimento foi conduzido avaliando-se a supressdao da fluorescéncia da HSA,
devido a perturbagdo do sistema, causado pela adicao de diferentes concentragoes
dos complexos. As solugdes dos compostos foram preparadas de forma a se obter
como concentrag¢des finais: 3,3; 6,7; 10,0; 13,3; 16,7 € 20,0 umol L' (Série 1), e
10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0; 70,0 ¢ 80,0 pmol L (Série 2), considerando
volume final de 2000 pL e porcentagem de 5% de dimetilsulfoxido. Para a Série
1 preparou-se solugdes estoques de concentragdes 500 e 200 umol L', e para a
Série 2 solugdes estoque de concentragdes 2000 ¢ 1000 umol L, adicionando-se
aos microtubos as aliquotas necessdrias para aquisi¢ao das concentracdes de
interesse, com adigao de aliquotas de DMSO variando de 0-67,0 uL (Série 1) e 0-
80,0 pL (Série 2), de forma a completar os 100 uL, padronizando 5% de DMSO.

Com relagdo a solugdo da proteina, foi preparada uma solugao
estoque de 2,1 umol L™!, sendo a concentragdo dessa solu¢do mensurada por meio
de absor¢do na regido do UV-Vis, utilizando valor de absortividade molar em 280
nm (¢= 36500 mol! cm™ L). Adicionou-se 1900 pL dessa solugio estoque de HSA
a cada microtubo de solucdo de complexo preparada anteriormente (que ja

continha 100 pL de solucdo, considerando solucdo dos complexos e
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dimetilsulféxido para completar esse volume), e as amostras permaneceram
incubando a 25 °C por 30 minutos. Dessa forma, a concentracao final de HSA foi
de 2,0 umol L,

Apos a incubagdo as solugdes de cada microtubo foram transferidas
para placas de 96 pogos black/clear polystyrene microplates (Corning®), cada
pogo contendo 200 pL de solucdo, e cada solucdo foi pipetada em trés pogos
distintos. Como este ¢ um ensaio que mensura a supressao da fluorescéncia, foi
adquirido também a leitura da intensidade de fluorescéncia sem influéncia de
nenhuma espécie supressora, ou seja, apenas a HSA (5% DMSO). Para verificar
se os complexos apresentariam fluorescéncia nas condi¢des em que o experimento
foi realizado (o que seria um interferente no experimento), solugdes nas maximas
concentragdes dos complexos foram também adicionadas a placa, mantendo-se
todo o preparo anterior, com exce¢ao da adi¢ao de solugcdo de HSA, completando
o volume apenas com tampao trisma-HCI.

Foi obtida a leitura de espectros de emissdo na regiao de 300 a 500
nm, com excitagdo em 270 nm, e espectros de absorcao na regido de 270-500 nm,
em fluorimetro Synergy/H1-Biotek equipado com monocromador. Da mesma
forma que no item 3.6.2.1.3. fez-se registros de espectros de absorbancia das
mesmas solucdes para as quais se obteve os espectros de emissdo, para correcao
da intensidade de fluorescéncia devido ao efeito de filtro interno, empregando-se
a Equacdo 2 para essa corre¢do. As leituras de fluorescéncia foram obtidas em trés
temperaturas distintas: 25, 30 e 37 °C.

O mecanismo de supressao de fluorescéncia de Stern-Volmer pode
ser empregado para andlise dos dados obtidos neste experimento (e no ensaio de
deslocamento do Hoechst 33258), supressdo esta causada pela adicdo de um
agente supressor (Q), que neste caso seriam os complexos de ruténio. Esta analise
permite obter alguns parametros que caracterizam o sistema, parametros estes
decorrentes da colisdo entre a espécie supressora ¢ molécula da proteina. A

intensidade de fluorescéncia da proteina no estado excitado pode ser relacionada
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com a reducdo dessa intensidade provocada pelo supressor, com a Equagdo 3,

onde se verifica essa correlacao por meio de uma constante, mais especificamente

a constante de supressio de fluorescéncia de Stern-Volmer.*84
F,
FO =1+ Kgy[Q] =1+ K,;70[0Q] Equacao 3

Na qual F,, ¢ a intensidade de fluorescéncia da solugao de HSA (5%
de DMSO) e F a intensidade de fluorescéncia na presenga da espécie supressora,
Ky € a constante de supressao de fluorescéncia de Stern-Volmer, que € igual ao
produto de K, (constante de velocidade de supressdo bimolecular) por 7, (tempo
de vida médio das biomoléculas na auséncia da espécie supressora).

Ao aplicar essa equacdo ao ensaio de deslocamento de Hoechst,
avaliou-se apenas a constante de supressao de fluorescéncia, ndo promovendo-se
calculos referentes a K € 7.

O tipo de mecanismo de interacdo a ocorrer entre a proteina e
molécula supressora pode ser avaliado de acordo com o aumento ou diminui¢ao
do Kg, com a temperatura. Definido esse mecanismo, o nivel de interagdo dos
complexos analisados com a biomolécula pode ser avaliado. E possivel entio
gerar informagdo de grande interesse, a partir da constante de associagdao € o
numero de sitios da HSA com o(s) qual(is) ha interagdo. Estas informagdes podem

ser obtidas conforme Equagio 4.33%°

Fy—F
log [OT] = logK, + nlog[Q] Equacao 4

Onde K, ¢ a constante de associacdo entre biomolécula e supressor,
n ¢ o numero de sitios da biomolécula em que ocorre interagdo, ¢ [Q] ¢ a
concentragdo da espécie supressora. Nos ensaios de deslocamento do Hoechst,
apesar de ser avaliada a constante de associagdo entre biomolécula e supressor,
nao se investigou valores de n.

Nestas interagdes algumas forcas intermoleculares estao envolvidas,

e os parametros termodindmicos podem ser empregados na identificacdo da
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natureza dessas forcas atuantes. Esses parametros foram calculados usando

equagdes termodindmicas de Van’t Hoff, aqui nomeadas como Equagdes 5 e 6.

In [& = 1 [— - —] AH Equacao 5

Kq, R

AG = —RTInK, = AH —TAS Equacao 6
Nas quais K, ¢ a constante de associacdo relacionada a uma
determinada temperatura, R ¢ a constante dos gases ideais (8,314 KJ mol '), 4H ¢é
a variacao da entalpia, AG se refere a variacdo da energia livre de Gibbs; e AS a
variagdo entropica no sistema. As Equagdes 5 e 6, foram também utilizadas

integralmente no ensaio de deslocamento do Hoechst para a mesma

finalidade.?*80:%7

3.6.2.3.2- Competicao pelo sitio I da HSA

Para avaliar se a interagdo dos compostos analisados como especies
supressoras ocorre no sitio I da HSA, foi utilizado como sonda fluorescente a
varfarina, que assim como azaprazona interage pelo sitio I dessa biomolécula.®
Para realizacdo deste ensaio preparou-se uma solu¢ao de HSA de concentracao
5,3 umol L', partindo de uma solugio estoque de concentragdo determinada
conforme item 3.6.2.3.1. A esta solugdo adicionou-se uma aliquota de solugao
estoque de varfarina (2000 pmol L), a fim de obter concentragdo de varfarina
igual a 5,3 pmol L.

As solugdes dos compostos foram preparadas igualmente ao
experimento de avaliagdo da interagdo com HSA. A solucdo de HSA e varfarina,
de concentrag¢do 5,3 umol L™ de cada espécie, foi assim preparada para que ao
adicionar-se a cada microtubo 1900 pL, contendo as solugdes dos complexos, a
concentragdo de HSA e varfarina fosse 5,0 umol L. Apds o preparo das solugdes
finais, estas foram incubadas a 25 °C por 30 minutos, e depois plaqueadas em
placas de 96 pogos black/clear polystyrene microplates (Corning), 200 uL/poco,

sendo cada solu¢do adicionada a trés pogos distintos.
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Conforme os experimentos anteriores envolvendo medidas de
fluorescéncia, obteve-se espectros de emissao e de absor¢ao. Com relagdo aos
primeiros foi utilizado comprimento de onda de excitagdao igual a 310 nm,
registrando-se os espectros de 340 a 650 nm, e em relacdo aos espectros de
absorcao fez-se leitura compreendendo a regido de 300 a 650 nm. Essas leituras
foram realizadas a 37 °C, e ap0s corre¢ao das intensidades de fluorescéncia devido
ao efeito de filtro interno, pode-se avaliar o deslocamento da varfarina

qualitativamente mediante supressao da fluorescéncia do sistema HSA-varfarina.

3.6.3- Determinacao do coeficiente de particao

O coeficiente de particao foi calculado utilizando o método shake-
flask, empregando o sistema agua e n-octanol (Sigma-Aldrich). Foram preparadas
solugdes estoques dos compostos em dimetilsulfoxido, de forma que destas
solucdes foram retiradas aliquotas de 100 pL para a Série 1 e 50 pl para a Série
2. Completou-se o volume com 950 pL de 4gua e 950 puL de n-octanol nas
solugdes dos compostos da Série 1, e com 975 puL de agua e 975 plL de n-octanol
nas solucdes dos compostos da Série 2, perfazendo volume total de 2000 uLL em
ambos os casos, com 5,0% de DMSO (Série 1) € 2,5% de DMSO (Série 2). Essas
amostras foram preparadas em triplicata para cada composto avaliado, e
incubadas por 18 horas a 37 °C. Apos a incubagdo, as amostras foram submetidas
a centrifugacdo a 1000 rpm por 2 minutos, ¢ a fase organica foi coletada, e
submetida a leitura de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel. Como o
experimento foi realizado em triplicata, cada solucdo de cada composto gerou
uma absorbancia no comprimento de onda analisado (372 nm, Série 1 € 272 nm,
Série 2), a partir do qual pode ser calculado uma concentracdo, ¢
consequentemente um valor de Log P, e entdo o coeficiente de particdo final foi
determinado como média desses valores.

As concentracdes nas fases organicas coletadas foram determinadas

por curva de calibracdo, obtida para cada composto, no mesmo solvente (n-
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octanol), com adicdes sucessivas de concentracdo dos compostos, partindo da
mesma solucao estoque utilizada para preparo das amostras.

Com base nas concentragdes avaliadas na fase organica, foi possivel
calcular as concentragdes na fase aquosa, € entdo o coeficiente de parti¢ao pode
ser calculado a partir da Equacao 7.

Corg.

Log P = log C
aq.

Equacao 7

Corg. € a concentracdo dos complexos na fase orglnica € Cyq € a

concentragao destes mesmos complexos na fase aquosa.
3.6.4- Ensaios Bioldgicos
3.6.4.1- Cultura de células

As linhagens tumorais humanas de mama triplo negativa MDA-MB-
231 (RE-, RP-, HER2-), de adenocarcinoma epitelial de pulmao A549, e nao
tumoral de pulmao fibroblastica MRC-5 foram cultivadas em meio de cultura
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de FBS
(soro fetal bovino). As linhagens tumorais de tecido epitelial de mama MCF-7
(RE+), de tecido epitelial de ovario A2780 e A2780cis foram cultivadas em meio
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) suplementado com 10% de FBS. Por
fim, a linhagem nao tumoral MCF-10A de tecido epitelial de mama humano fo1
cultivada em meio DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium F12),
suplementado com 5% de soro de cavalo, fator de crescimento epidérmico 3,3
nmol L' (EGF), hidrocortisona 1,4 mmol L, insulina 1,7 mmol L' e
penicilina/estreptomicina 1%(v/v). As linhagens ndo tumorais foram avaliadas
para determinar a seletividade. Todas as linhagens foram mantidas em incubadora
umida a 37 °C e atmosfera de dioxido de carbono (5%).

E valido mencionar que em todos os experimentos utilizou-se
quantidade de DMSO maxima igual 0,5% nos pogos. Como outro adendo, com
relacdo a linhagem A2780cis, foi recebida como linhagem resistente a cisplatina,
gentilmente doada pelo Prof. Adelino Vieira de Godoy Netto, mas para
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manuten¢io dessa resisténcia, adicionou-se aliquotas de solugdo 1000 pumol L-!
de cisplatina (solubilizada em PBS) a cada cinco passagens, aproximadamente. A
citotoxicidade da cisplatina frente a essa linhagem foi constantemente avaliada,

para verificar se o nivel da resisténcia estaria se mantendo.

3.6.4.2- Ensaio de Viabilidade Celular

Como ensaio inicial, avaliou-se a capacidade dos complexos em
interferir na viabilidade celular, por meio do ensaio colorimétrico de MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolium),* que se baseia na
reducao da espécie original a cristais de formazan, e resumidamente, a quantidade
de formazan gerado ¢ proporcional a quantidade de células viaveis no meio.

As células, 1,5 X 10* células/150 pL para os experimentos de 48
horas e 1,0 X 10* células/150 pL para os experimentos de 72 horas, foram
semeadas em placas de 96 pogos estéreis, nos meios de cultura adequados,
conforme mencionado anteriormente. Essas placas foram mantidas em
incubadora a 37 °C e 5% de CO; por 24 horas, para aderéncia das células. Apds
este tempo, os compostos foram adicionados em oito diferentes concentragoes
para cada composto, € em nove pogos para cada concentragcdo, observando-se a
quantidade de DMSO adicionada (0,5%), bem como restringindo o uso de
concentragdes dos compostos anterior a precipitagdo nos pogos.

As placas foram incubadas por 48 horas, e apds este tempo
adicionou-se 50 pLL. de MTT/poco, mantendo-se a placa na auséncia de luz dentro
da incubadora, por aproximadamente trés horas. Posteriormente, todo o conteudo
da placa foi removido, e os cristais de formazan gerados foram solubilizados com
150 pL/poco de alcool isopropilico, e a leitura da absorbancia foi realizada em
leitora de placa ELISA, em comprimento de onda 540 nm. A viabilidade das
c¢lulas foi obtida com relagdo a um controle negativo (c€lulas apenas com meio
de cultura e solvente utilizado para solubilizacao dos complexos, DMS0O-0,5%),
que seria a maxima viabilidade sem interferéncia dos compostos em andlise. O

valor de 1Csy (concentragdo necessaria para induzir 50% de morte celular) para
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cada um dos compostos em cada linhagem avaliada, foi determinado com auxilio
do Software GraphPad®, e o indice de seletividade foi mensurado a partir da
relacdo da Equagao 8.

IS = [Cs(linhagem nao tumoral)

Equagdo 8
ICs, (linhagem tumoral) quagdo

3.6.4.3- Ensaio morfolégico

As linhagens MDA-MB-231 e A2780cis foram submetidas a este
experimento, plaqueando-se densidade celular de 1,0 X 10° células/pogo, e para
a linhagem MCF-10A, densidade de 0,5 X 10° células/pogo, em placas de 12
pocos estéreis, nos meios adequados. As placas permaneceram 24 horas em
incubadora, e ap0ds este tempo, adicionou-se solu¢des dos complexos, de forma a
obter determinadas concentragdes nos pogos. Imagens foram capturadas anterior
a adicdo dos compostos, como imagens de zero horas e para posterior
comparativo, € conforme passava o tempo de incubagdo com estes compostos,
foram registradas imagens de 24 e 48 horas para as linhagens MDA-MB-231 e
MCF-10A, e 24, 48 e/ou 72 horas para a linhagem A2780cis. As imagens foram

registradas com auxilio de uma camera acoplada a um microscopio invertido.

3.6.4.4- Ensaio de formacao de colonias

Este experimento foi realizado com as linhagens MDA-MB-231 ¢
A2780cis, sendo semeadas 3,0 X 102 e 6,0 x 102 células/pogo, respectivamente,
em 2000 puL. de meios apropriados, em placas de 6 pogos estéreis, que foram entao
incubadas a 37 °C e 5% de CO,, por 24 horas. Em seguida, os complexos foram
adicionados a partir de solugdes estoque em DMSO, e o tratamento foi mantido
por 48 e/ou 72 horas. Na sequéncia, o meio foi removido, as células lavadas
delicadamente com tampao fosfato salino (PBS), e adicionou-se novo meio de
cultura. As placas foram mantidas na incubadora por dez dias, e apos este tempo
o sobrenadante foi descartado. Fez-se nova lavagem com PBS, e as células foram
fixadas com solu¢do de metanol/acido acético (3:1, v/v) para MDA-MB-231 ¢

paraformaldeido 4% para A2780cis por aproximadamente 10 minutos, e coradas
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com corante pandtico e solucdo de cristal violeta 5% em 4gua, para as linhagens
MDA-MB-231 e A2780cis, respectivamente. Apds secagem das placas, obteve-
se imagens das mesmas em fotodocumentador CL1500, e o tratamento dos dados
com relagdo a area de colonia foi efetuado com auxilio do Software Image J,
empregando o plugin Colony Area, e tratamento estatistico realizado com auxilio
do Software Graph Pad Prism, com as fragcdes de sobrevivéncia (FS) calculadas

por meio da equacao 9.

area de colonia apés tratamento ~
FS = - — — %X 100 Equacao 9
area de colonia do controle negativo

3.6.4.5- Ensaios relativos a possivel influéncia na cascata
metastatica

3.6.4.5.1- Ensaio de Migracao-Wound Healing

Esse ensaio foi conduzido com as linhagens A2780cis (complexo
A6-Série 1) e MDA-MB-231 (complexo A9- Série 2), semeando 4,0 X 10°
células/pogo e 2,0 X 10° células/pogo, respectivamente, em placas de 12 pocos
estéreis. As placas permaneceram na incubadora, a 37 °C e 5% de CO, até atingir
confluéncia proxima a 100%, e posteriormente, no caso do experimento com a
linhagem MDA-MB-231 foi adicionado mitomicina C (5 ug mL/pogo), por 30
minutos. Em seguida, foi realizada uma “ferida” em cada poco com auxilio de
uma ponteira de 200 puL, o meio de cultura foi descartado, e cada pogo lavado com
tampao fosfato salino para retirada das células desaderidas. Novo meio de cultura
foi adicionado em cada pogo e imagens foram registradas com auxilio de cdmera
acoplada a microscopio invertido, como tempo de zero horas. Foram obtidas ainda
imagens de 18 e 24 horas na linhagem MDA-MB-231, e de 24 e 48 h na linhagem
A2780cis, ap6s tratamento com os compostos, € estas foram analisadas por meio
do Software Image J, e a porcentagem de inibi¢ao de fechamento da risca foi
obtida mediante uso da Equagao 10.

A
%] x 100 Equacao 10

% area fechada = [
Oh
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3.6.4.5.2- Ensaio de marcacao do citoesqueleto com faloidina

Este ensaio foi realizado com as linhagens MDA-MB-231 e
A2780cis, semeando-se 4,0 X 10%* células/poco, em placas de 24 pogos, contendo
laminulas de vidro em cada poco. Foi utilizado volume igual a 500 pL/pogo,
considerando-se o meio apropriado para essa linhagem, e as placas permaneceram
24 horas em incubadora para aderéncia. As c€lulas ja aderidas foram tratadas com
diferentes concentragdes dos compostos (Complexo A7-Série 1 e Complexo A9-
Série 2, na linhagem A2780cis, e Complexo A9 na linhagem MDA-MB-231) por
24 horas. Em seguida, as células foram lavadas com PBS, fixadas com para-
formaldeido 4% em PBS por 30 minutos, e permeabilizadas com Triton-X 100 a
0,1% (v/v) em PBS por 5 minutos a temperatura ambiente. Apos lavagem com
PBS, promoveu-se bloqueio com BSA 2% (m/v) durante 30 minutos, € apds novas
lavagens com PBS, fez-se marcagdo do citoesqueleto com adi¢ao de Alexa Fluor
488 Phalloidin por 20 minutos. Apos retirada dessa solucao e lavagem com PBS,
promoveu-se marcacdo com corante 4’,6-diamino-2-fenilindole (DAPI, Sigma
Aldrich) por 5 minutos, lavando-se posteriormente trés vezes com PBS. As
laminulas foram retiradas dos pocos, € colocadas em laminas de microscopia com
auxilio do reagente Fluoromount-G™ Invitrogen'", e imagens foram obtidas em
microscopio confocal SP8 Leica do Laboratorio Centro de Nanotecnologia e
Engenharia Tecidual-CNET, da Universidade de Sao Paulo em Ribeirdo Preto-

SP, sob supervisao do Prof. Dr. Antonio Tedesco.

3.6.4.6- Ensaios relacionados a apoptose

3.6.4.6.1- Ensaio de ciclo celular

A fim de averiguar se os complexos selecionados para este estudo
induzem a parada do ciclo celular em alguma das fases que o constituem, e/ou se
promovem fragmentacdo do DNA, células MDA-MB-231 e A2780cis foram
semeadas em placas de 12 pogos, em densidade celular igual a 2,0 X 10°
células/poco e 1000 pulL/poco. Apos aderéncia das células, fez-se tratamento com

diferentes concentragdes dos complexos, mantendo-se incubado com estes por 48
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horas. Utilizou-se camptotecina como controle positivo. As células foram entdo
coletadas com uso de um scraper, centrifugadas, e entdo o meio foi descartado. O
pellet celular foi lavado duas vezes com PBS, e ressuspendido em 300 pL de
etanol 70% gelado, e as amostras foram mantidas a -20 °C por 24 horas. Apds este
tempo, foi adicionado 1000 pL de PBS gelado a cada microtubo, que foram
centrifugados, e o pellet foi ressuspendido em solu¢ao de RNAse A (0,02 mg mL-
" e solugdo de iodeto de propidio (PI, 10 pug mL™), incubando por
aproximadamente uma hora. Por fim, o teor de DNA foi avaliado por citometria
de fluxo no citometro Accuri C6 e a devida quantificagcdo foi determinada com
auxilio do Software BD Accuri C6. Todos os ensaios envolvendo citometria de
fluxo foram realizados no LABEN (Laboratorio de Biologia do Envelhecimento)
sob coordenagdo da Prof. Dr. Marcia Regina Cominetti, alocado no Departamento

de Gerontologia da Universidade Federal de Sao Carlos.

3.6.4.6.2- Ensaio de apoptose por citometria de fluxo

A possibilidade de os compostos induzirem a morte celular por via
apoptotica foi estudada por citometria de fluxo com uso de kit PE Annexin V
Apoptosis Detection (BD Biosciences), tanto na linhagem MDA-MB-231 quanto
A2780cis. Plaqueou-se 1,2 X 10> células/poco em placas de 12 pogos estéreis,
mantidas em incubadora por 24 horas, seguido da adi¢do dos compostos nas
concentragdes de interesse, sendo o tratamento mantido por 48 ou 72 horas. Como
controle negativo foi utilizado DMSO, e controle positivo, a camptotecina.
Retirou-se o meio de cultura de cada pogo, transferindo para microtubos que
foram centrifugados para aquisi¢do das células ja desaderidas. Cada pogo foi
lavado com tampao fosfato, e o contetido da lavagem foi recolhido nos respectivos
microtubos anteriores, submetendo-os novamente a centrifugagdo, e
ressuspendendo em tampao de ligagdo. A cada pogo foi adicionado 2 pl. de 7-
amino-actinomicina D (7AAD) e 2 puL de Anexina V-PE, transferindo-se o
conteido dos microtubos de volta as placas, mantendo a placa ao abrigo da luz

por 15 minutos. Completou-se o volume de cada pogo para 300 pL, e as células
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foram removidas com auxilio de um scraper e transferidas para tubos de
citometria. A andlise foi realizada em citdmetro BD Accuri C6 e a quantificacao
realizada por meio do Software BD Accuri C6. A porcentagem de apoptose foi
determinada como a soma entre células marcadas como em apoptose inicial e

apoptose tardia.

3.6.4.7- Analise Estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e de forma independente.
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism,
por meio do calculo de média e desvio padrdo, seguido de analise de variancia
(ONE WAY ¢ TWO WAY ANOVA), e pos-teste de Bonferroni ou Dunett para
comparativo de todos os grupos com os controles, ¢ determinagdo de diferenca

estatistica.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO
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Com o intuito de facilitar o entendimento dos resultados pelo leitor,
o ligante pyphen e o precursor [RuCl(dppb)(pyphen)] serdo discutidos
primeiramente, € os complexos divididos em duas séries serdo retratados em
seguida. Nas duas séries a difosfina utilizada ¢ a 1,4’-bis-difenilfosfina(butano),
dppb, e além disto, contém ligantes mercapto em comum, mas diferem no ligante
N,N-heterociclico, culminando na Série 1 com o ligante pyphen, e Série 2 com o

ligante 1,10-fenantrolina.

4.1- Ligante 1-(piren-2-il)-1H-imidazo[4,5-f][1,10-fenantrolina],
pyphen

O ligante utilizado nos compostos da Série 1 deste trabalho, como
N,N-heterociclico modificado com subsituinte pirenil, apesar de ja ser relatado na
literatura, inclusive coordenado a centros metélicos, serd aqui brevemente
abordado, a fim de apresentar a caracterizagdo realizada para o mesmo.

A sintese deste ligante foi realizada conforme detalhado na secao
Materiais e Métodos, na parte referente as sinteses, e conforme Esquema 4.1, onde
também relata-se uma proposta de mecanismo para a obten¢do desse composto,
segundo reagdo de Debus-Radziszewski para sintese de imidazois.

O produto foi obtido como um sélido amarelo, insoluvel em meio
aquoso ¢ na maioria dos solventes organicos, apresentando boa solubilidade em
dimetilsulféxido, sendo este o solvente utilizado para as caracterizagdes
espectroscopicas do composto. Foi realizada a caracterizagao essencialmente por
ressonancia magnética nuclear e difragdo de raios X, sendo valido mencionar que
até onde se sabe, a estrutura cristalografica para este composto ainda nao havia
sido determinada. Na literatura geralmente reporta-se estruturas otimizadas por

meio de calculos, para espécies correlatas.
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ESQUEMA 4.1-A) Esquema de reagdo para obten¢do do ligante pyphen; B)

Proposta de mecanismo reacional.
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(Proposta de mecanismo baseada em reacdo de Debus-Radziszewski
O cristal adequado para o uso da técnica de difracdo de raios X foi
obtido em solucao de dimetilsulfoxido, e a cristalizacao ocorreu em um sistema
ortorrdbmbico, grupo espacial P2,2,2;. A estrutura obtida encontra-se na Figura
4.1, onde também se apresenta interagdes intermoleculares existentes no cristal.
A molécula de agua que se apresenta na rede cristalina, contribui para a
estabilizagdo do sistema, interagindo por meio de ligacdo de hidrogénio com o
anel imidazol, em que a ligacdo N(4)--H(4)...O apresenta distancia de ligacao
igual a 2,722 A.

Este atomo de oxigénio, participa de outras duas interagdes, com
moléculas vizinhas, mais especificamente com o outro atomo de nitrogénio do
mesmo anel imidazol (N3) e atomo de nitrogénio da porcdo fenantrolina do
ligante (N2). Essas interacoes, provavelmente contribuem para que ndo sejam
observadas interagdes intermoleculares n-n stacking, que seriam favorecidas entre

os anéis do substituinte pirenil.
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Na Tabela 4.1 sao mostrados alguns dos comprimentos de ligagao,
preferencialmente aqueles que poderiam sofrer modificagdes devido a

coordenagdo ao centro metalico, e aqueles relacionados ao anel imidazol.

FIGURA 4.1-Estrutura cristalografica do ligante pyphen, com elipsoides a 30%

de probabilidade; B) Interacao intermolecular por meio de ligacao de hidrogénio.

A) ¥, 2.772A

Fonte: Dados da Pesquisa.
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TABELA 4.1-Comprimentos ¢ angulos de ligacao selecionados do composto

pyphen.
Ligacao Comprimento de ligaciio (A)
N1-Cl 1,324 (3)
N1-C5 1,360 (2)
N2-Cé6 1,359 (3)
N2-C10 1,322 (3)
N3-Cl11 1,380 (2)
N3-C13 1,331 (3)
N4-C12 1,375 (2)
N4-C13 1,366 (2)
C1-C2 1,400 (3)
C2-C3 1,379 (3)
C5-C6 1,465 (3)
C9-C10 1,402 (3)
Angulo de ligacio (A)
C1-N1-C5 117,24 (17)
C10-N2-C6 117,65 (17)
C13-N13-Cl11 104,50 (16)
C13-N4-C12 106,35 (15)
NI-C1-C2 124,53 (18)
N2-C10-C9 124,36 (19)

Fonte: Dados da Pesquisa.

Com relagdo a caracterizacao por RMN, na Figura 4.2 apresenta-se
o espectro de RMN 'H para o ligante, bem como a atribui¢do, referente aos
deslocamentos nos espectros de 'H e *C{'H}, sendo este Gltimo espectro disposto
no Apéndice-Parte I. As atribuigdes foram realizadas com auxilio de espectros
2D. O espectro obtido encontra-se em conformidade com espectro de RMN 'H ja

relatado na literatura.®®
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FIGURA 4.2-Espectro de RMN 'H obtido para o ligante pyphen em DMSO-ds,

numeracao da estrutura, e alguns deslocamentos atribuidos com relagdo ao RMN

13C{1H}.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Outras caracterizacoes foram realizadas (Anélise Elementar,
espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel e do infravermelho, voltametria
ciclica) e podem ser encontradas no Apéndice-Parte 1. Estes resultados juntamente
com 0s aqui mencionados corroboram para conclusao de que o ligante foi obtido

de forma eficaz e com grau de pureza significativo.

4.2- Precursor [RuCL(dppb)(pyphen)]|, (CPP)

A sintese da espécie precursora [RuCly(dppb)(pyphen)], CPP, foi

realizada conforme j4 relatado para precursores similares, [RuCly(bipy)(dppb)] e
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[RuCly(dppb)(phen)], e Esquema 4.2, utilizando-se o ligante 1-(piren-2-il)-1H-
imidazo[4,5-f][1,10-fenantrolina].
ESQUEMA 4.2-Esquema reacional para obtencao do cis-[RuCly(dppb)(pyphen)].

QQ@@ S

T 1 / A/48h

””’ olueno Q
\\\\\‘ Premplta(;ao com
\Cl + éter

Espécie precursora
cis-|RuCl:(dppb)(pyphen)]

A caracterizacdo inicial do composto foi realizada por meio da
analise de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *'P{'H}, que em
diclorometano resultou em um conjunto de sinais diferente dos dois dupletos
previstos, conforme se verifica na Figura 4.3. Estes dois sinais esperados seriam
referentes aos dois atomos de fosforo constituintes da difosfina, de acordo com o
que se observa para espécies similares, tais como [RuCl,(bipy)(dppb)] e
[RuCl,(dppb)(phen)], para as quais relata-se que os deslocamentos quimicos em

CH,Cl, sdo & 43,1/31,5 ppm e & 45,1/29,6 ppm, respectivamente.>*
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FIGURA 4.3-Espectro de RMN de *'P{'H} da espécie CPP.
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Tal resultado sugere duas possibilidades: A primeira que nao se
tenha, em solucdo, apenas a espécie de interesse, ¢ a segunda que se tenha
1someros. Para elucidar o observado, foram utilizadas outras técnicas de
caracterizacao, principalmente a voltametria ciclica e a espectrometria de massas
de alta resolugdo, que podem fornecer informagdes suficientes e precisas com
relacdo a existéncia de mais de uma espécie em solugdo, como impurezas ou
indicativo de isdmeros.

Na voltametria ciclica, que foi obtida em solu¢ao de diclorometano,
mesmo solvente utilizado para o espectro de RMN de *'P {!H}, obteve-se apenas
um processo referente ao par redox Ru(II)/Ru(IlI), que apresenta Epa= 0,73 V ¢
Epc= 0,57 V, Figura 4.4A. O outro processo observado na figura 4.4B, em maior

potencial, se refere a oxida¢do do ligante pyphen. °!
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FIGURA 4.4-Voltamogramas ciclicos de CPP (1 mmol L), em solucdo de
CH2CI2, 0, 1 mol L! de PTBA, 100 mV s''. A) Varredura de 0,0 a 1,2 V; B)
Varredurade 0,0 a 1,5 V.
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No espectro de massas do composto, que ¢ mostrado no Apéndice-
Parte I, sdo mostrados dois sinais majoritarios no espectro obtido, referentes a
espécie cationica [RuCl(dppb)(pyphen)]’, com razdo m/z tedrico igual a 983,1768
e m/z acurado igual a 983,1779, resultando em um erro de 1,12 ppm, e a espécie
[Ru(dppb)(pyphen)]**, sendo a relagdo m/z tedrico igual a 474,1037 e m/z acurado
igual a 474,1038, com erro de 0,21 ppm. Estes resultados indicam que ndo ha
outra espécie além do composto de interesse, no solido obtido no processo de
sintese do cis-[RuCl,(dppb)(pyphen)].

Tais dados apontam para o fato de que o conjunto de sinais denotados
anteriormente no espectro de RMN de *'P{'H} ndo sdo devido a existéncia de
outra espécie diferente daquela de interesse. Sendo assim, na investigacdo da
possibilidade de isomerismo, neste caso, mais especificamente existéncia de
conformeros, promoveu-se andlises de RMN de 3'P{'H} em outros solventes,
obtendo-se 0s conjuntos de sinais dispostos na Figura 4.5. Em cada solvente
utilizado se observa diferentes conjuntos de sinais, € apenas em metanol se tem
os dois dupletos que seriam esperados incialmente, indicando que neste ambiente
ha completa conversao para uma unica espécie. Nos outros solventes ha diferentes
conformacodes, influenciadas pela solvatacdo, constante dielétrica, polaridade,

entre outras caracteristicas do meio.
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FIGURA 4.5-Espectros de RMN de 3'P{'H} da espécie CPP em diferentes

solventes, na regiao de alta frequéncia dos espectros.
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Em solventes coordenantes, tal como metanol, espera-se a geracao
de espécies em que esse solvente substitua um dos ligantes Cl na estrutura,
gerando a espécie [RuCl(MeOH)(dppb)(pyphen)]Cl, conforme relatado em
trabalhos anteriores do grupo LERCI para o composto similar
[RuCl,y(bipy)(dppb)], que na presenca desse solvente gera a espécie
[RuCl(MeOH)(bipy)(dppb)]Cl. E um resultado que também justifica a
condutividade obtida para o complexo CPP em metanol, igual a 63,9+0,09 S cm?
mol !, classificando a espécie em solucdo como eletrolito 1:1, bem como concorda
com o deslocamento quimico observado no espectro de *'P{'H}. Na espécie
original os 4tomos de fésforo estdo posicionados trans a ligante clorido e 4&tomo
de nitrogénio piridinico, e na espécie gerada em metanol, o ligante C1 ¢ labilizado
e hé coordenagdo do metanol, ocorrendo deslocamento dos sinais na regido de 31
ppm (CH,Cl,/D,0) para regido de 53 ppm (MeOH/D,0).”>%* Dessa forma, essa
nova espécie gerada, que apresentou sinais em o 52,45 ppm (d, J= 39,2 Hz) ¢ 6
41,21 ppm (d, J= 39,2 Hz), pode justificar a diferenca observada para esse

solvente em comparacao aos demais.
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Considerando esse raciocinio, esperar-se-ia resultado similar para o
sistema contendo dimetilsulfoxido, j& que este solvente também possui
caracteristicas coordenantes. Entretanto, o que se observa nesse caso, ¢ a definicao
de um conjunto de sinais, e outro conjunto de multiplicidade indefinida, com os
seguintes deslocamentos quimicos: [0/ppm (multiplicidade, J/Hz)] 50,23 (m);
43,23 (d; J=34,3); 41,20 (m); 37,13 (m); 31,07 (t, J=33,9). A condutividade do
composto CPP em dimetilsulfoxido, igual a 21,63+0,07 S cm? mol™! indica que
ha geracdo de espécies eletrolito 1:1, [RuCl(DMSO)(dppb)(pyphen)]Cl, mas
neste caso, o sistema ainda favorece a isomeria conformacional, ainda que em
menor grau com relacao aos solventes nao coordenantes.

Nos demais solventes, ditos nao coordenantes, distintos
deslocamentos quimicos foram observados, sendo possivel observar que, as
integrais relativas concordam com pelo menos duas espécies em cada sistema.
Obteve-se os seguintes deslocamentos, descritos como [6/ppm (multiplicidade,
J/Hz)], em diclorometano 44,69 (d; 34,7); 42,79 (d; 35,1); 31,10 (t; 31,3); 30,4
(s); 29,91 (d; 35,5), em cloroformio 44,65 (d; 35,1); 43,58 (d; 34,0), em tolueno
45,67 (d; 34,9); 45,02 (d; 34,1); 30,98 (d; 39,2); 30,54 (d; 33,8).

Estes resultados corroboram para a existéncia de rotdmeros desta
molécula, que podem ocorrer devido a existéncia de uma ligagdo simples entre
sistemas biarilas, com carbonos sp’-sp?, e esta conformacionalidade provoca
alteragdes no ambiente quimico como um todo, de forma que pode ser observada
no nucleo do atomo de fosforo. Este tipo de estereoisomerismo, em ligagdes como
a que aqui se apresenta, ocorrem em atropoisdmeros, em que hé impedimento de
rotacdo de uma ligacdo simples, geralmente ocorrendo entre carbonos
hibridizados em sp?-sp?, ¢ devido a esta restri¢do, se torna possivel identificar
mais de uma espécie. Dessa forma, ndo se torna necessaria a existéncia de um
carbono estereogénico, uma vez que a isomeria se encontra definida pelo eixo de
ligacdo, que neste caso seria a ligagdo entre o anel imidazol e substituinte

pirenil.*+%°
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4.3- Complexos de formula geral [Ru(NS)(dppb)(pyphen)]|X
(Série 1) e [Ru(NS)(dppb)(phen))|PFs (Série 2)
4.3.1- SECAO 1- Caracterizacio dos complexos
Os complexos de formula geral [Ru(NS)(dppb)(pyphen)]X (A1-A3
¢ A4-A7), onde dppb= 1,4’-bis(difenilfosfina)butano; pyphen= 2-(1-pirenil)-1H-
imidazo[4,5f][1,10]fenantrolina; X= Cl" (no caso de A1-A3) ou PFs (para A4-
A7); NS= 2-mercaptopiridina (pyS, Al e A4), 2-mercaptotiazolina (tzdt, A2 e
AS), 2-mercaptopirimidina (pySm, A3 e A6), 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina
(damp, A7), foram sintetizados a partir da inser¢ao dos ligantes NS, substituindo
os ligantes cloridos do precursor [RuCl,(dppb)(pyphen)], conforme Esquema 4.3.
ESQUEMA 4.3-Esquema de sintese para obten¢ao dos complexos da Série 1.

CH:Cl2/CH30H/
EtsN
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No caso dos complexos de formula geral [Ru(NS)(dppb)(phen)]PFs,
onde dppb= 1,4’-bis(difenilfosfina)butano; phen= fenantrolina; e NS= 2-
mercaptopiridina  (pyS, AS8); 2-mercaptotiazolina  (tzdt, A9); 2-
mercaptopirimidina (pySm, A13), as sinteses foram realizadas de forma similar
aos complexos da Série 1, com excecdo do complexo A10 para o qual se fez
modificagdes na rota sintética para evitar a formag¢ao de isomeros de ligagao.

Todos os complexos foram gerados a partir da substituicao de ligantes cloridos do
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precursor [RuCl,(dppb)(phen)], cis-phen, pelos ligantes mercaptos, conforme se
observa no Esquema 4.4.

ESQUEMA 4.4-Esquema de sintese para obtencao dos complexos da Série 2.
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4.3.1.1- Condutimetria, Analise Elementar e Espectrometria de

massas

Com excec¢do dos ligantes 2-mercaptotiazolina e 4,6-diamino-2-
mercaptopirimidina, o metanol presente no sistema foi suficiente para promover
a desprotonagdo necessaria a coordenagdo dos ligantes mercaptos, resultando em
espécies catidnicas, com carga contrabalanceada por um ion cloreto ou
hexafluorofosfato. Os dados de condutividade molar que se encontram na faixa
de espécies eletrolito 1:1 em dimetilsulfoxido (20 -62 ohm™ ¢cm? mol')*?, bem
como os dados de andlise elementar corroboram com as estruturas propostas,
como se observa na Tabela 4.2. Os valores de m/z acurado obtidos por
espectrometria de massas para alguns destes complexos, também concordam com

as estruturas, relatados no Apéndice-Parte II.
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TABELA 4.2-Dados de analise elementar e condutividade (DMSO) dos

complexos.
SERIE 1
Composto %C %H %N %S A (ohm?!
cm? mol™?)
[Ru(pyS)(pyphen)(dppb)]Cl 68,09 4,42 6,40 293 273+0,1
Al 68,34* 391*  6,63* 3,77*
[Ru(tzdt)(pyphen)(dppb)]Cl 65,41 4,39 6,36 5,82 243+0,2
A2 64,75*  3,68%  6,29* 6,85*
[Ru(pySm)(pyphen)(dppb)]Cl 66,93 4,33 7,68 293 27,1 £0,2
A3 66,62*  4,34*  7.69* 2093*
[Ru(pyS)(pyphen)(dppb)]PFs 61,89 4,02 5,82 2,67 258+0,5
A4 61,38* 4,23*  481* 3,08*
[Ru(tzdt)(pyphen)(dppb)]PFs 59,50 3,99 5,78 5,29 23,6+0,2
AS 59,76*  3,79*  583* 6,06*
[Ru(pySm)(pyphen)(dppb)]PFs 60,85 3,93 6,98 2,66 27,440,3
A6 59,99*  3,97*  7,18*% 334%
[Ru(dampyS)(pyphen)(dppb)]PFs 59,37 4,00 9,08 2,60 29,7+0,5
A7 59,33* 4,13 9,09*% 2,73*
SERIE 2
[Ru(pyS)(phen)(dppb)]|PFs 56,13 4,19 446 3,33 34,5+0,3
A8 56,23%  4,44*%  436* 391*
[Ru(tzdt)(phen)(dppb)]PFs 53,19 4,15 433 6,61 30,0103
A9 53,09%  4,06%  427* 7,10%
[Ru(pySm)(phen)(dppb)]PFs 54,83 4,08 581 3,33  30,440,2
Al10 54,90*  4,13*  585* 346*

*Valores obtidos experimentalmente.
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4.3.1.2- Difracao de Raios X

Dentre os sete complexos abordados na Série 1, foi possivel obter
monocristais adequados para a técnica de difragdo de raios X apenas para os
complexos Al, A2 e A4, ¢ entre os complexos da Série 2, se obteve monocristais
adequados para os trés compostos. Estes foram obtidos por meio de evaporagao
lenta de solugdes dos compostos, em diclorometano/etanol (razdo 1:1 v/v), cujos
compostos Al e A2 (Série 1) e os compostos A8 e A10 (Série 2) cristalizaram-se
em um sistema monoclinico, grupo espacial P2,/n, o composto A9 (Série 2) no
mesmo sistema, mas no grupo espacial 12/a, e por fim, o composto A4 (Série 1),
que cristalizou em um sistema triclinico e grupo espacial P-1.

As estruturas cristalograficas obtidas apos refinamento dos dados,
estdo dispostas na Figura 4.6 para os complexos Al (Série 1) e A8 (Série 2), e as
outras estruturas cristalograficas dispostas no Apéndice-Parte II. Analisando as
estruturas se observa que todos os ligantes se coordenam de forma bidentada, em
que o atomo de nitrogénio N1 dos ligantes mercaptos se encontra em posicao trans
com relacdo ao atomo de fosforo P1 do ligante dppb, € o 4&tomo de enxofre S1
trans ao atomo de nitrogénio N2 do ligante pyphen ou phen. As estruturas
cristalograficas destes complexos estdo em concordancia com complexos do tipo
[Ru(NS)(bipy)(P-P)]PFs, em que P-P se refere a varios ligantes difosfinicos € NS
a ligantes mercaptos ja relatados na literatura, 142499698

Apesar da coordenagdao dos ligantes mercapto ocorrer com a
formagdo de um anel quelato de quatro membros, que poderia incorrer em
instabilidade do sistema, devido a tensdo provocada, os compostos sdo estaveis.
A estabilidade dos complexos ¢ promovida pelos anéis quelatos formados tanto

pela difosfina quanto pela fenantrolina.

69



Leticia P. de Oliveira Resultados e Discussao

FIGURA 4.6-Estruturas cristalinas dos complexos Al (Série 1) e A8 (Série 2),

com elipsoides a 30% de probabilidade, e omissdo do contra-ion PF¢ na estrutura

do complexo A8. Ampliacdo das regides com interagdo m-stacking de maior

prevaléncia nos sistemas.

COMPLEXO A1l

£

Fonte: Dados da Pesquisa.

Além da estabilidade proporcionada pela formagado de anéis quelatos,
outros fatores se associam a estabilizagdo da(s) molécula(s), para a geragao da
unidade assimétrica, e do empacotamento cristalino. Pode-se citar interagdes intra
e intermoleculares, entre as quais, as mais preponderantes sdo aquelas referentes
a ligacdo de hidrogénio, intera¢des n-stacking e CH-r.** Com relag@o as primeiras
¢ possivel observar ligacdes de hidrogénio nos complexos da Série 1, ocorrendo
entre o grupamento NH do anel imidazol e o contra-ion CI°, obtendo-se distancia
do contato N-H...Cl igual a 3,226 A para o complexo Al e 3,085 A para o
complexo A2. 1191 Egse mesmo tipo de interagdo pode ser observado no caso do
complexo A4, mesmo que neste caso seja proposto o PF¢” como contra-ion. Para

este complexo é observada uma distincia do contato N-H...Cl igual a 3,071 A, e
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a existéncia desta interacdo pode ser a justificativa deste composto ter se
cristalizado diferentemente dos compostos similares.

O complexo A4 apresenta duas moléculas em sua unidade
assimétrica, contendo os contra-ions cloreto e hexafluorofosfato, conforme se
verifica na Figura 4.7. Assim, a forte interacdo existente entre Cl" e 4tomo de
hidrogénio imidazodlico, pode ter dificultado a total troca entre os contra-ions.
Além dessa interagdo com atomo de hidrogénio do anel imidazol, o cloreto atuante
como contra-ion também interage com datomo de hidrogénio da porcao
fenantrolina e da por¢do pireno do ligante pyphen, o que além de explicar a
permanéncia deste contra-ion, pode justificar o fato de que nas espécies contendo
ligantes mercapto ndo ha isOmeros conformacionais, como observado para a

espécie precursora CPP.

FIGURA 4.7-Estrutura cristalina do complexo A4 (Série 1), com elipsoides a 30%
de probabilidade, exibindo os dois contra-ions que compdem a unidade

assimétrica, sendo o Cl representado pelo elipsoide em verde.

Fonte Dados da Pesquisa.
Com relagdo as interagoes do tipo C-H...w, no complexo A1 (Série 1)

ocorre uma interacdo intermolecular entre uma ligacdo C-H de um dos anéis
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fenilicos com a porgao pireno de outra molécula, que se diferencia dos complexos
da Série 2, nos quais esta interagdo intermolecular ocorre entre ligagdo C-H de
um dos anéis fenilicos da difosfina, com um anel da fenantrolina de outra
molécula.

E possivel observar ainda interagdes intramoleculares do tipo m-m,
paralelo deslocado ou “face a face deslocada” que ocorrem entre anel fenilico da
difosfina e por¢do fenantrolina do ligante pyphen, nos complexos da Série 1,
como mostrado na Figura 4.6 para o complexo A1. O mesmo pode ser observado
no complexo A9, da Série 2, em que h4 este tipo de interacao entre anel do ligante
fenantrolina e anel fenila da difosfina dppb, diferenciando-se dos demais
complexos da mesma sé€rie, que t€m essa interacdo mais pronunciada entre anel
do ligante mercapto e anel fenilico da difosfina, como pode ser observado para o
complexo A8 na Figura 4.6.192-104

Para os compostos da Série 2 foram ainda observadas interagdes
intermoleculares do tipo C-H...S, que assim como em compostos similares
relatados,* ocorrem entre o 4tomo de enxofre como aceptor de hidrogénio, dos
ligantes mercaptos, nos complexos A8 ¢ A10, com um dos grupos metileno (-
CH,) existente na cadeia alifatica da dppb, atuando como doador de hidrogénio,
com uma distancia de contato entre 2,8 ¢ 2,9 A. Entretanto, apesar dessa interagio
intermolecular também ser observada no complexo A9, ocorre entre S-mercapto
e C-H do anel aromatico da fenantrolina.?®

Todos os compostos apresentam geometria octaédrica distorcida em
torno do centro metélico, dado os angulos de ligagdo. Analisando os dados de
comprimento de ligacdo e comparando-se com espécies similares, aqueles
relacionados as ligagdes mais proximas ao centro metdlico se encontram de
acordo com o ja relatado.>*!%>1% Como os ligantes mercaptos tém carater o-
doador e m-receptor, enquanto os ligantes cloridos apresentam apenas carater
doador, espera-se que ocorra mudancas nos comprimentos de ligacdo apos a

substituicao destes cloridos na espécie precursora. Apesar de ndo ser possivel essa
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comparagdo com relacdo aos complexos da Série 1, € possivel verificar que ha
alteracoes do complexo cis-phen para os complexos da Série 2. Os comprimentos
e angulos de ligacao estdo dispostos na Tabela 4.3.

Os comprimentos de ligacdo referentes a Ru-S1 e Ru-NI sdo
menores com relagdo ao que se observa para Ru-Cl na espécie precursora, de
forma mais pronunciada na troca do ligante clorido por N-mercapto, devido aos
raios atdmicos de cada atomo envolvido. E observado um padrio com relacio a
ligacdo Ru-P1, onde hd um aumento no comprimento dessa ligacdo apds a
coordenacdo dos ligantes mercaptos, devido as propriedades m-aceptoras dos
ligantes mercapto, j4 mencionadas. De forma indireta, como os dados entre as
séries converge, ¢ possivel concluir um mesmo comportamento para todos os

complexos, séries 1 e 2.
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TABELA 4.3- Principais angulos e comprimentos de ligagdo em torno do centro metélico das estruturas

Comprimento de ligaciio (A)

SERIE 1 SERIE 2

LIGACAO Al A2 A4 cis-phen A8 A9 A10
Rul-SI 2,4338(15)  2,4578(12) 2,413(3) - 2,406(2) 2,4211(10)  2,4049(10)
Rul-P1 2,3180(16)  2,3073(11) 2,299(3) 2,2861(11) 2,300(2) 2,2980(10)  2,3090(11)
Rul-P2 2,3153(14)  2,3043(12) 2,328(3) 2,3225(11) 2,327(2) 2,3151(10)  2,3348(10)
Rul-N1 2,110(5) 2,130(3) 2,122(9) - 2,124(6) 2,175(3) 2,123(3)
Rul-N2 2,134(4) 2,103(4) 2,152(8) 2,117(4) 2,134(6) 2,137(2) 2,135(3)
Rul-N3 2,105(4) 2,123(4) 2,121(9) 2,092(3) 2,096(6) 2,110(2) 2,116(3)
S1-Cl1 1,725(6) 1,712(5) 1,734(14) - 1,739(8) 1,713(4) 1,733(4)
N1-C1 1,351(7) 1,300(5) 1,353(14) - 1,345(9) 1,294(4) 1,357(4)
Ru-Cl1 - - - 2,4911(11) - - -
Rul-CI2 - - - 2,4171(12) - - -

Angulo de ligacio (°)

P1-Ru-P2 94,62(5) 94,24(4) 94,34(12) 93,89(4) 92,97(8) 95,48(4) 93,11(4)

N1-Ru-S1 67,43(12) 66,84(10) 67,4(3) - 67,74(17) 67,06(7) 67,76(8)

N2-Ru-N3 77,42(16) 77,51(13) 78,7(3) 78,17(15) 77,9(2) 78,14(9) 78,05(11)

N1-Ru-P1 168,55(13)  169,23(10) 174,4(2) - 163,40(18) 168,72(8) 162,70(8)
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4.3.1.3- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os complexos de ambas as séries foram caracterizados por
ressonancia magnética nuclear (RMN), com experimentos unidimensionais ('H,
BC{'H} ¢*'P{'H}), e bidimensionais (COSY 'H-'H, HSQC 'H-"*C e HMBC 'H-
3C), a partir dos quais foi possivel obter informagdes estruturais acerca dos
compostos.

Com relacdo as andlises dos compostos, por experimentos de
ressonancia magnética do nucleo de fosforo, esta pode ser utilizada para auxiliar
tanto no acompanhamento da sintese destas espécies, quanto na caracterizagao
dos produtos. Diferentes ambientes quimicos em que o atomo de fosforo se
encontra, se refletem em diferentes deslocamentos quimicos, e esse aspecto junto
as constantes de acoplamento entre os dtomos de fosforo, podem caracterizar o
sistema.

Considerando a técnica de RMN 3!'P{'H}, toda a analise se volta a
difosfina 1,4-bis-difenilfosfina(butano), que se encontra na esfera de coordenagao
de todos os compostos estudados neste trabalho. Quando se avalia esta difosfina
livre, ha equivaléncia magnética entre os atomos de fosforo, uma vez que ndo ha
perturbagdo que provoque mudangas no ambiente quimico em torno destes
atomos, e por isto se observa um simpleto com deslocamento em
aproximadamente -16 ppm, em diclorometano. Quando este mesmo ligante
fosfinico ¢ analisado na esfera de coordenagdo dos complexos metalicos, aqui
primeiramente nas espécies precursoras, de formulas [RuCl,(dppb)(pyphen)] e
[RuCly(dppb)(phen)], verifica-se um novo padrao, resultando em dois dupletos,
devido a ndo equivaléncia magnética entre os atomos de fésforo, uma vez que
nesta configuragdo um dos atomos de fosforo se encontra frans ao atomo de
nitrogénio piridinico, e o outro dtomo de fosforo trans ao ligante clorido.

A técnica de RMN *'P{'H} pode ser utilizada no acompanhamento
das sinteses, pois com a troca dos ligantes na espécie precursora, espera-se

deslocamentos dos sinais nos espectros de RMN 3*'P{'H} dos complexos
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resultantes, devido a um novo ambiente quimico gerado em torno dos atomos de
fosforo. Portanto, em tempo real € possivel avaliar se ha geracdo ou ndo de uma
espécie diferente da inicial.

Com relacao ao uso da técnica como caracterizagdo espectroscopica
dos compostos, além de ser avaliado os deslocamentos quimicos e constantes de
acoplamento, os sistemas de acoplamento para um ligante difosfinico em sua
esfera de coordenacao, podem ser classificados como A,, AB e AX dependendo
da diferenca da frequéncia ressonante entre os sinais referentes aos dtomos de
fosforo. Como no trabalho em questdo, todos os compostos cont€ém o mesmo
ligante difosfina, dppb, o fator “a4ngulo de mordida (bite angle)” ndo afeta o
deslocamento de um composto em relacdo a outro, bem como a classificacao de
separagdo de spins, sendo entdo relativos as mudangas nos ligantes
mercaptos. 3536107108

Primeiramente, comparando-se os espectros de RMN de *'P {'H} dos
compostos sintetizados e os precursores, verifica-se deslocamentos dos sinais que
indicam a formacgao das novas espécies. Os precursores € complexos sintetizados
(A2, A3, A5, A6, A7 da Série 1, ¢ A9, A10 da Série 2) sao classificados em um
sistema AX dos nucleos de fosforos, enquanto os complexos contendo o ligante
mercaptopiridina, de ambas as séries, sdo classificados como AB. Dentre os
ligantes mercaptos, € observado que o 2-mercaptopiridina (pyS) ndo contém
heteroatomos que ndo estejam coordenados ao centro metalico, diferentemente
dos outros ligantes utilizados, provocando menor alteragdao no sistema, e¢ além
disso, ¢ mais similar ao anel piridinico com relagdo aos demais, o que explica a
diferente classificagdo para os complexos que o contém.

O precursor CPP e complexos da Série 1, foram avaliados em
metanol, e neste caso, o precursor tem esse solvente coordenado, conforme Figura
4.8, o qual juntamente ao ligante clorido ¢ labilizado para coordenag¢dao dos
ligantes mercaptos. Em cenario geral, o que se observa ¢ uma grande variagao no

deslocamento quimico referente ao 4&tomo de fosforo (Pa) que se encontra trans
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ao atomo de oxigénio no precursor, devido a troca para o atomo de nitrogénio do
ligante mercapto. Inversamente, se observa uma pequena variagdo no
deslocamento quimico referente ao outro atomo de fosforo (Pg/x), que permanece
trans ao atomo de nitrogénio piridinico. Devido aos dois atomos de fosforo se
encontrarem em posicao trans a atomos de nitrogénio, os deslocamentos quimicos

dos nucleos sdo proximos, conforme se observa na Tabela 4.4.

FIGURA 4.8-Espectros de RMN de *'P{'H} para precursor € complexos da Série
1, em metanol.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Para os complexos da Série 2, os experimentos foram realizados em
diclorometano. Assim, o que se observa com a troca dos dois ligantes cloridos da
espécie precursora (Figura 4.9) pelos ligantes mercaptos, ¢ maior deslocamento
com relagdo ao sinal do atomo de fosforo (nomeado como P,) no espectro de

RMN 3P {H}, para o qual ha troca do ligante clorido pelo 4tomo de nitrogénio
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do ligante mercapto. Menor variacdo ¢ observada no deslocamento quimico
referente ao outro atomo de fosforo (Pg/x), pois permanece em posicao trans ao
ligante piridinico, com menor alteragdo do ambiente quimico em seu entorno.
Para os complexos A4-A7 (Série 1), e os complexos da Série 2,
observou-se ainda um hepteto referente ao atomo de fosforo do contra-ion

hexafluorofosfato.

FIGURA 4.9-Espectros de ressonincia magnética nuclear de *'P{'H} para os

complexos da Série 2.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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TABELA 4.4-Dados de RMN *'P{'H} para os complexos das Séries 1 e 2.

SERIE 1
COMPOSTO  oPa(ppm) oPpx(ppm) Japax(Hz)  SPprs(ppm)  Jrre (Hz)
CPP 52,4 41,2 39,4 - -
Al 42,5 42,1 35,5 - -
A2 45,6 43,9 34,8 - -
A3 44,5 41,2 36,2 ; ;
A4 42,9 41,6 36,7 -144,5 703
AS 45,4 43,4 35,4 -144,5 708
A6 43,6 41,0 36,8 -144.5 710
A7 45,4 39,4 37,1 -144.5 711
SERIE 2
cis-phen 30,3 44,0 33,6 - -
A8 42,4 42,1 36,8 -144.5 711
A9 45,0 44,1 35,1 -144.5 711
A10 43,2 41,8 36,9 -144.5 711

Além da ressonancia magnética do nticleo de *'P{'H}, os espectros
de RMN 'H e ®C{'H} foram registrados, bem como os experimentos 2D, que
permitiram a atribui¢do dos sinais referentes aos atomos de hidrogénio e carbono
dos complexos em estudo. E fato que em compostos Ru/difosfina, como aqueles
relatados pelo grupo LERCI, a sobreposicdo dos sinais dificulta a atribuigao
referente a cada hidrogénio. Portanto, a partir dos experimentos 1D e 2D,
usualmente realiza-se uma analise que permite identificar os sinais referentes aos
hidrogénios das fenilas da difosfina, an¢is do ligante piridinico € dos demais
ligantes. 35105109

Com relagdo aos complexos da Série 1, a atribuigcdo dos espectros de

RMN de 'H foi realizada conforme se observa na Figura 4.10. Para os complexos

da Série 2, uma melhor atribui¢do foi possivel para os sinais referentes aos
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hidrogénios dos anéis piridinicos e dos ligantes mercaptos (Figura 4.11), devido
a melhor separagdo dos mesmos ¢ a menor quantidade de sinais referentes a
hidrogénios aromaticos em relagdo a Série 1, condizentes com as estruturas
propostas. Os espectros dos demais complexos sdo apresentados no Apéndice-
Parte II, em que hd um mesmo perfil entre compostos de mesma série, com
especificidade relativa aos sinais dos ligantes mercapto.

No caso de todos os complexos as integrais relativas estdo
condizentes com a quantidade de atomos de hidrogénio nas estruturas propostas.
E possivel avaliar em alguns casos que na regido alifatica, o sinal referente a um
dos atomos de hidrogénio, do grupamento CH; da difosfina, se encontra junto ao
sinal referente a 4gua, como € o caso do complexo A6, espectro disposto na Figura
4.10.

Com relacdo aos sinais atribuidos aos hidrogénios das fenilas do
ligante difosfinico, verifica-se sobreposicao parcial dos sinais, provocada pela
coordenacdo e efeitos anisotropicos que causaram a nao equivaléncia magnética

destes hidrogénios fenilicos.
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FIGURA 4.10-Espectro de RMN de 'H do complexo A6 em DMSO-ds, com amplia¢do da regido aromatica.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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FIGURA 4.11-Espectro de RMN 'H do complexo A10 em DMSO-ds, com ampliagdo da regido aromatica.
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Escolheu-se os complexos contendo o ligante 2-mercaptopirimidina,
A6 (Série 1) e A10 (Série 2), para exemplificar os espectros dos complexos de
ambas as séries. Os compostos mercapto podem apresentar formas tautoméricas,
tiol e tiona, e no espectro de RMN de 'H do ligante 2-mercaptopirimidina (Figura
4.12), observa-se majoritariamente na sua forma tiol. Neste caso, o sinal referente
ao hidrogénio do grupamento -SH ocorre em 13,9 ppm, enquanto os sinais
atribuidos aos hidrogénios 2 e¢ 4 exibiram deslocamento quimico em 8,27 ppm
(simpleto largo, 2H), e ao hidrogénio 3 em 6,83 ppm (tripleto, 1H).'"® Nos
espectros dos complexos, ndo ha sinal referente ao grupo -SH devido a
desprotonagdo para consequente coordenacao, ¢ todos os outros sinais referentes
aos hidrogénios mercaptos ndo foram equivalentes magneticamente, ocorrendo
em regido mais blindada com relagdo aos seus respectivos sinais no ligante livre.
Especificamente, no complexo A6 esses sinais sao atribuidos em: 67,95 ppm (d,
1H), H4; 66,22 ppm (d,1H), H2; e 65,98 ppm (t, 1H), H3. Para o complexo A10
estes mesmos sinais ocorrem em: 67,88 ppm (d, 1H), H4; 66,10 ppm (d, 1H), H2;
e 85,93 ppm (t, 1H), H3.

FIGURA 4.12-Espectro de RMN 'H do ligante 2-mercaptopirimidina (pySm) em
DMSO-ds.
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Para os complexos da Série 1, por terem em sua esfera de
coordenacdo o ligante fenantrolina modificada (pyphen), pode-se fazer um
comparativo, onde se verifica deslocamento com relacdo ao sinal referente ao
hidrogénio do anel imidazdlico para regido mais desblindada do espectro. Tal fato,
ocorre mais notavelmente naqueles complexos que tem o Cl° como contra-ion,
que pode ser explicado como consequéncia da ligacdo de hidrogénio entre o
hidrogénio imidazolico e este contra-ion, denotada nas estruturas cristalinas
supracitadas. 112

Nos espectros de RMN de 'H de todos os complexos observa-se que
os deslocamentos referentes a uma das fenilas da difosfina dppb ocorre em regido
mais blindada com relacdo as demais, e para entender porque isso acontece €
necessario aliar estes resultados de ressonancia aqueles de difracao de raios X,
além de dados ja observados e discutidos na literatura.!®-!13

E relatado na literatura, que compostos contendo os ligantes 1,4-bis-
difenilfosfina(butano)-dppb, e diimina com geometrias octaédricas, podem exibir
interacOes m-stacking, cujos efeitos podem ser geralmente observados no RMN
'H, com algumas exce¢des, por exemplo, em intera¢do n-stacking face-off. Esta
interagdo  m-stacking face-off ocorre, por exemplo, na espécie
[RuCly(bipy)(dppb)], colaborando para estabilizagdo conformacional do sistema,
entretanto ndo promove blindagem dos hidrogénios envolvidos na intera¢do.'!* J4
nos compostos do tipo [Ru(dppb)(bipy).](ClOs4),, relatados por Silveira, R.G.,
uma interacdo m-stacking do tipo “‘parallel-offset” promove blindagem dos
hidrogénios das fenilas fosfinicas que estao sob efeito da corrente de anel exercida
pelos ligantes diiminicos, que difere da espécie precursora pela maior
sobreposicido de interagdo com os ligantes bipiridinicos.!” Nos espectros de 'H,
este efeito gera uma divisdo clara dos hidrogénios fosfinicos envolvidos na
interacdo em comparagao aos demais hidrogénios fosfinicos dos complexos.

No caso dos complexos em estudo neste trabalho, interagdes m-m

stacking ocorrem nas duas séries de compostos, mas de formas distintas. Nos
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espectros de RMN de 'H dos complexos de ambas as séries, ¢ possivel observar
quatro grupos de hidrogénios com deslocamentos quimicos distintos. Nos mapas
de contorno COSY ("H-'H), ¢é possivel visualizar tais grupos de hidrogénios,
exemplificado na Figura 4.13 para o complexo A6 (Série 1), a partir dos quais
destaca-se principalmente os deslocamentos quimicos dos hidrogénios referentes
as fenilas da difosfina, que seriam as regides II e III. A regido II contendo 15H,
relacionado a trés fenilas que apresentam deslocamentos quimicos similares entre
os respectivos hidrogénios, e a regiao III com 5H, referente a uma das fenilas, que
para o complexo A6, estio em deslocamentos muito proximos aos sinais
referentes ao ligante pySm. Os hidrogénios da fenila, que constituem a regido IlI,

sdo mais blindados quando comparados aos hidrogénios das fenilas na regido II.

FIGURA 4.13-Mapas de contorno de RMN COSY ('H-'H) obtido para o
complexo A6 em DMSO-ds.
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Os hidrogénios fenilicos dos complexos da Série 1 apresentam esse
perfil nos espectros de RMN de 'H devido a interagdo de uma das fenilas com a
por¢ao fenantrolina do ligante pyphen, que ocorre em uma interagdo paralelo
deslocado. Com relacdo aos complexos da Série 2, nos complexos A8 ¢ A10
torna-se mais factivel que a diferenciagdo (blindagem) de uma das fenilas ocorra
devido a interagao com os ligantes mercaptos. No complexo A9, onde ndo se tem
essa interagdo com o respectivo ligante mercapto, a interacdo da fenila com o
ligante fenantrolina ocorre de forma efetiva, divergindo dos outros complexos da
mesma série, em uma interagdo m-stacking paralelo deslocado. Estes resultados
evidenciam como os diferentes ligantes mercaptos podem influenciar em
diferencas estruturais, neste caso, nas intera¢des intramoleculares. %1%

Para avaliar essas possiveis interagdes 7. ..7 stacking nos complexos
A8 ¢ A10 da Série 2, fez-se analise NOESY 'H-'H para o complexo A8, que
resumidamente, permite observar a correlagdo espacial entre hidrogénios. Na
Figura 4.14 observa-se o mapa de correlacio NOESY 2D, onde se verifica
acoplamento espacial do H6 da fenantrolina com os hidrogénios em posi¢do orto
das fenilas do fosforo Py, enquanto o H15 acopla com hidrogénio orto de uma das
fenilas ligadas ao Pa. Ainda que seja observada interagdo do ligante mercapto com
alguma fenila na regido de 7,58-7,65 ppm, ¢ dificil diferenciar a fenila com a qual
ocorre essa interagdo, devido a sobreposi¢ao de sinais.

Contudo, a partir da estrutura cristalografica, a possibilidade de
interacdo efetiva do ligante mercapto ¢ com uma das fenilas ligada ao fosforo Pa.
Além disso, apesar de ocorrer interagao de hidrogénio da fenantrolina com fenila
deste mesmo fosforo, ndo ha possibilidade de interacdo do tipo m-stacking entre
essas duas por¢des da molécula, quando se analisa a estrutura tridimensional,

obtida por meio de difracao de raios X.
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FIGURA 4.14-Mapa de contorno de NOESY 'H-'H do complexo A8 em DMSO-

ds, € numeracgao da estrutura de acordo.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

No espectro NOESY 1D (Figura 4.15-B), observa-se sinais de baixa
intensidade referente aos hidrogénios do ligante 2-mercaptopiridina, mais
especificamente os hidrogénios H2 e H3, respectivamente, ao irradiar-se o
hidrogénio para do anel fenilico ligado ao 4&tomo de fosforo Pa. Este resultado
indica acoplamento espacial entre esses hidrogénios, mas ndo foi observado
acoplamento dos demais hidrogénios desta fenila com os hidrogénios do ligante
mercapto.

Apesar de mais investigacOes serem necessarias, como por exemplo,
proceder mesma analise com o complexo A10, que ndo possui sobreposi¢ao de
sinais referentes aos atomos de hidrogénio do ligante mercapto e fenilas da
difosfina, os resultados obtidos indicam que a interagao entre o ligante mercapto
e fenila da difosfina ocorre de tal forma que pode influenciar na blindagem,

corroborando com resultado supracitado na difragdo de raios X.
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FIGURA 4.15-(A) Espectro de RMN de 'H na regido aromatica do complexo AS;
(B) Espectro de NOESY 'H-'H do complexo A8, com frequéncia de irradiagdo de
4028 Hz (Olp 6.72 ppm).
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Nos espectros de RMN 3C {!H}, o sinal mais desblindado ¢ atribuido
ao carbono quaternario (Cl) dos ligantes mercaptos. No ligante 2-
mercaptopirimidina esse carbono tem sinal atribuido em 181,4 ppm, que se
encontra em regido mais desblindada nos espectros dos complexos A6 ¢ A10
(além do complexo A3), correspondentes aos deslocamentos em 185,7 ¢ 186,0
ppm, respectivamente, tendo sido realizada atribuigdo com base nos acoplamentos
nos experimentos bidimensionais, e resultados da literatura. A coordenacgao dos
ligantes mercaptos, que ocorre via dtomos de nitrogénio e enxofre afetam o
comprimento de ligacdo do C1 com estes atomos, concordando com os resultados
obtidos na difragdo de raios X, uma vez que essa maior desblindagem ocorre
devido a efeitos anisotropicos.>>1%
Uma exce¢do pode ser observada nos complexos que contém o

ligante 2-mercaptotiazolina em sua esfera de coordenacdo (complexos A2 e AS5-

Série 1, e complexo A9-Série 2), onde se observa blindagem do sinal referente ao
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carbono C1, com relacdo ao ligante livre. Apesar disso, as distancias de ligacao
observadas na difracdo de raios X, ao comparar-se dentre os complexos da Série
2, por exemplo, mostra que hé perda do carater de dupla ligagdao C-S, com valores
muito similares entre os trés complexos. Maior alteracao ¢ observada com relagao
a ligacdo C-N, pois no complexo A12 esse comprimento de ligacdo ¢ menor que
nos demais, se assemelhando mais ao comprimento de dupla ligacdo com relagdo
aos outros complexos, o que pode justificar a blindagem do sinal referente ao Cl1,
nos complexos contendo o ligante tzdt. Mesmo comparativo pode ser efetuado

entre os complexos da Série 1, obtendo-se efeitos similares.

4.3.1.4- Espectroscopia de absorcao na regiao do ultravioleta-visivel
e de fluorescéncia

Como todos os compostos apresentam grupos cromoéforos, faz-se
importante sua analise espectroscopica, na regiao do ultravioleta-visivel, uma vez
que possibilita calcular pardmetros intrinsecos aos sistemas, assim como
possibilita comparagao com os ligantes livres. Sendo assim, todos os compostos
foram analisados, utilizando solugdes preparadas em dimetilsulfoxido em
diferentes concentracgdes, a fim de possibilitar o calculo da absortividade molar,
obtendo-se os dados expostos na Tabela 4.5, e espectros da Figura 4.16
(complexos A6 ¢ A10). Os demais espectros podem ser observados no Apéndice-
Parte II.

Os compostos apresentam bandas em comprimentos de onda muito
préximos, quando ndo iguais, justificavel pela similaridade estrutural entre todos
eles, e pelo fato de que os ligantes mercapto que diferenciam um composto do
outro também apresentam grande similaridade espectroscopica, com maior
diferenca para o ligante tzdt que apresenta apenas uma banda. O ligante pyphen
apresenta transicoes em mesma regido que os demais, no entanto, contribui para

banda de menor energia nos complexos da Série 1, por volta de 450 nm.
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As bandas em aproximadamente 290 e 380 nm dos compostos podem
ser atribuidas as transi¢oes intraligantes devido a excitagao envolvendo orbitais
n-r*, de todos os ligantes quelatos que compdem a esfera de coordenagdao do
centro metalico. J& a banda que se encontra entre 440-450 nm, que se apresenta
como um ombro nos espectros da Série 1, pode ser atribuida como transferéncia
de carga do metal para o ligante, ocorrendo em maior energia para os complexos
da Série 2, provavelmente afetado pela diferenca estrutural entre os compostos
das Séries. Esta transferéncia ocorre com contribuicdo de transi¢cdes do tipo
dnRu—3po*dn (dppb), e de orbitais d do centro metélico para orbitais n* de
simetria apropriada dos ligantes bipiridinico € mercapto, conforme ja observado
na literatura para compostos inorginicos semelhantes.?”-!1>-119

Esta atribuicdo estd de acordo com atribuigdes ja realizadas na
literatura, para complexos contendo o ligante pyphen, como por exemplo, os
complexos [Ru(phen).(pyip)](PFs). € [Ru(Hdpa)(pyip)](ClO4),.2H,0, onde phen
se refere a  fenantrolina, pyip ao ligante  2-(1-pirenil)-1H-
imidazo[4,5/][1,10]fenantrolina e Hdpa ¢ a 2,2 -dipiridilamina, € com compostos

correlatos do tipo [Ru(bipy)(P-P)]PF .01:105:120
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FIGURA 4.16- Espectros de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel dos

complexos A6 (Série 1) e A10 (Série 2) em DMSO, em diferentes concentragdes.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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TABELA 4.5-Dados espectroscopicos na regido do ultravioleta-visivel para os
complexos das Séries 1 e 2 em dimetilsulfoxido.

SERIE 1
ESPECIE A (nm) £ (10° cm™ mol! L) Transi¢io*

pyphen 286 47,840,2 n-m*
378 36,410,2 -1
pySH 294 229+0,3 -1
374 9,2+ 0,02 -1
pySm 294 259 +£0,2 -1
376 2,9+ 0,01 -1
tzdt 280 19,2 £ 0,5 n-m*
Al 289 53,3+0,2 -
380 37,6 £ 0,7 -

445 10,9 + 0,4 TCML
A2 290 43,6 £0,3 -1
380 30,8 +£ 0,2 -

450 83+0,2 TCML
A3 290 50,0 + 0,1 -1
380 36,8 +£ 0,1 -1

442 11,7+ 0,1 TCML
A4 288 43,8 + 0,08 n-m*
380 31,5 £ 0,07 -1

444 7,0 + 0,08 TCML
A5 288 49,3+ 0,9 n-m*
380 344 10,6 n-m*

446 11,74+ 0,2 TCML
A6 288 444 + 0,5 n-m*
378 32,1+ 04 -1

450 8,0+ 0,1 TCML
A7 284 57,0£0,1 -1
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378 37,340,08 1™
442 12,240,09 TCML
SERIE 2

A8 273 41,040,22 n-m*
298 24,440,18 n-m*
398 7,08+0,10 TCML

A9 275 33,340,25 n-m*
305 15,340,10 n-m*
418 5,25+0,03 TCML

A10 272 25,440,08 n-m*
300 12,840,05 n-m*
340 6,59+46,4 n-m*
398 4,3540,07 TCML

Fonte: Dados da Pesquisa. *Atribuicao de acordo com a literatura. TCML se refere a transi¢ao

de transferéncia de carga metal-ligante.

Devido a coordenagao do ligante pyphen nos compostos da Série 1,
foi realizada andlise do potencial fluorescente destes complexos, haja vista a
espécie pyphen isoladamente, como outros derivados do pireno, apresentar
fluorescéncia com emissao na regido do azul.

Assim, os complexos A2, A5, A6 e¢ A7, foram avaliados em
dimetilsulfoxido, com excita¢do na regido de 380 nm, e emissao na faixa de 390-
550 nm. Todos apresentaram fluorescéncia em maior ou menor grau,
comparando-se entre os complexos e com dados relatados para a espécie pyphen
na literatura. Os espectros referentes a essa técnica de caracterizagdo para os

referidos compostos, se encontram dispostos no Apéndice-Parte I1.

4.3.1.5- Espectroscopia de absor¢ao na regiao do infravermelho
Da mesma forma que se faz importante a avaliacao espectroscopica
na regido do ultravioleta-visivel, também faz parte da caracterizacdo do sistema

avaliar os possiveis modos vibracionais, a partir da absorcdo na regido do
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infravermelho, especificamente 4000-380 cm™'. Esses modos vibracionais podem
evidenciar a coordenagdo do ligante com o metal, uma vez que as vibragdes das
moléculas livres e coordenadas ocorrem em frequéncias distintas. Na Tabela 4.6
sao apresentados os principais modos vibracionais denotados para os complexos,
apresentados no texto para parte dos complexos, os quais sao aqui discutidos, €
os demais sao descritos no Apéndice-Parte II. Os espectros sdo apresentados para
os complexos A6 (Série 1) e A10 (Série 2) na Figura 4.17, e dos demais
complexos no Apéndice.

Por meio da analise dos principais modos vibracionais, observa-se
que todos os complexos da Série 1 apresentam bandas de absor¢do na regido de
3360-3500 cm!, referente ao estiramento da ligacdo N-H do anel imidazolico
(ligante pyphen), em maior energia com relacdo a estiramento dessa ligacdo no
ligante livre. Esta variacao ocorre provavelmente devido a contribuicao de ligacao
de hidrogénio envolvendo o grupamento NH, que ao menos nos complexos Al-
A3 ocorre com o contra-ion cloreto, conforme mencionado no topico Difragao de
Raios X. No caso do complexo A7, as bandas nessa regido sdo também atribuidas
aos estiramentos simétrico e assimétrico do grupo NH,, do ligante mercapto
damp. 21122

O fato de existir bandas nessa regido impede a correlagdo da
coordenac¢do dos ligantes mercaptos via &tomo de nitrogénio, ja que a auséncia de
bandas atribuidas como referentes a NH podem induzir a conclusdo de que nao ha
o ligante em sua forma tiona, muito provavelmente devido a coordenagdo. Apesar
disso, ndo ha davidas da coordenagdo via este d&tomo dos ligantes, devido as
caracterizagoes anteriormente discutidas. A auséncia de banda nessa regido, nos
complexos da Série 2, no entanto, fornece indicio da coordenagdo por atomo de
nitrogénio, e por serem estruturalmente similares aos complexos da Série 1,
podem fornecer este indicativo de modo indireto.?>6:106.123

Embora com relacdo ao estiramento das ligagdes NH nos complexos

da Série 1, ndo se possa ter conclusdes acerca da coordenacdo dos ligantes
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mercaptos por IV, o contrario se aplica ao estiramento da ligacao S-H (forma tiol).
A auséncia de bandas de absor¢ao na regido de estiramentos S—H (2400-2600
cm!), é indicativo de que o ligante esteja coordenado via atomo de enxofre. Tal
fato se torna ainda mais factivel com o deslocamento do estiramento da ligacao
C-S, que nos ligantes livres ocorre por volta de 1285 cm™!, € nos complexos na
regido de 1230-1260 cm™ com fraca intensidade, € em menor energia devido a
perda de carater de dupla ligacdo entre carbono e enxofre, apos a
coordenagdo.?>106:124

Nos espectros de IV dos complexos A5-A7 (Série 1) e A8-A10 (Série
2) ha bandas de absorcdo referentes a estiramento ¢ deformacao angular das
ligacdes P-F do contra-ion PFg, que também caracterizam estes sistemas. Estas
bandas seriam esperadas no complexo A4, e apesar de se observar uma banda em
aproximadamente 840 cm™ que pode ser atribuida como contendo contribui¢do
do estiramento da ligacdo P-F, ndo ha banda referente a deformacdo angular.
Considerando a estrutura cristalina para este complexo, a existéncia de metade do
contra-ion por molécula da unidade assimétrica, pode ter influenciado nessas
bandas, uma vez que ambas as técnicas permitem analise do composto no estado

solido, sendo possivel tal correlagao.

TABELA 4.6-Principais modos vibracionais observados na regido do

infravermelho para alguns dos complexos das Séries 1 e 2.56.121:122,124-126

Frequéncia vibracional (cm™)

SERIE 1 SERIE 2
Modo vibracional Al A6 A8 A10
VNH e/ou NH» 3414 3448 - -
vCHs(arom.) 3043; 3049; 2918 3059; 2922 3063;
vCHa(arom.) 2924 2924
vC=C 1578 1543 1580 1560
vC=N 1433 1433 1429 1431
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vC-S 1248 1241 1262 1256
BC-H(arom.) 1136 1161 1134 1153
v anel 993 998 998 999

v PFe - 847 839 839

& PFe - 557 557 556
vP-peq 1090 1092 1097 1091
v P-C (alif)) 741 742 732 746

v-vibragao de estiramento; CH-estiramento C-H simétrico; CHags-estiramento C-H assimétrico;
B-vibracao deformacional no plano; 8-deformacao angular; ¢= anel fenilico; e g= estiramentos
referentes aos atomos de carbono e hidrogénio, com contribui¢do dos P-fenil.

FIGURA 4.17-Espectros de absorcdo na regido do infravermelho médio dos

complexos A6 (Série 1) e A10 (Série 2)
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4.3.1.6- Estudo eletroquimico

O comportamento eletroquimico dos complexos foi estudado por
meio de voltametria ciclica, empregando-se um sistema de trés eletrodos, um
eletrodo de referéncia Ag/AgCl, um contra-eletrodo e um eletrodo de trabalho,
ambos de platina. Apenas um processo referente ao par redox Ru(II) /Ru(III) foi
observado nos voltamogramas dos complexos da Série 2, € o processo referente a
esse par redox pode ser observado na faixa de 0 a 1,2 V para os complexos da
Série 1, conforme exemplo da Figura 4.18, onde apresenta-se os voltamogramas
dos complexos A6 (Série 1) e A10 (Série 2). Os demais voltamogramas sao
apresentados no Apéndice-Parte I1.

E valido ressaltar que nos complexos da Série 1, além deste processo
referente ao par redox do centro metalico, em uma faixa mais ampla € possivel
observar um outro processo anoddico em maior potencial, que assim como no
precursor CPP, cuja caracterizagao foi anteriormente relatada, pode ser atribuida
ao ligante pyphen, como observado no voltamograma do ligante livre relatado no

Apéndice-Parte 1.

FIGURA 4.18-Voltamogramas ciclicos de solugdes (A) Complexo A6 (Série 1);
B) Complexo A10 (Série 2) em 1 mmol L' de PTBA em CH,Cl, a 100 mV s!.
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Comparando-se os dados voltamétricos obtidos para os complexos
sintetizados com os das espécies percursoras, Tabela 4.7, os compostos finais
apresentam maior potencial com relacao ao processo anddico referente a oxidagao
de Ru(II) para Ru(III), bem como referente ao processo inverso, relativo a reducao
das espécies anteriormente geradas. Tal fato pode ser explicado devido a maior
estabilizacdo com a troca dos ligantes cloridos por ligantes mercapto, pois como
ja mencionado, enquanto os ligantes de interesse possuem caracteristicas tanto
doadoras quanto aceptoras, os ligantes cloridos apresentam apenas carater doador,
sendo assim torna-se mais dificil a retirada de elétron do sistema contendo os
ligantes mercapto.'?’

E possivel avaliar a reversibilidade destes sistemas, analisando-se os
parametros de diferenca de potencial (AE,) e a razdo das correntes de pico (Ipa/Ipc),
uma vez que € bem estabelecido, a0 menos no caso de sistemas organicos, que em
sistemas eletroquimicos reversiveis a diferenca de potencial ¢ da ordem de 100
mV, e além disto a razao [,./Ipc € igual ou proximo a unidade. Considerando estes
dois fatores, no caso dos complexos contendo o contra-ion hexafluorofosfato, os
complexos A4 e A6 possuem AE, e I,/ diferentes do correspondente a sistemas
reversiveis, mas o complexo AS apesar de ter um AE, igual a 100 mV, ndo
apresenta I,./I,c proximo a unidade. Com relagdo ao complexo A7, ainda que a
razdo Ipa/Ipc seja muito proxima a unidade, a diferenga entre os potenciais indica
distingdo de sistema reversivel. Nos complexos da Série 2, os dois fatores indicam
sistemas de processos quasi reversiveis.>128

No caso dos complexos contendo o contra-ion cloreto, os dois
parametros analisados ndo sdo satisfeitos, apresentando AE, variando de 120-210
mV, e razdo entre correntes de pico maior que a unidade, como o apresentado
pelos complexos A4-A6. Portanto, conclui-se que para todos os complexos se tem
um sistema quasi-reversivel, assim como na espécie precursora, uma vez que
também nao podem ser classificados como irreversiveis por terem um processo

catodico envolvido.
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Os resultados aqui dispostos podem ser comparados a espécies
similares ja relatadas pelo grupo LERCI, do tipo [Ru(NS)(bipy)(dppb)]PFs,
[Ru(NS)(dphppy)(dppb)]PFs € [Ru(NS)(bipy)(dppf)]PFs. Assim como em todos
estes sistemas hd maior estabilizagdo nos complexos com relagdo as espécies
precursoras, devido a entrada de ligantes com caracteristicas aceptoras.
Alteragdes mais drésticas foram observadas no caso dos compostos
[Ru(NS)(bipy)(dppf)]PFs (Epa 1,25-1,51 V/E, 1,25-1,35 V), o que torna esse
sistema o mais distinto daqueles aqui apresentados. Os potenciais catddicos e
anddicos dos compostos das Séries 1 e 2, tém no geral, valores menores com
relacdo as espécies [Ru(NS)(dphppy)(dppb)]PFs (Epa 1,09-1,39 V/E,. 0,98-1,27
V), apresentando valores mais similares aos complexos [Ru(NS)(bipy)(dppb)]PFs
(Epa 0,96-1,14 V/E,. 0,87-1,01 V), o que j& seria esperado dado a maior

similaridade estrutural ?>195-106
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TABELA 4.7-Dados eletroquimicos obtidos para os complexos das Séries 1 e 2.

SERIE 1
COMPLEXO Epa(V) Epc(V) AEp(Y) Eiz(V) Ipa/lpc

Al 0,97 0,85 0,12 0,91 1,76
A2 1,21 1,04 0,17 1,12 1,98
A3 1,21 1,00 0,21 1,08 1,87
A4 0,97 0,85 0,12 0,91 1,65
A5 1,12 1,02 0,10 1,07 1,28
A6 1,12 1,01 0,11 1,06 1,35
A7 0,94 0,80 0,14 0,87 1,08
CPP 0,73 0,57 0,16 0,65 1,15

SERIE 2
A8 1,00 0,84 0,16 0,92 1,15
A9 1,16 1,01 0,15 1,08 1,11
A10 1,18 0,96 0,22 1,07 1,15
cis-phen 0,78 0,63 0,15 0,70 1,13

Todas as caracterizagdes acima mencionadas concordam com as
estruturas propostas, que se basearam nos reagentes usados para obten¢do dos
complexos, bem como na experiéncia adquirida pelo grupo LERCI. As estruturas
dos compostos que constituem as Séries 1 e 2, encontram-se representadas na

Figura 4.19.
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FIGURA 4.19-Representagdo das estruturas dos compostos das Séries 1 € 2, em acordo com as estruturas propostas € com os

resultados obtidos com as técnicas de caracterizacgao.

SERIE 1
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4.3.1.7- Estudo de Estabilidade

Os complexos foram analisados quanto a possibilidade de gerarem
novas espécies, em solucdo, sob determinadas condi¢des, informagdes estas
importantes para os estudos posteriores, que compreendem interagdo com
biomoléculas e ensaios bioldgicos. Assim, fez-se andlise em DMSO/solugdo
aquosa, utilizando a ressonancia magnética nuclear de *'P{'H} como ferramenta
para acompanhamento da estabilidade dos complexos por 24, 48 € /ou 72 h, uma
vez que alteragcdes na esfera de coordenagdo do centro metdlico, afetariam o
deslocamento quimico dos sinais e¢/ou no surgimento de novos sinais.

Em todos os casos foram utilizadas solugdes de aproximadamente 8
mmol L7, sendo avaliado em sistema contendo apenas dimetilsulfoxido,
dimetilsulféxido/tampao trisma e dimetilsulfoxido/meio de cultura (DMEM ou
RPMI), conforme relatado na se¢ao Materiais e Métodos.

Todos os complexos apresentaram-se estaveis sob as condicoes e
tempo de andlise avaliados, uma vez que ndo foram observadas diferencas
significativas durante todo o tempo de analise, como se verifica nos espectros de
RMN de *'P{'H} apresentados nas Figuras 4.20 e 4.21, exemplificando essa
estabilidade em DMSO/Meio de cultura, e os espectros nos outros sistemas
mencionados podem ser encontrados no Apéndice-Parte I1.

Para os complexos contendo ligante 2-mercaptotiazolina, observou-
se dois pares de dupletos além do previsto, especialmente, nas andlises
envolvendo meio de cultura. No complexo A2 a andlise inicial mostra dois
dupletos, com surgimento de dois novos dupletos no tempo de 24 h, e o complexo
A9, no tempo 1nicial ja exibe dois dupletos. O par de dupletos excedente, pode ser
atribuido a 1sdmeros de ligacdo, que ja foram relatados no grupo LERCI, contendo
esse mesmo ligante mercapto, € como supracitado, as sinteses foram realizadas de
modo a evitar a obtengdo desses isomeros, mas estes podem ser facilmente

gerados em solugdo, a depender das caracteristicas do meio.
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FIGURA 4.20-Espectros de RMN de *'P{'H} para estudo da estabilidade dos
complexos A1-A3 (Série 1) em dimetilsulfoxido/DMEM, acompanhado com o
tempo.
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FIGURA 4.21-Espectros de RMN de 3'P{!H} para estudo da estabilidade dos
complexos A8-A10 (Série 2) em dimetilsulfoxido/DMEM, acompanhado com o

tempo.
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4.3.2- SECAO 2- Viabilidade Celular e Coeficiente de
Particao
4.3.2.1- Analise da Citotoxicidade

A concentracdo necessaria para inibi¢ao de 50% da viabilidade
celular, ICso, fo1 determinada utilizando o ensaio colorimétrico de brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT), que ¢ um reagente reduzido a
cristais de formazan por células vidveis, de forma que a quantidade de formazan
gerada ¢ diretamente proporcional ao numero de células viaveis.

Ainda que o mecanismo de redu¢do do reagente MTT a formazan
ndo seja totalmente elucidado, supde-se que este reagente meca a atividade
mitocondrial, a partir do envolvimento de reacdo com NADH (envolvida no
processo de fosforilagdo oxidativa), desidrogenases mitocondriais ou outras
moléculas redutoras que podem transferir elétrons para o MTT, promovendo sua
reducdo.'?'* E um experimento amplamente relatado na literatura, que envolve
analise metabdlica, sendo um ensaio que ndo distingue entre efeitos citotoxicos e
citostaticos, por isto dito como experimento para avaliar a viabilidade celular.'3!

Dessa forma os compostos em estudo no presente trabalho foram
testados frente as linhagens tumorais e ndo tumorais, conforme descrito em: 2-
Objetivos e 3- Materiais € Métodos, nos quais detalha-se as linhagens utilizadas
de acordo com o respectivo tecido de origem.

Considerando-se os resultados de citotoxicidade para complexos de
Ru(Il)/mercapto, anteriormente relatados no grupo LERCI, reconhecidamente a
coordenacgdo dos ligantes mercaptos influenciou, de forma geral, na obtencao de
compostos mais citotéxicos com relagdo as respectivas espécies precursoras.
Conforme mencionado anteriormente no texto, tanto esses resultados quanto as
caracteristicas intrinsecas aos ligantes mercaptos, também motivaram a sintese
das novas estruturas deste trabalho, visando resultados tdo significativos ou

melhores. 1421
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Os valores de ICsp dos compostos da Série 1 e Série 2 deste trabalho
estdo dispostos na Tabela 4.8, onde € possivel avaliar resultados importantes ao
promover um comparativo entre: os compostos de uma mesma Série, os
compostos de ambas as Séries, bem como com os compostos da literatura.

Analisando-se as duas séries, conclui-se que os complexos da Série
2 seguem o padrao esperado (comparativamente aos resultados de compostos
analogos contendo ligantes mercaptos, descritos na Tabela 4.9), exibindo baixos
valores de ICsy em todas as linhagens testadas. Entretanto, os complexos da Série
1 exibem resultados bem distintos. A menor citotoxicidade dos complexos da
Série 1 em relagdo aos complexos da Série 2, pode ser justificada estruturalmente,
devido a modificagdo no ligante N,N-heterociclico. Com exce¢ao dessa alteracao,
os complexos contém o mesmo cerne, com os mesmos ligantes na esfera de
coordenacao.

Ao ponderar-se sobre os dados obtidos para os complexos da Série
2, percebe-se que os valores de ICs entre os compostos nas diferentes linhagens
sdo bem proximos entre si. A distin¢do entre os valores de citotoxicidade poderia
ocorrer devido aos diferentes substituintes nos an€is dos ligantes, comparando-se
os ligantes 2-mercaptopiridina, 2-mercaptotiazolina e 2-mercaptopirimidina.
Conclui-se que os diferentes ligantes mercaptos empregados, apesar de
contribuirem para maior citotoxicidade dos complexos, haja vista estes serem
mais ativos que a espécie precursora, ndo favoreceram maior ou menor atividade
citotoxica dentre os complexos finais. O efeito observado estd em concordancia
com resultados obtidos para outros compostos com cerne estrutural correlato, em
que nao foi observado diferenga estatistica entre os valores de citotoxicidade,

conforme se verifica na Tabela 4.9.
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TABELA 4.8-Valores de ICsy (umol L) frente a distintas linhagens tumorais e ndo tumorais, obtidos apos 48 h de incubagio
com os complexos das Séries 1 ou 2.

SERIE 1-ICs (nmol L)

Complexos Linhagens de mama Linhagens de pulmao Linhagens de ovario
MDA-MB- MCF-7 MCF-10A A549 MRC-5 A2780cis A2780
231

Al >30 >30 >30 >30 >30 6,8310,08 >30

A2 >30 >30 >30 >30 >30 >30 >30
A3 <30 10,50%0,28 >30 <30 <30 12,31+0,39 8,24+1,26

A4 >30 >30 >30 >30 >30 6,831+0,48 >30

A5 >30 >30 >30 >30 >30 >30 >30
A6 <30 9,60+0,68 >30 <30 <30 12,8510,54 9,61+0,15
A7 >30 NA >30 NA >30 3,771+0,54 10,59+0,70

CPP >30 >30 >30 >30 >30 >30 NA

Cisplatina  24,90+3,40 13,98 +2,02* 23,9040,70% 14,42+1,45% 29,09+0,78* 37,03+5,11  7,6140,26
SERIE 2-ICsy (umol L)

MDA-MB- MCEF-7 MCF-10A A549 MRC-5 A2780cis
231
A8 0,19+0,09 0,76 + 0,06 1,5940,05 1,04£0,06 0,72+0,09 0,18+0,03
A9 0,10+0,01 0,95 + 0,25 1,68+0,07 0,56+0,03 1,11+0,12 0,14+0,02
Al0 0,24+0,01 1,00 £+ 0,20 2,14+0,22 1,1840,12 1,31+0,05 0,241+0,01
cis-phen 10,23+1,03 20,00 £ 0,75  11,18%0,35 7,92£0,71 7,33+0,70 13,5310,24

Dados sao expressos como média + DP (desvio padrdao), com n= 3, com intervalo de confianga de 95%. NA refere-se a experimento nao avaliado.
*Valores de ICso obtidos na literatura. ICso dos ligantes mercaptos>100 uM.
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TABELA 4.9-Valores de ICso (umol L) frente a distintas linhagens tumorais e ndo tumorais, e indices de seletividade (IS)”,
apods 48 h de incubag¢do com complexos fosfinicos de ruténio(Il) contendo ligantes mercaptos, relatados no grupo LERCI.

ICso (umol L)

COMPLEXOS

ox S ST Q*-& @Q; 04 A4 L8
D EN G e M e

LINHAGENS

MDA-MB-231 0,20 + 0,03 0,11 + 0,02 0,48 + 0,02 0,33 + 0,03 0,10 + 0,01 0,17 £ 0,01 0,14 + 0,01

MCF-10A NA NA 1,86 + 0,16 1,48 + 0,08 0,35 + 0,05 0,30 + 0,05 0,42 + 0,01
A549 0,21 + 0,05 0,22 + 0,04 0,64 + 0,08 2,36 + 0,01 0,14 + 0,02 0,23 + 0,03 0,12 + 0,01
MRCS 3,68 + 0,08 1,23 £ 0,11 NA NA 0,51 + 0,02 0,99 + 0,11 0,88 + 0,05

Indice de Seletividade (IS)*

IC5o MCF10A NA NA 3,87 4,48 3,5 1,8 3,0
1Cs, MDA
ICsy MRC5 17,52 5,59 NA NA 3,7 43 7.1
IC5, A549

Os dados foram reportados pelos Doutoras Monize M. da Silva, Adriana Pereira M. G. Macédo e Dr. Gabriel H. Ribeiro. “IS se refere a relagiio entre

os valores de ICs obtidos para linhagem nao tumoral e tumoral.
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Apesar da menor citotoxicidade em relacdo a Série 2, € possivel obter
maiores conclusdes a respeito da Série 1. Ao comparar-se a citotoxicidade dos
compostos desta Série entre si, se observa que os complexos A3 ¢ A6 (que
estruturalmente diferem apenas quanto ao contra-ion), sdo os que apresentam
maior citotoxicidade dentre as linhagens avaliadas (ndo considerando-se as
linhagens tumorais de ovario, que serdo mencionadas adiante). Isto pode ser
concluido pois demonstraram citotoxicidade avaliavel na linhagem tumoral de
mama MCF-7, e nas outras linhagens apresentaram 1Csy menor do que 30 pmol
L' (com exce¢do da linhagem ndo tumoral de mama MCF-10A). Além disso,
pode-se concluir que a modificagdo do contra-ion nestes complexos ndo gerou
resultados de citotoxicidade distintos, bem como os diferentes ligantes mercaptos
utilizados (com diferentes atomos nao coordenados), em conformidade com
resultados anteriores do LERCI e com a Série 2 deste trabalho.

Nas linhagens tumorais de ovario, verifica-se citotoxicidade
avaliavel para quase todos os compostos da Série 1, e estes sdo mais ativos na
linhagem tumoral de ovario resistente a cisplatina (A2780cis), em comparagdo a
linhagem A2780, excetuando-se os complexos A3 e A6. Na linhagem celular
A2780, percebe-se que os valores de citotoxicidade obtidos sdo bem proximos
entre si, € maior alteracdo se observa na linhagem celular A2780cis, cujo
composto mais ativo ¢ o A7.

Este ultimo resultado se torna interessante, uma vez que, no geral, os
complexos da Série 1 exibiram seletividade para as linhagens tumorais de ovario,
em comparacao as outras linhagens testadas. Ademais, considerando o estudo que
relaciona estrutura e atividade em compostos fosfinicos de ruténio(Il) contendo
ligantes mercapto, realizado no grupo LERCI, tem sido observado até o momento
uma menor citotoxicidade para os compostos que contém ligantes mercaptos com
menos heteroatomos nos anéis. Entretanto, nos complexos da Série 1, quando se
analisa os valores de ICsy obtidos na linhagem A2780cis, observa-se que o

composto mais ativo foi aquele que contétm o ligante 4,6-diamino-2-
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mercaptopirimidina, que € o Uinico dentre os ligantes utilizados neste trabalho, que
possui substituintes ligados ao anel, e ndo apenas heterodtomos nos anéis
mercapto. Isto implica no fato de que, essa diferenga estrutural no ligante
mercapto utilizado pode ter resultado na maior citotoxicidade associada ao
complexo A7 em comparagdo aos demais, nessa linhagem em especifico.

Ainda com relacao a linhagem A2780cis, os complexos da Série 1
sdao mais citotoxicos que o precursor CPP e os ligantes livres, com exce¢do dos
complexos A2 e A5, para os quais conclusdes ndao podem ser definidas. Ja os
complexos da Série 2 exibem maior citotoxicidade com relagdo ao precursor cis-
phen e os ligantes livres, em todas as linhagens testadas, sendo mais expressivo
com relacdo as linhagens MDA-MB-231 e A2780cis.

Além disso, os compostos da Série 2 sdo notoriamente mais
citotoxicos que o composto utilizado como padrao, a cisplatina. Por exemplo, o
complexo A9 ¢ 264,5 vezes mais citotoxico na linhagem A2780cis e 249 vezes
mais citotéxico na linhagem MDA-MB-231, relativamente aos valores relatados
para a cisplatina. A maior citotoxicidade na linhagem celular A2780cis dos
complexos da Série 2, e grande parte dos complexos da Série 1, em comparagdo
ao padrao cisplatina era esperado, pelo fato de ser uma linhagem resistente a tal
composto de platina(IT), e também embasando-se em compostos de ruténio que
exibiram atividade citotoxica significativa nessa linhagem, principalmente
compostos da classe Ru/areno.!”?°

Como foram utilizadas linhagens tumorais e ndo-tumorais para
avaliagdo da atividade citotoxica dos compostos em estudo, pode-se obter valores
relativos ao indice de seletividade (IS), obtidos a partir da relagdo da Equacao 8 e

resultando nos valores da Tabela 4.10.
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TABELA 4.10-Indices de seletividade considerando linhagens tumorais e nio tumorais, apés 48 h de incuba¢do com os
complexos das Séries 1 e 2, espécies precursoras € composto padrao.

Indice de Seletividade-Série 1

Compostos* ICSOMRCS/ ] IC50MRCS/
ICsy A2780cis IC5, A2780
Al 4.4 -
A3 ~2.4 ~3,6
A4 4.4 -
A6 ~2.3 ~3,1
A7 8,0 2.8
cisplatina 0,8 3.8
Indice de Seletividade-Série 2
IC5oMCF104, IC5oMCF104, 1C5,MRC5 / 1C5,MRC5 / _
ICso MDA IC5o MCF7 IC5y A549 IC5o A2780cis
A8 8,4 2,1 0,7 4,0
A9 16,8 1,8 2,0 7,9
A10 8,9 2,1 1,1 5,4
cis-phen 1,1 0,6 0,9 0,5
cisplatina 0,9 1,7 2,0 0,8

*Para os complexos da Série 1 foi avaliado indice de seletividade com relacdo aqueles compostos que tiveram citotoxicidade avalidvel nas linhagens
tumorais. Como linhagem ndo tumoral para comparagdo com as linhagens tumorais de ovario, foi utilizada a linhagem celular fibroblastica MRCS,
pois ndo havia no banco de células uma linhagem ndo tumoral de mesmo tecido.
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O indice de seletividade pode ser utilizado em uma das primeiras
etapas de triagem de possiveis agentes antitumorais, como requisito para
avaliacao de quao promissor um composto pode vir a ser. Valores de IS = 3 sdo
assumidos por alguns autores como fator que pode tornar um composto elegivel
a futuras investigagdes.'*?

Considerando esse aspecto, para os compostos da Série 1, o
complexo mais promissor € 0 A7, e observa-se outros compostos que também
possuem indice de seletividade significativos, sendo todos mais seletivos com
relacdo ao composto padrdo na linhagem A2780cis, e o contrario se aplica a
linhagem A2780, avaliada nesse sentido.

Avaliando os complexos da Série 2, todos sao mais seletivos que a
espécie precursora e padrao cisplatina, com exce¢do na linhagem celular A549. A
seletividade destes compostos, os tornam promissores nas linhagens MDA-MB-
231 e A2780cis, particularmente, o complexo A9. Comparando aos complexos ja
reportados de estruturas correlatas, sejam estas, [Ru(NS)(bipy)(dppb)]PFs,
[Ru(NS)(bipy)(dppH)]PFs ¢ [Ru(NS)(dphppy)(dppb)]PFs (Tabela 4.9), os
complexos da Série 2 apresentam seletividade quase duas vezes maior que todos
esses complexos com relagdo a linhagem MDA-MB-231. Outro fato notavel € que
enquanto os compostos da literatura sao mais seletivos quanto a linhagem celular
de pulmao, os compostos da Série 2 sao pouco ou nao seletivos com relagao a essa
linhagem, considerando-se a linhagem ndo tumoral MRC-5 41421

A resposta significativa do potencial citotoxico dos complexos da
Série 1 na linhagem tumoral de ovario, especialmente na linhagem resistente
(A2780cis), bem como dos complexos da Série 2 na linhagem tumoral de mama
triplo-negativa (MDA-MB-231), torna esse resultado ainda mais expressivo e
interessante. Isto porque, os tumores classificados como triplo negativos (como
aqueles gerados por células MDA-MB-231) sdo agressivos e altamente
proliferativos, além de resultarem nos piores progndsticos quando se refere a

cancer de mama. No caso do cincer de ovario, clinicamente ¢ uma das principais
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causas de morte dentre as doencas ginecoldgicas, principalmente devido a sua
recorréncia, que quando ocorre tem pior prognostico, uma vez que, por exemplo,
a quimioterapia com compostos de platina, torna-se menos efetiva (resisténcia a
compostos de platina),!33134

Devido a esses resultados os complexos A7 e A9 foram selecionados
para ensaios biologicos posteriores. Além destes, foi também realizado estes
mesmos experimentos com relacdo ao complexo A6 da Série 1. Apesar de ndo ser
o mais promissor considerando-se a seletividade apds 48 h de incubacdo, a
viabilidade celular foi também avaliada apos 72 horas de incubagdo com alguns
compostos da Série 1 na linhagem A2780cis, cujos resultados estdo cunhados na
Tabela 4.11. Observa-se que em alguns casos, como para o complexo A6, um
maior tempo de tratamento favoreceu uma maior citotoxicidade.

TABELA 4.11-Valores de ICsy (umol L) frente a linhagem tumoral de ovario
resistente a cisplatina (A2780cis) e linhagem nao tumoral fibroblastica MRC-5,
e indices de seletividade (IS) considerando estas linhagens, apos 72 h de
incubagdo com quatro complexos da Série 1.

ICso (nmol L) IS
Complexos A2780cis MRC-5 IC50MRC5 /ICSOAZ ~80cis
Al 5,6210,24 >30 5,3
A3 5,7240,28 <30 5,2
A6 5,44+0,19 <30 5,5
A7 1,16£0,18 >30 25,9

Dados expressos como média + DP, com n=3, e intervalo de confianca de 95%

Com 72 horas de incubag¢do dos compostos, nao se verifica alteragao
na citotoxicidade referente a linhagem ndo tumoral, observando-se maior
citotoxicidade para os complexos A3, A6 e A7 frente a linhagem A2780cis. Como
relatado para o tempo de incubagdo de 48 h, ndo se obteve diferenca relevante
entre os complexos A3 e A6, e por isso prosseguiu-se 0os experimentos apenas

com o complexo A6. Para o complexo Al ndo foi observada uma alteracao tao
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significativa, mas o complexo A7 além de exibir maior citotoxicidade, apresenta
indice de seletividade bem mais expressivo que anteriormente, refor¢ando a
justificativa de também prosseguir os experimentos bioldgicos com esse
composto.

Antes de dar continuidade aos resultados obtidos nos experimentos
bioldgicos que permitiram maiores informagdes com relacdo a citotoxicidade
destes compostos, serd relatado ensaios referentes a interagcdes com biomoléculas,

que podem ser de interesse ao comparar-se com a atividade citotoxica ja relatada.

4.3.2.2- Coeficiente de Particio

Como supracitado na parte introdutoria deste trabalho, a
determinacao da lipofilicidade € um parametro de importante avaliacao, que pode
ser associado a atividade biologica. Os compostos do presente trabalho foram
avaliados quando a lipofilicidade, empregando método shake-flask, utilizando n-
octanol como por¢do organica € 4gua como meio aquoso.

Os valores obtidos encontram-se dispostos na Tabela 4.12,
observando-se primeiramente que todos os complexos exibem maior afinidade a
fase orgéanica com relagdo a fase aquosa. Tal panorama em geral € observado nos
compostos similares relatados pelo LERCI. Apesar de alguns complexos da Série
1 apresentarem Log P um pouco menor que os demais, a maior parte dos
complexos exibem Log P proximo a 1, indicando que ao menos teoricamente, 0s
compostos possuem mesmo potencial de interacdes hidrofobicas e/ou
internalizagdo via difusdo pela membrana plasmatica, e ndo justificam o
diferencial observado quanto a citotoxicidade dos complexos da Série 1 com

relacdo aos complexos da Série 2.
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TABELA 4.12-Valores de Log P obtidos para os complexos das Séries 1 e 2.

SERIE 1
COMPLEXOS Log P
Al 0,3240,08
A2 0,3940,05
A3 0,8440,03
Ad 0,8540,01
A5 1,1040,12
A6 1,0740,01
SERIE 2
A8 0,97+0,16
A9 0,86+0,19
A10 0,724+0,25

Fonte: Dados da Pesquisa.

4.3.3- SECAO 3- Ensaios de interacio com biomoléculas

4.3.3.1- INTERACAO COM DNA

Os ensaios de interagdo com DNA foram realizados com objetivo de
avaliar esta biomolécula como alvo biologico dos complexos aqui investigados.
Mesmo que os compostos da Série 1 ndo tenham exibido atividade citotoxica
como os complexos da Série 2, ¢ valido investigar se a modificacdo do ligante
N,N-heterociclico favorece interagdo com DNA de forma diferente de complexos
fosfinicos de ruténio(II) ja reportados.

O 4cido desoxirribonucleico, em sua forma integral, ¢ essencial no
armazenamento de informagao genética, e, portanto, necessario ao processo de
replicagdo celular, e qualquer interferente implica em perturbagdo nos processos
como transcri¢ao e replicacao, tornando esta biomolécula como possivel alvo para
candidatos a metalofarmacos.!*

Para verificar como ocorre essa provavel interagdo, muitos ensaios
tétm sido avaliados, e h& na literatura alguns modelos propostos que se

complementam, que permitem determinar como se d4 a interagdo de possiveis
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metalofarmacos com 4cidos nucleicos. Dentre as possibilidades existentes,
empregou-se no presente trabalho, medidas de mobilidade eletroforética em gel,
medidas de viscosidade, e ensaio de deslocamento de Hoechst 33258.

Estes experimentos permitiram responder em primeiro momento se
hé interacdo com o DNA, e posteriormente, de que forma ocorreria. E reportado
que alguns compostos biologicamente ativos agem por alquilagdo dessa
biomolécula, em uma interacao covalente, como o aduto formado entre cisplatina
¢ DNA. Entretanto, essa ¢ uma op¢do de baixa probabilidade nos compostos
estudados neste trabalho, uma vez que o estudo de estabilidade indicou que nao
ha labilizacdo de nenhum ligante da esfera de coordenagdo, ao menos nas
condig¢des testadas, para que ocorra ligagdo efetiva com constituintes do DNA.

Outra possibilidade ¢ a interagdo por intercalagdo, na qual ha
inclusao de ligante com determinado grau de planaridade, geralmente aromatico,
entre os pares de base empilhados no DNA, e dentre os compostos inorganicos,
ha relatos deste modo de interacdo para varios complexos metalicos, como de
platina, cobre, ruténio, entre outros.'*¢"13 Essa inser¢do de uma estrutura externa
entre os pares de base do DNA, prevé como requisito que a energia de intercalagao
compense 0 gasto energético necessario a reorganizacdo estrutural do DNA.
Como os complexos aqui propostos possuem o ligante fenantrolina e pyphen, ha
possibilidade dessa interacdo, ainda que parcialmente como ja relatado para
complexos de Ru(Il) contendo ligantes N ,N-heterociclicos e n°-areno. Vale
ressaltar que todo o sistema deve ser considerado, e a esfera de coordenacao do
centro metéalico como um todo, pode inviabilizar esse tipo de interagdo.!3>!36:139

Outras possiveis interagoes, € de maior possibilidade nos complexos
das Séries 1 e 2, sdo: interacdo eletrostatica, justificado pelos complexos serem
cationicos, enquanto a biomolécula ¢ carregada negativamente devido aos grupos
fosfatos que a constituem; e interagdo pelos sulcos, que pode acontecer por um ou
mais modos de interagcdo, como forcas de Van der Waals e ligacdao de hidrogénio.

Essas interacdes sao ditas mais provaveis, com base em resultados reportados pelo
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grupo LERCI, mas como j& mencionado, a associacdo dos ligantes N,N-

heterociclicos poderiam causar alguma variacao.

4.3.3.1.1- Mobilidade Eletroforética em Gel de Agarose

Este ensaio se baseia no fato de que a estrutura do DNA possui carga
negativa inerente, ¢ pode migrar em direcdo ao polo positivo, ao aplicar-se uma
diferenga de potencial. A taxa de migragdo ird variar com o tamanho e
conformacao dos fragmentos do DNA, cujos fragmentos de menor tamanho (ou
mais enovelados) migram com maior velocidade nos poros do gel.!3>14

O DNA plasmidial geralmente apresenta a forma superenovelada
(SC, do inglés supercoiled), em que as fitas que o constituem encontram-se
tensionadas, mas a manipulagdo desse DNA pode favorecer a geracdo de duas
outras isoformas: a forma circular aberta (OC, do inglés open circular) que ¢
gerada quando ha uma ou mais quebras em uma das fitas do DNA, provocando
relaxamento da primeira forma (pode ser dito como um desenovelamento da
forma superenovelada), e forma linear (L, no inglés também linear) que pode ser
observada quando ocorre quebras de fita dupla. A taxa de migracdo dessas
1soformas ocorre com maior velocidade associada a forma SC, e menor
velocidade relacionada a forma OC, com a forma linear migrando de modo
intermediario em comparagio a estas duas (Figura 4.22).13>141

A interagdo entre os compostos € o DNA, de forma a alterar
estruturalmente a conformagdo da biomolécula pode ser avaliada na mobilidade
eletroforética das isoformas no gel de agarose.'*

Dessa forma, a corrida eletroforética foi realizada tanto na auséncia
quanto na presenga dos compostos (e no pog¢o do gel sem adi¢do de composto,
controle negativo, foi incorporado a mesma porcentagem de DMSO). Além disso,
foi utilizado um padrao, como controle positivo, que reconhecidamente altera a
mobilidade eletroforética das isoformas, a cisplatina, que por ser um agente que

forma adutos bifuncionais provoca desenovelamento da forma SC, gerando

formas menos tensionadas.!*!** Na Figura 4.22 expde-se os resultados obtidos
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neste ensaio para alguns dos complexos das Séries 1 e 2. Como todos os
complexos resultaram em mesmo efeito na mobilidade -eletroforética, os
resultados referentes aos outros compostos, se encontram no Apéndice-Parte III.

Observa-se que diferentemente da cisplatina, os compostos
analisados ndo provocam alteracoes na estrutura do DNA, pois verifica-se
migracao analoga ao DNA na auséncia dos compostos (controle negativo), que
apresenta as isoformas SC e OC. O modo de interacdo intercalativo pode ser
avaliado a partir do método utilizado na revelacao do gel, que acontece apds
submersdo em solucdo de brometo de etidio (EtBr), pois ao intercalar-se no DNA,
o conjugado formado DNA-EtBr sob luz ultravioleta emite fluorescéncia de
coloragdo proxima ao laranja, que permite a visualiza¢do dos fragmentos de DNA,
tal qual se encontra nos géis da Figura 4.22.!% Caso a espécie que se procura
avaliar intercale no DNA, ocorreria exclusao de moléculas de EtBr da
biomolécula, diminuindo a proporcdo do conjugado DNA-EtBr, e
consequentemente diminuiria a intensidade referente aos fragmentos do DNA, ou
até mesmo provocaria o desaparecimento, resultado ndo observado para nenhum

dos complexos avaliados, indicativo de que nao ocorre interacdo por intercalacao.
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FIGURA 4. 22-A) Isoformas do DNA de acordo com tamanho e conformacao; B)
Resultados da mobilidade eletroforética do DNA sob influéncia dos compostos
das Séries 1 e 2.

Forma
A) Circular aberta
(00)

Forma Forma
Superenovelada Linear

(sQ) (L)

DNAY Cisplatina A8
DMISO I .’U 02505 L0 250510

Figura A) Adaptado de Kellet ef al. 2019. B) M 51gn1ﬁca 0 marcador ladder e DNA o pogo em
que foi adicionado apenas DMSO (auséncia de composto), como padrao negativo.

Portanto, conclui-se que a analise por meio da mobilidade
eletroforética do DNA indica que, se ha uma interagdo com DNA, essa ocorre de
forma a induzir pouca ou nenhuma alteracdo em sua estrutura conformacional,
que seria uma interacao dita fraca, como o que ocorre nas interagdes eletrostatica
ou pelos sulcos.

4.3.3.1.2- Medidas de Viscosidade

O principio desse ensaio € a varia¢cdo na hidrodinamicidade do DNA,
causada por interagdes que irdo promover reorganizagao da estrutura dessa
biomolécula. Em conformidade com os tipos de interagdes explicitadas na parte
introdutoria de interagdo com DNA, se a interagdo entre composto ¢ DNA se da
de forma covalente, o resultado obtido no ensaio de viscosidade, a medida em que
ha aumento da concentragdo de composto, ¢ uma diminui¢do da viscosidade

relativa do DNA, pois ha um menor volume associado a estrutura da biomolécula,
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devido a tor¢ao gerada. Esse perfil € obtido especialmente para cisplatina (Figura
4.23), que foi utilizada como padrio para esse tipo de interagdo.!3>!%

Em caso de interagdo por intercalagdo, uma vez que, ¢ necessario que
a molécula (ou parte) se insira entre as bases empilhadas do DNA, isso causara
alongamento da dupla hélice, e assim espera-se aumento da viscosidade relativa
da solugdo de DNA com aumento da relacdo [complexo]/[DNA]. Esse
comportamento ¢ evidenciado para compostos classicamente intercalantes como
EtBr, [Ru(bpy)2(dppz)]*" e tiazol laranja. Esse ultimo composto ¢ relatado como
intercalante de acidos nucléicos, e foi utilizado como padrao de intercalagdo nesse
experimento, para fins de comparag¢do com o perfil obtido para os compostos em
estudo.'® Por fim, as interagdes eletrostatica e pelos sulcos, ndo geram
modificagdes expressivas na viscosidade relativa da solugdo de DNA, por nao
provocarem distor¢des significativas.!3>147

Considerando estes apontamentos, pode-se analisar os resultados
obtidos a partir desse experimento, apresentados na por¢ao superior da Figura
4.23. Inicialmente, observa-se que as espécies utilizadas como padrdes de
interacdo covalente e intercalacdo exibiram os resultados esperados, nas
condi¢des em que o experimento foi conduzido (item 3.6.2.1.2.), e ainda que os
compostos estudados nao seguem o perfil de nenhum deles, corroborando com o
resultado anterior de que se ha interagado, esta ndo ocorre covalentemente ou por
intercalagdo. Com acréscimo gradual das concentragdes dos compostos, nao ha
variacoes significativas na viscosidade inicial da solugdo de DNA, indicativo de
que ocorra interagdo eletrostatica ou pelos sulcos do DNA.

Portanto, apesar da adi¢do de um ligante na esfera de coordenagdo
dos complexos da Série 2 com alguma planaridade, o ligante fenantrolina, e
modificagdo com subsituinte pirenil para maior amplitude dessa planaridade nos
complexos da Série 1, ndo houve indicios de interagdo por intercalagdo com DNA
em ambas as técnicas utilizadas. Apesar de complexos, até mesmo com centro

metalico Ru(Il), com estes ligantes ou andlogos, serem relatados como exibindo

119



Leticia P. de Oliveira Resultados e Discussao

algum grau de intercalacdo, estes resultados sdo observados para sistemas em que
todos os ligantes na esfera de coordenagao sao N,N-heterociclicos. Tal fator deve
ser considerado, pois todo o sistema ird afetar no modo de interagcdo, € como se
observa na Figura 4.23, o ligante pyphen individualmente analisado ndo exibiu
interacdo por intercalacdo, nas condigdes analisadas. Além disso, mesmo
complexos de ruténio polipiridinicos, algumas vezes, ndo exibem o modo
intercalativo como forma de intera¢ao majoritaria ao DNA, como relatado para o
complexo [Ru(phen);]**, o qual, nas duas formas enantioméricas, interage
eficientemente pelo sulco menor do DNA?1:120.148

Em outros sistemas, em que derivados de pireno também foram
utilizados, partindo do principio que o pireno ¢ uma espécie que intercala no
DNA, foi possivel observar interacdo com essa biomolécula apenas em altas
concentragdes (~300 umol L), por exemplo, o resultado relatado por Oliveira, C.
G., a qual promoveu modificagdes em tiossemicarbazonas com o pireno,
coordenando o ligante modificado a paladio(II) contendo trifenilfosfina na esfera

de coordenacgdo.!# 151

Dessa forma, pode ser que em maiores concentragoes um
perfil diferente pudesse ser observado para os complexos da Série 1, entretanto,
nas condigdes analisadas, o que se pode inferir ¢ que a interacdo com o DNA
ocorra eletrostaticamente ou via sulcos, assim como para os complexos da Série
2.

Com o intuito de verificar se a interacdo dos complexos ocorreria

pelo sulco menor do DNA, foi realizado experimento de deslocamento da espécie

Hoechst 33258.

4.3.3.1.3- Ensaio de Deslocamento Hoechst 33258

Empregou-se diferentes concentragdes dos compostos, a fim de
avaliar a supressd@o do conjugado formado entre DNA e Hoechst. As espécies
bisbenzimidas, também denominadas como Hoechst, sao ditas corantes devido a

fluorescéncia intrinseca. No entanto, ¢ uma fluorescéncia de baixo rendimento
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quantico, que se torna significativa quando estas espécies estdo associadas a
acidos nucleicos, em grande parte devido a supressio de rotagdao das
bisbenzimidas livres.!>?

O Hoechst 33258 possui uma alta constante de ligagdo com 0 DNA,
com maior afinidade pelos pares de base adenina (A)/timina (T), caracteristico de
espécies que interagem pelo sulco menor do DNA 153134

Portanto, a premissa em que se baseia o experimento € que se 0s
compostos em estudo interagem pelo mesmo sitio que a sonda fluorescente,
promoverdo deslocamento desta, o que ird culminar em supressdo da
fluorescéncia, uma vez que, a quantidade de moléculas existentes, de DNA
conjugadas a Hoechst serd menor. E esse resultado, a supressao da fluorescéncia,
foi obtido para todos os complexos das Séries 1 e 2, em maior ou menor grau,
conforme se observa nos graficos da Figura 4.23, para um composto de cada série,
e os espectros referentes aos demais complexos se encontram no Apéndice-Parte
III. Isto indica que os compostos aqui estudados interagem pelo sulco menor do
DNA, mas nao descarta a possibilidade de interacao eletrostatica em menor grau,
ou ainda pelo sulco maior.!>*15

Além destas informagdes, ¢ possivel analisar os dados
quantitativamente, de forma que esse experimento foi realizado em trés
temperaturas distintas: 25, 30 e 37 °C, possibilitando avaliar a constante de Stern-
Volmer, por meio da equacdo de supressdo dindmica de fluorescéncia de Stern-
Volmer, e dessa forma analisar o mecanismo associado a essa supressdo. E
também possivel obter parametros fisico-quimicos associados. Todos esses dados
obtidos a partir desses experimentos, estdo dispostos na Tabela 4.13.

Maiores esclarecimentos a respeito das informagdes quantitativas
serdo enunciados em resultado de experimento posterior (especificamente
interacdo com proteina albumina de soro humana), mas com relagdo a constante
de Stern-Volmer relata-se resumidamente, que, conforme eleva-se a temperatura,

um aumento no valor dessa constante, esta associado a um mecanismo dinamico,
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e um decréscimo em seu valor, relaciona-se a um mecanismo estatico. Observa-
se as duas correlagdes nos complexos de ambas as séries, indicando que um ou
outro mecanismo ocorre de forma majoritaria, mas que ambos ocorrem como
mecanismo de supressao da fluorescéncia.

A constante de associagdo (K,), pode ser utilizada como um
indicador do grau de afinidade, como o relatado para a sonda Hoechst 33258 na
literatura, como sendo da ordem de 10°107 M, bem como para outras
bisbenzimidas derivadas.!>*!*¢ Comparando-se os resultados obtidos para os
complexos do presente estudo (Tabela 4.13), com essas espécies organicas, por
exemplo, conclui-se que a constante de associa¢dao ¢ de mesma ordem, indicando
a possibilidade de também interagirem pelo sulco menor da biomolécula avaliada.

Quanto aos parametros termodinamicos que podem ser calculados a
partir das constantes de associagdo nas diferentes temperaturas (equagoes 5 e 6-
Secdo Materiais e M¢etodos), ¢ possivel obter conclusdes relacionadas a
espontancidade da interagdo avaliada, bem como os tipos de interagao
predominantes no sistema. A analise de todos os complexos resultou em variagdo
negativa da energia livre de Gibbs, indicando a espontaneidade de interacdo em

todos os casos.
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FIGURA 4.23-Graficos de viscosidade relativa do DNA sob adi¢do de diferentes concentragdes dos compostos, na parte superior,
e espectros de supressao de fluorescéncia do DNA-Hoechst, acompanhado de acordo com acréscimos na concentragdo dos
compostos, na parte inferior A) Complexos da Série 1 e, B) Complexos da Série 2.
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TABELA 4.13-Dados quantitativos adquiridos a partir da supressao de fluorescéncia do DNA-Hoechst pelos compostos das
Séries 1 e 2, que sdo: constante de Stern-Volmer (Ksv), constante de associagdo (ka), parametros entalpico (AH), entrépico (AS)

e energia livre de Gibbs (AG)

Ensaio Deslocamento DNA-Hoechst-Série 1

COMPLEXO T (K) Ksv (10%) Ka (109) Supressio da AH® AS° AG®
Fluoresc. (%) (KJ mol!) (J mol! K1) (KJ mol!)

Al 298,15 2,2240,03 1,3+0,6 28,8 -34.8
303,15 2,4840,01 5,0£1,0 29,2 176,1 707.4 -39.0

310,15 2,5610,08 20,0180 28,1 -43.3

A2 298,15 1,65+0,02 0,710,1 23,2 -33,2
303,15 1,68+0,03 4,0+1,0 22 176,3 702,6 38,5

310,15 1,70£0,02 10,0£6,0 20,9 -41,6

A3 298,15 3,1840,05 0,08+0,01 38,1 -27,8
303,15 2,81+0,06 0,72+0,03 33,6 203,0 774,3 -34,0

310,15 2,66+0,05 1,84+0,3 31,9 -37,1

A4 298,15 0,851+0,04 4,0£2,0 23,4 -37,4
303,15 0,8810,06 1,0+0,5 25,9 -213,0 -588,3 -35,4

310,15 0,9610,01 0,13£0,05 26,6 -30,4

AS 298,15 1,53+0,03 0,20£0,10 22,6 -30,4
303,15 1,614+0,05 1,0+0,5 23,2 151,6 610,4 -34.8
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310,15 1,714+0,01 2,240,9 23,4 -37,7
Kb(10%)
A6 298,15 1,76+0,07 34,0+27,0 242 -31,6
303,15 1,65+0,03 5,043,0 22,9 -289.4 -864.,8 27,0
310,15 1 4340,07 0,440,2 22,8 21,2
Ensaio Deslocamento DNA-Hoechst-Série 2
COMPLEXO T (K) Ksv (10%) Ka (109) Supressio da AH® AS° AG®
Fluoresc. (%) (KJ mol?) (J mol! K1) (J mol'! K1)
A8 298,15 5,49+0,02 10,0£2,0 78,4 -39,8
31,6 239,6
303,15 5,60+0,06 11,0£4,0 77,6 -40,8
310,15 5,93+0,12 16,0£2,0 78,3 -42.7
A9 298,15 3,61+0,08 9,0+2,0 70,8 -39,6
57,9 327,0
303,15 3,53+0,05 17,0+3,0 70,2 -42,0
310,15 3,11+0,02 22,0+6,0 70,5 -43.5
COMPLEXO T (K) Ksv (10%) Ka (10%) AH® AS® AG®
(KJ mol?) (KJ mol?) (KJ mol™)
Al10 298,15 3,39+0,04 6,0+4,0 71,5 -27,3
155,6 613,6
303,15 3,204+0,07 20,0+4,0 70,6 -30,8
310,15 3,1540,04 69,0+34,0 69,8 -34,7
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Com relagdo aos parametros entalpico e entropico, se ambos sao
positivos, indicam que a interagdo ocorre predominantemente por interagdes
hidrofébicas, se ambos forem negativos as interagdes que predominam sdo as
ligagdes de hidrogénio e/ou forcas de Van der Waals, e por fim, estabelece-se o
predominio por atracdo eletrostatica quando AS<0 e AH>0.%8*15° Para quase todos
os compostos da Série 1, e todos os compostos da Série 2, tais parametros indicam
que a interacdo com a biomolécula, ocorra por meio de interagdes hidrofobicas.
Apenas para os complexos A4 e A6, esse resultado se altera, obtendo-se valores
negativos, que denotam interagdes que ocorrem por meio de ligagdes de

hidrogénio ou forcas de Van der Waals.

4.3.3.2- INIBICAO DA ATIVIDADE CATALITICA DA
TOPOISOMERASE Ila

As enzimas DNA-Topoisomerases sdo investigadas como possivel
alvo farmacologico em diversos trabalhos, que incluem candidatos a
metalofarmacos. Este estudo ¢ motivado pela possibilidade de obtencdo de
compostos mais seletivos, que poderia acarretar menos efeitos adversos
associados, por serem enzimas expressas em maior quantidade em células de
rapida prolifera¢do. '

Topoisomerases sdo enzimas nucleares que participam de processos
essenciais em todas as células vivas, tais como, replicagdo do DNA e segregacao
cromossOmica. Dentre estas enzimas, tem-se as toposiomerases II, que podem
relaxar DNA superenovelado, provocando quebras nas duas fitas do DNA,
passando o DNA através de hélice intacta, e posteriormente reestabelecendo as
fitas. Este mecanismo ocorre de forma dependente de adenosina trifosfato (ATP).
Essa topoisomerase apresenta duas isoformas, Ila e IIf, que se diferenciam por
sua expressao em diferentes tempos do ciclo celular em diferentes tipos de

célula, 016!
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A isoforma Ila, que ¢ a de interesse no presente estudo, associa-se
principalmente a replicagdo do DNA e segrega¢ao de cromossomos, com maximo
de expressao nas fases G2/M do ciclo celular, propiciando associagdo a resultados
de ensaios de ciclo celular.!®!

Dadas todas essas informacgdes, o ensaio foi conduzido de forma
comparativa, analisando-se o DNA sem acdo de topoisomerase (controle
negativo), o DNA sob a¢do de topoisomerase (controle positivo), e acdo da
topoisomerase sob influéncia de concentragdes graduais dos compostos. Os
resultados obtidos por eletroforese em gel, sio mostrados na Figura 4.24.

Primeiramente, o controle negativo que contém o DNA na auséncia
de enzima, exibe apenas as isoformas comuns do DNA plasmidial, em forma
majoritaria do DNA superenovelado, e alguma por¢ao da isoforma circular aberto.
Como a topoisomerase promove alteragdes na topologia do DNA, devido ao
relaxamento provocado (essencial em processos vitais as cé€lulas), e fungdo

A,10%163 3 acdo desta

associada a remocao de tor¢des superhelicoidais do DN
enzima pode ser evidenciada por conformagdes distintas exibidas pela
biomolécula, ou ainda, formagdo de topoisdmeros, como o que se observa para o
controle positivo, na Figura 4.24, em que cada linha seria um topoisomero.
Ciente desses efeitos, € possivel promover um comparativo com o0s
resultados dos pogos dos géis, nos quais adicionou-se composto. Nos complexos
da Série 1, ¢ observado padrao muito similar ao po¢o do controle positivo,
indicando que os compostos falharam em inibir a atividade da enzima analisada.
Com relagdo aos complexos da Série 2, verifica-se formacao de topoisémeros no
controle positivo € nos pogos dos compostos, entretanto com alguma quantidade
de DNA superenovelado. Por mais que este resultado seja observado também no
controle positivo, indicando que a enzima nio estava em plena eficiéncia,
qualitativamente, na Gltima concentracao dos complexos A8 e A10, o indicativo

de DNA superenovelado parece ser mais expressivo, apontando para uma inibi¢ao

parcial nesses casos.
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FIGURA 4.24-Fotodocumentos dos géis obtidos na investiga¢do da inibicao da
atividade catalitica da enzima Topoisomerase Ila sob influéncia dos compostos
A) Série 1 e B) Série 2.
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Outros compostos difosfinicos de ruténio(Il)/mercaptos publicados
pelo LERCI também foram investigados com relagdo a capacidade de inibigdo de
topoisomerase, € apresentaram inibi¢ao parcial em baixas concentragoes, inibindo
de forma eficaz em maiores concentragdes. Apesar dessa investigacao ter sido
realizada com enzima topoisomerase, empregou-se especificamente a
topoisomerase IB, enquanto no estudo aqui relatado foi utilizada a topoisomerase

Ila, 0 que pode ter sido o motivo de se observar resultados distintos.*!-
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4.3.3.3- INTERACAO COM PROTEINA ALBUMINA DE
SORO HUMANA (HSA) E COMPETICAO PELO
SITIO I DA HSA

A albumina de soro humana ¢ a proteina mais abundante no plasma
humano, e tem por funcao principal, transporte de metabolitos, hormonios, acidos
graxos ¢ uma diversidade de farmacos, exercendo papel essencial na disposi¢ao e
eficacia de determinados medicamentos.!>%164

A ligacdo de farmacos a esta biomolécula ira influenciar em seus
perfis biologicos, uma vez que, por exemplo, esta ligacdo pode propiciar
metabolizacao mais prolongada do farmaco em questdao, induzindo a um maior
tempo de agdo. Tal ligagdo ocorre geralmente de forma reversivel, existindo um
equilibrio entre moléculas do farmaco que se encontram ligadas a biomolécula e
aquelas que estao livres, sendo farmacologicamente ativas apenas as moléculas
nao ligadas.

Dessa forma, o estudo da interacdo com essa proteina pode trazer
informacdes importantes relacionadas a farmacocinética de determinados
compostos, analisando-se o contato direto entre biomolécula e composto de
interesse, em um estudo inicial in vitro. Tal interagdo pode ser estudada a niveis
mais avangados, como por exemplo, avaliando-se como pode interferir na
citotoxicidade do compostos.5388:159

Essa interacdo pode ser investigada por meio da supressdo de
fluorescéncia, uma vez que as proteinas, de modo geral, apresentam fluorescéncia
intrinseca devido a trés residuos de aminoacidos, a saber, triptofano, tirosina e
fenilalanina. O residuo de triptofano ¢ geralmente explorado quanto a
fluorescéncia, devido ao baixo rendimento quantico dos outros residuos
mencionados.

Com relacdo a HSA relata-se apenas um residuo de triptofano em sua

estrutura, e a supressao da fluorescéncia pode ocorrer mediante varios processos,

como reagdes no estado excitado e/ou no estado fundamental, rearranjos,
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transferéncia de energia (em que fluordforo e espécie supressora devem
apresentar uma distincia minima entre si), entre outros.®*%

O experimento de determinagdo da supressdao da fluorescéncia foi
realizado conforme se¢do Materiais ¢ Métodos, e qualitativamente, em um
primeiro momento, ¢ possivel observar que os complexos em estudo (Séries 1 e
2), provocam supressdo da fluorescéncia intrinseca da proteina. Este resultado
pode ser observado nos graficos dispostos na Figura 4.25 para um complexo de
cada série, decorrente da interagdo com a proteina de forma a causar alteracao
conformacional no microambiente em que se encontra o residuo de triptofano
(Trp-214). Devido a similaridade entre os compostos, os graficos para os outros
complexos sdo mostrados no Apéndice-Parte I11. Apesar de terem sido obtidos em
trés temperaturas distintas, escolheu-se mostrar os graficos referentes as
temperaturas 25 e 37 °C.

A literatura relata dois possiveis mecanismos de supressdo da
fluorescéncia, que sdo: mecanismo dinamico, quando a interacdo da espécie
supressora se da com a proteina no estado excitado, e mecanismo estatico, quando
a colisdo entre estas espécies ocorre no estado fundamental, gerando um
conjugado nao fluorescente. Em geral, um mecanismo ocorre majoritariamente.

O mecanismo predominante pode ser estabelecido por meio da
equacao do mecanismo de supressao de Stern-Volmer, relatada como equagao 3
na se¢ao Materiais e Métodos. De acordo com a variagdo da constante de Stern-
Volmer (Ksv) com a temperatura, associa-se 0 mecanismo dindmico a um
aumento de Ksv com aumento da temperatura (favorecimento da difusdo da
espécie supressora até o fluoroforo no estado excitado), e mecanismo estatico a
uma diminui¢do de Ksv com aumento da temperatura (menor estabilidade do
conjugado entre supressor e proteina no estado fundamental)®*!9. Essa constante
foi calculada nas diferentes temperaturas para todos os compostos em estudo, e

os resultados podem ser analisados na Tabela 4.14.
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FIGURA 4.25-Espectros de fluorescéncia da HSA na auséncia (a) e presenca de
diferentes concentracdes do complexo A6 (Série 1; b-g) e complexo A10 (Série

2; b-i), com [HSA]= 2 pmol L™! constante em todo o experimento.*
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*Todas as medidas tiveram suas intensidades de fluorescéncia corrigidas, devido ao efeito de
filtro interno.
Considerando os valores de K, a primeira observagdo ¢ que os

valores nao diferem muito entre si, variando-se a temperatura. Entretanto no geral,
ha uma diminui¢ao do valor de K, com aumento da temperatura, indicativo de
mecanismo estatico, predominantemente. Além deste indicio, a constante de

velocidade bimolecular de supressdo (k,), pode também ser utilizada como
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diferenciacdo destes mecanismos, considerando que para biopolimeros essa
constante assume valor maximo de 2x10'M! s! em mecanismo de supressio
dindmica, logo valores acima indicam mecanismo estatico.>® No caso dos
complexos em estudo, todos os valores sdo da ordem de 10'? a 10" M 571,
evidenciando novamente o mecanismo estatico para todos os complexos, ainda
que nao exclusivamente.

A interacdo de um candidato a firmaco ou metalofArmaco com a
HSA pode ocorrer de forma que se observe uma alta, moderada ou baixa
afinidade, e cada um destes graus ird influenciar na distribui¢do e absor¢dao no
organismo. Uma baixa afinidade pode ser problematica quanto a absorcao do
farmaco, pois considerando que a albumina proporciona maior solubilidade a
espécies hidrofobicas, como poucas moléculas seriam carreadas pela
biomolécula, baixa solubilidade seria associada neste caso, com grande
possibilidade de formagao de agregados. Ja o cendrio oposto, em que se estabelece
uma alta afinidade com a biomolécula, apesar de se associar a uma maior
solubilidade do composto em questdo, o processo de distribui¢do no organismo
poderia ser afetado, provocando aumento da meia vida bioldgica e provavel
ineficacia na excregdo. Por fim, o panorama mais favoravel seria uma moderada
interacdo com a proteina, possibilitando eficicia tanto no processo de absorc¢ao,
quanto distribui¢do e eliminag¢do.!'>’

Essa afinidade pode ser correlacionada a constante de associagcao
(Ky), € de acordo com o reportado na literatura, constantes em torno de 10*-10°
M- s3o resultantes de interagdes moderadas com a proteina em questdo.'>’
Conforme se analisa na Tabela 4.14, as interagdes dos compostos com HSA
podem ser classificadas de fracas a moderadas, observando-se aumento dessa

constante com aumento da temperatura.
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TABELA 4.14-Valores das constantes de supressao de Stern-Volmer (Ksv), constantes de velocidade bimolecular de supressao
(kq), constantes de associagao (K,), nimeros de sitio de ligagdao(n), e parametros termodinamicos associados a supressao de

fluorescéncia da HSA por diferentes concentracdes dos compostos das Séries 1 e 2.

SERIE 1
COMPLEXO T(K) Ksv(10)  Kq(10?)  K,(10‘) n*  Supressio AHP AS® AG®
0\ ) (Mg (M) da (KJ mol')**  (Jmol' K') (KJ mol?)
Fluoresc.
(%)

Al 298,15 5104008 8231014  033+0,06 54,0 20,1
303,15 4364004  7,0340,08  1,02+023 091 40,7 113.8 449,1 233

310,15 4,1940,10  6,774021  1,95+0,56 40,3 25,5

A2 208,15 5,69+0,05  9,17+0,08  0,19+0,02 56,2 18,7
303,15 4,0640,16 6554025 0384009 %% 4638 89,6 363,4 20,8

310,15 3,5240,06  5,6840,10  0,77+0,16 444 23,1

A3 298,15 8,6040,10  13,9040,16  0,84+0,07 64,8 22,4
303,15 6724006  10,80£0,10 1224029 87 537 57,8 2689 23,7

310,15 63040,10 10204023  2,07+0,70 51,7 25,6

A4 298,15 4874014  7,864022  0,56+0,22 52,0 21,4
303,15 5174002 8334006 1224043 071 52,7 85,9 360,0 23,7

310,15 5344009  8,6140,15  2,14+0,54 53,5 25,7

A5 298,15 3,7540,12  6,0540,19  3,.80+1,14 4.8 26,1
303,15 3,5340,02  5,7040,03  1,04+041 80 42 -138,1 13756 233
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310,15 3,23+0,07  521+0,11  0,44+0,14 42,0 21,6
A6 298,15 5364008  8,64+0,12  0,21+0,007 55,2 -19,0
303,15 5,0340,06  8,1140,09 0264004 075 55,1 38,0 191,0 19,8
310,15 47340,03  7,6240,05  0,38+0,07 552 213
A7 298,15 5444006  877+0,10  1,19+0,08 56,7 233
303,15 5484006  884+0,10  1,724038 % 564 95,7 218,3 24,6
310,15 6,5340,19  10,534031  5,30+0,49 51,0 28,0
SERIE 2
298,15 2,5640,05 4144009  0,20+0,05 65,8 18,8
A8 303,15 2,5240,03 4074005 0614003 88 62,2 83,8 361.1 22,0
310,15 2,0940,008  337+0,01  0,80+0,08 60,7 232
Ka (10°)
(M)
A9 208,15  1,9340,10  3,1240,16  0,63+0,11 552 16,0
303,15 1,640,090  2,65+0,14  098+020 %72 51,1 35,1 238,3 174
310,15 1,5240,06  2,46+0,10  1,49+0,36 46,8 18,8
A10 208,15 2254006  3,6340,10  034+0,08 0,1 37,7 14,4
303,15 2,1440,13 3454022  1,16+0,11 314 209,7 751.9 17,8
310,15 1,96+0,09  3,16+0,17  8,98+3,51 30,0 23,5

Todos os dados foram obtidos a partir de calculos que consideraram as intensidades de fluorescéncia corrigidas. *Valores calculadores na

temperatura de 310,15 K; **Valores calculados considerando-se as temperaturas de 298,15 ¢ 310,15 K.
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Mais informagdes podem ser adquiridas, com relagdo a parametros
termodinamicos destes sistemas, que se traduzem no modo que se dé a interacao
dos complexos com o fluoréforo investigado, e a espontaneidade com que ocorre
ou nao tal interagdo, conforme mencionado no ensaio de deslocamento de
Hoechst. Assim, se os parametros entalpico e entrdpico forem positivos, a
insercdo do composto no arcabougo protéico ocorre predominantemente por
interacOes hidrofobicas, entretanto, se o resultado obtido for contrario a este (AS
e AH<O0), o processo ocorre por ligacdes de hidrogénio ou forcas de Van der
Waals. Além disso, se a entropia resulta em valor negativo e a entalpia em valor
positivo, o processo ¢ definido por atragdes eletrostaticas. Com relagdo a
espontaneidade ou ndo, de que ocorra a inser¢do do composto na proteina, a
avaliagdo se da por meio da variacao da energia livre de Gibbs, um valor negativo
indicando essa espontaneidade e AG>0, um processo ndo-espontineo.?*!>

Mediante essas informacodes e resultados da Tabela 4.14, conclui-se
que no geral, os compostos interagem com a proteina por meio de interagdes
hidrofobicas, o que se da com relagdo a muitos farmacos e explica a importancia
da HSA na farmacocinética de varios compostos (carreando ¢ impedindo a
agregacdo devido a insolubilidade). Este tipo de interagdo, ¢ também justificado
devido aos ligantes contidos na esfera de coordenacdo destes compostos, € a
lipofilicidade que os fazem ter mais afinidade a um sistema orgéanico, com relacao
ao aquoso. A excecdo € para o complexo A5, que apresenta interagao por ligacao
de hidrogénio ou for¢as de Van der Waals. Por fim, todos os processos sdo
espontaneos, dados os valores da variacdo da energia livre de Gibbs.

A proteina albumina de soro humana possui regides onde os
farmacos se ligam preferencialmente, que sdo classificadas em trés dominios: I,
IT e III, e cada um destes subdivide-se em subdominios A e B. Dentre estas
regides, os subdominios IIA e IIIA, sdo conhecidos como sitios Sudlow I e II,
respectivamente, € sdo os sitios onde os farmacos geralmente se ligam com alta

afinidade. O sitio Sudlow I € também conhecido como sitio varfarina-azaprazona,
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onde estes farmacos se inserem, bem como esperado para espécies afins, € o sitio
Sudlow II é nomeado como indol-benzodiazepina.?*88:166

Apesar dessas probabilidades de regides de interacdo, alguns
farmacos se ligam a mais de um sitio, e outros a nenhum destes. Além disso, a
analise de interagao de mais de um farmaco a proteina, pode provocar competicao
por um mesmo sitio de interacao, o que vai depender da maior ou menor afinidade
entre os farmacos com o sitio de ligagdo.3%166

Observa-se na Tabela 4.14 que o nimero de sitios de ligacao ¢
aproximadamente 1 em todos os casos. A fim de verificar se o sitio I seria onde
ocorre a interagdo, foi utilizada a premissa anterior de que um composto pode
competir com outro pelo mesmo sitio de ligacdo. O ensaio competitivo foi
realizado com a varfarina que reconhecidamente interage por esse sitio da HSA.
A varfarina possui fluorescéncia intrinseca, mas o rendimento quantico dessa
fluorescéncia se torna maior quando conjugada com a HSA, e se alguma outra
espécie consegue deslocar a varfarina de seu sitio, a fluorescéncia serd suprimida,
uma vez que a concentracao do conjugado HSA-varfarina ira diminuir.

Os resultados obtidos indicam que os compostos foram capazes de
suprimir a fluorescéncia do sistema HSA-varfarina (Figura 4.26), em um
panorama geral, indicando que os complexos das Séries 1 e 2 possuem afinidade
com o Sitio Sudlow I. Este resultado ndao ¢ excludente de outra possibilidade,
embasando-se em exemplos de farmacos e metalofdrmacos que interagem por
mais de um sitio, como o evidenciado para os compostos KP1019 e KP1339, para
os quais evidenciou-se afinidade de interagdo com os sitios I e I1.!*” Na Figura
4.26 pode-se observar os espectros de emissdo obtidos para o sistema HSA-
varfarina sob influéncia dos complexos A6 e¢ A10, e os demais podem ser
averiguados no Apéndice-Parte III. Assim como na analise de interacdo com
HSA, o complexo AS foi aquele que se desviou do comportamento geral, nao
provocando supressdo da fluorescéncia de forma eficaz do sistema HSA-

Varfarina.
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FIGURA 4.26-Espectros de emissao do sistema HSA-Varfarina, a esquerda, sob
influéncia de diferentes concentragdoes dos complexos A6-Série 1 e A10-Série 2,

e a direita, representacao da interacao de varfarina no Sitio Sudlow I da HSA.
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Consideracoes finais sobre os ensaios de interacido com
biomoléculas

Diante dos resultados enunciados nos experimentos referentes as
interagdes com biomoléculas, conclui-se que os compostos interagem fracamente
com o DNA, majoritariamente pelo sulco menor desta biomolécula. Devido a
carga catidnica dos compostos analisados e carga negativa intrinseca ao DNA,
uma interacao eletrostatica ndo deve ser excluida, at¢ mesmo contribuindo na

interagdo pelos sulcos.
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O fato de os complexos nao interagirem de forma a se ligarem
irreversivelmente ao DNA, pode levar a um outro vislumbre relacionado a
citotoxicidade dos mesmos. Apesar de ser o alvo bioldgico de farmacos ja
empregados como quimioterdpicos, danos ao DNA podem ser relacionados a uma
menor seletividade as células tumorais, € a maiores efeitos adversos. Isto devido
a também causarem danos extensos as células ndo tumorais, ainda que estas
consigam se recuperar mais facilmente, devido a mecanismos de reparo em pleno
funcionamento. Dessa forma, o DNA nao ser o alvo de agdo, pode contribuir para
a seletividade de determinado candidato a farmaco/metalofarmaco.

Os compostos da Série 1 ndo exibiram potencial de inibigdo da
atividade da enzima topoisomerase Ila, enquanto os compostos da Série II
inibiram parcialmente a atividade catalitica desta enzima nas maiores
concentragdes. Estudos mais acurados sdo necessarios para maiores conclusodes a
esse respeito, mas este resultado pode auxiliar em estudo referente ao distinto
potencial citotdéxico dos compostos das Séries 1 e 2.

Com relagdo a interagdo com a proteina de soro albumina humana,
os compostos interagem de forma fraca a moderada, em um mecanismo
predominantemente estatico, ou seja, a supressdo da fluorescéncia observada se
da pela formacao de complexo ndo fluorescente. Além disso, a interacdo dos
compostos com a proteina se da, no geral, por interacdes hidrofébicas. Conclui-
se que para a maior parte dos compostos, a proteina de soro albumina pode ser
um eficaz carreador.

Conhecidos os sitios de possibilidade de interagdo de farmacos na
HSA, os compostos em estudo neste trabalho foram capazes de deslocar farmaco
que, reconhecidamente tem grande afinidade pelo sitio Sudlow I ou subdominio
ITA, indicando que os complexos das Séries 1 € 2 tém afinidade por este mesmo

sitio, sem exclusao de que essa interagdo ocorra também por outro sitio.
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4.3.4- SECAO 4- Ensaios Biologicos

Alguns complexos das Séries estudadas foram escolhidos para
estudos que buscaram avaliar a potencialidade biologica. Empregou-se
experimentos que buscaram explorar os resultados de citotoxicidade, trazendo
novos aspectos relativos, por exemplo, ao mecanismo de morte celular,
capacidade de inibi¢do da migracao celular, parada de ciclo celular, entre outros.
Para tanto, conforme mencionado anteriormente, a escolha foi realizada com base
na citotoxicidade e indice de seletividade, relatados na Sec¢ao II dos Resultados e
Discussdo. Portanto, decidiu-se por realizar estes experimentos avaliando-se a
influéncia dos complexos A6 ¢ A7 da Série 1 na linhagem A2780cis, e do

complexo A9 nas linhagens MDA-MB-231 e A2780cis.

4.3.4.1- Ensaio de Morfologia Celular

A avaliagdo morfologica foi realizada submetendo as linhagens
celulares a diferentes concentragdes dos compostos, baseadas nos valores de ICsy
anteriormente relatados. As alteragdes morfoldgicas provocadas pelos compostos
foram monitoradas com o tempo, € comparativamente a um controle negativo
(tratamento apenas com 0,5% de DMSO). Apesar de ter sido relatado que as
linhagens de estudo seriam A2780cis e MDA-MB-231, exclusivamente neste
experimento, foi utilizada a linhagem MCF-10A, ao avaliar-se o complexo A9.

Nas linhagens tumorais estudadas, ¢ possivel observar modificagdes
morfologicas mais expressivas em concentragdes acima do I1Csy, comparando-se
ao controle negativo. Na Figura 4.27, se apresenta as imagens obtidas para o
complexo A6 na linhagem A2780cis e na Figura 4.28, imagens obtidas para o
complexo A9 na linhagem MDA-MB-231 em duas das concentracdes utilizadas,
nos tempos inicial e final, sendo todas as imagens nas demais concentracoes
apresentadas no Apéndice-Parte IV. Nas concentragdes mais proximas ao ICsy
(A672n A2780cis- 5,44+0,19 pmol L' ¢ A94sn MDA-MB-231- 0,10+0,01 umol

L), alguma altera¢do é observada, mas ainda em pequena extensdo, como algum
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arredondamento celular e perda de aderéncia. Nas concentragdes acima, esses
sinais tornam-se mais evidentes, principalmente na maior concentracdo, em que
com 24 h de tratamento com o composto, observa-se células em formato
arredondado, em maior quantidade de acordo com o tempo. Tais evidéncias sdo
indicativas de morte celular. Os resultados para os complexos A7 ¢ A9 na
linhagem A2780cis, encontram-se dispostos no Apéndice-Parte IV, com
indicativos de morte celular tal qual relatado para os complexos A6 (A2780cis) e
A9 (MDA-MB-231).

O experimento realizado para o complexo A9 na linhagem MDA-
MB-231, pode ser comparado ao obtido para esse mesmo composto na linhagem
MCF-10A, cujas imagens sdo reportadas na Figura 4.29. Para essa ultima
linhagem foi utilizado concentragdes que afetam a morfologia celular da linhagem
MDA-MB-231, bem como ICsy e concentragdo acima, na prépria linhagem
(MCF-10A).
FIGURA 4.27-Ensaio morfoldgico na linhagem A2780cis sob tratamento com
diferentes concentragdes do complexo A6 (Série 1).
CONTROLE

2,75 uM 5,5 uM 11 uM 22

24h
48h B

7%h |

Fonte: Dados da Pesquisa. As imagens representam uma das duplicatas.
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FIGURA 4.28-Ampliacdo das imagens obtidas no ensaio morfoldgico na
linhagem MDA-MB-231, sob tratamento com diferentes concentragdes do

complexo A9 (Série 2).

CONTRLE _ 0,10pM 0,40uM

Fonte: Dados da Pesquisa. As imagens obtidas representam uma das duplicatas.

FIGURA 4.29-Imagens micrograficas do ensaio morfologico na linhagem
MCF10A sob tratamento com diferentes concentragdes do complexo A9 (Série
2), acompanhado com o tempo.

Controle 0,10 yM 0,20 pM 1,70 pM 3,40 pM

oh ik

24h

48h

Fonte: Dados da Pesquisa. As imagens representam uma das duplicatas.
O que pode ser observado ¢ que as concentragdes mais baixas que

causam alteracdo em células MDA-MB-231, ndo provocaram alteragdes
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morfoldgicas na linhagem MCF-10A. Alteracoes foram constatadas na
concentragdo de 1,7 pmol L apos 48 h de incubacdo, e na concentragio igual a
3,4 umol L' apds 24 h de tratamento com o composto. Nessas condi¢des, observa-
se c€lulas em formato circular, perda de aderéncia e diminui¢do da densidade
celular (comparativamente ao controle negativo), que como mencionado, siao
indicativos de morte celular. Este resultado corrobora com a citotoxicidade e
seletividade anteriormente relatada para o complexo A9, mais citotdéxico para a

linhagem MDA-MB-231 em detrimento da MCF-10A.

4.3.4.2- Ensaio de Formacao de Colonias

Este ensaio ¢ assim denominado por avaliar a capacidade de uma
c¢lula em resistir ao tratamento e crescer em colonia. Em outras palavras, pretende
a identificagdo de células que conservem sua capacidade reprodutiva por meio da
deteccdo de grande nimero de suas progénies.'®17°

Mesmo que uma célula possa reter algumas funcdes metabolicas,
como sintese de proteinas, pode ser que se encontre incapacitada de se dividir e
produzir descendentes em grande quantidade, o que determina a morte
reprodutiva celular. A prova de que uma célula mantém sua capacidade
reprodutiva, ¢ a geragdo de colonia que possa ser visualizada a olho nu,
considerando-se que uma colonia pode ser determinada como um conglomerado
com mais de 50 células.!”!

Nesse ensaio as células podem ser observadas pela marcagdo com
corantes, como aqueles utilizados neste trabalho (cristal violeta e corante
panodptico), que se ligam preferencialmente a moléculas polianidonicas, como o
DNA, e permitem a contagem dessas colonias. No presente estudo, essa contagem
foi realizada mensurando-se a area de colonia, que permite obter informagdes a
respeito de efeitos citotoxicos e efeitos citostaticos (morte reprodutiva celular),

comparativamente ao controle negativo.'®
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Nesse contexto, fez-se avaliacdo de sobrevivéncia clonogénica nas
linhagens A2780cis e MDA-MB-231. Os complexos avaliados, no geral,
mostraram efeitos citostaticos de maneira dependente da concentragdo, uma vez
que se verifica diminui¢do do numero de colonias (visualmente), ¢ da area de
colonia (quantitativamente) com aumento da concentragdo, conforme observa-se
nas Figuras 4.30 e 4.31. A Figura 4.30 mostra o resultado obtido para o complexo
A6 na linhagem A2780cis, enquanto aquele obtido para o complexo A7 ¢ exibido
no Apéndice-Parte IV, e em ambos os casos nas concentracdes proximas ao ICs
(A672n; 5,44+0,19 umol L' e A74sn; 3,77+0,54 pmol L') ha menor capacidade
reprodutiva das células, dado o menor numero de colonias geradas em
comparagdo ao controle negativo. Tal fato evidencia o efeito citostatico em um
primeiro momento para estes complexos, € em maiores concentracoes, esse fator
juntamente ao efeito citotoxico ja mencionado, torna-se expressivo. Esse
resultado pode ser concluido, a partir da observagao dos resultados obtidos nas
placas e representados pelas imagens tratadas no software Imagel, bem como a
partir do tratamento estatistico referente a area de colonia, realizado de forma

comparativa com o controle negativo, por meio da equagdo 9.
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FIGURA 4.30-Sobrevivéncia clonogénica analisada para a linhagem A2780cis,
sob diferentes concentracoes do complexo A6 (Série 1), considerando 72 h de
tratamento, e avaliacdo da 4area de col6nia comparativamente ao controle

negativo.

Sk hkdw

Fonte: Dados da Pesquisa. As imagens representam uma das triplicatas e os dados foram
gerados a partir das médias de triplicatas individuais (=DP), analisados comparativamente ao
controle por meio de tratamento one-way, e tratamento post-hoc Dunnett. *p<0,05;

*#%p<0,005; e ****p<0,0001 versus controle negativo.

O mesmo resultado pode ser observado na Figura 4.31, onde se
apresenta os dados obtidos para os complexos A8 e A9 na linhagem MDA-MB-
231. A diferenga consiste no fato que o complexo A9 pode ser dito mais eficiente
quanto a sua citotoxicidade, uma vez que na concentragao do ICsy (0,10 umol L-
" ndo se identifica visualmente nenhuma colonia gerada, resultado oposto ao
observado para o complexo A8 na concentragio de 0,20 pmol L', condizente com
os ensaios de citotoxicidade avaliados por ensaio colorimétrico de MTT, em que
o complexo A9 teve maior destaque frente aos demais. Este comparativo pode
também ser realizado com o complexo A10, cujo resultado se encontra no

Apéndice-Parte IV, obtendo-se mesma conclusao.
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FIGURA 4.31-Sobrevivéncia clonogénica analisada para a linhagem MDA -MB-
231, sob diferentes concentracdes dos complexos A9 (A) e A8 (B), (Série 2),
considerando 48h de tratamento, e avaliacdo da area de colonia comparativamente

ao controle negativo.
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Fonte: Dados da Pesquisa. As imagens representam uma das triplicatas e os dados foram
gerados a partir das médias de triplicatas individuais (=DP), analisados comparativamente ao
controle por meio de tratamento one-way, e tratamento post-hoc Dunnett. ***p<0,005;

*A*%p<0,0001 versus controle negativo.

4.3.4.3- Ensaios relacionados a cascata metastatica
A migracao celular esté intrinsecamente relacionada ao processo de
metéstase, sendo uma das etapas fundamentais ao processo metastatico. As
cé¢lulas podem migrar de forma individual ou coletiva, esta ultima forma
ocorrendo, geralmente, como uma migracao temporaria de forma a responder a
estimulos externos, tais como, cicatrizagao de feridas e processo inflamatorio.
Essa migracao coletiva ocorre em um grupo de cé€lulas, cujas jungdes entre estas

coordenam a atividade com o citoesqueleto de células vizinhas e tecido ao redor.
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Ocorre alteracdo morfologica para que se tenha a interagdo com a matriz
extracelular, que ird resultar na locomog¢do, em que as células sofrem
primeiramente alongamento devido a modificacdo em filamentos de actina, e essa
remodelagem, gera tracdo e forca de movimento necessdrios ao processo de
migragdo.!>173

A migracdo pode ser avaliada por meio de alguns ensaios, € no
trabalho em questao empregou-se o ensaio Wound Healing, que ¢ relatado como
um método simples e adequado para avaliagdo da capacidade migratoria coletiva.
Portanto, este experimento possibilitou analisar a influéncia de diferentes
concentragdes dos compostos na cicatrizagdo de feridas, em comparagdo ao
controle negativo (tratamento com 0,5% de DMSO), para o qual espera-se
“fechamento” natural da ferida como resposta ao estimulo externo provocado.

Na Figura 4.32 se observa as imagens microscOpicas obtidas neste
ensaio para o complexo A9 na linhagem MDA-MB-231, onde foram utilizadas
concentracdes do complexo que nao causariam morte celular, considerando que o
ICso 2an) € 1,00£0,08 puM. Além disso, a mitomicina foi utilizada a fim de
proporcionar avaliagdo da migragdo excluindo-se a proliferacdo, que também
pode ocasionar cicatrizacao da ferida. O resultado obtido indica que o complexo
consegue influenciar no fechamento da risca realizada, de forma a evitar esse
processo, de maneira concentracao-dependente. Este resultado ¢ mais bem
constatado ao analisar-se o tratamento quantitativo/estatistico com relagdo a area
fechada, no qual nota-se que apesar dos resultados similares entre as
concentracdes do composto em inibir a migracao celular, a maior concentracao ¢
mais eficiente nesse quesito.

Complexos de Ru(Il) tém se mostrado eficientes no que concerne a
inibir as etapas necessarias ao processo metastatico. No LERCI esse potencial tem
sido mostrado principalmente nas linhagens MDA-MB-231 e A549, para as quais
inclusive compostos Ru/difosfina/mercapto foram testados, e exibiram resultados

similares aquele reportado para o complexo A9.414%174
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FIGURA 4. 32-Efeito do complexo A9 (Série 2) na migragdo celular de células
MDA-MB-231 A) Imagens micrograficas obtidas na objetiva de 4x, de acordo
com o tempo; B) porcentagem de cicatrizacdo da ferida com relacao ao tempo de

analise (comparativo de area entre 0 € 24 h)
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Fonte: Dados da Pesquisa. As imagens sao referentes a uma das triplicatas, e os dados
relacionados ao fechamento da risca foram obtidos empregando as médias das triplicatas
individuais (=DP), e tratamento estatistico one-way e andlise post hoc Dunnett.***p<0,005,

*Ex*p<0,0001 versus controle negativo.

Este mesmo resultado (dependéncia da concentracdo), pode ser
observado na Figura 4.33 para o complexo A6 na linhagem A2780cis, entretanto
em diferente grau, observando-se uma maior discrepancia entre as concentracoes,

quanto a porcentagem de fechamento da risca, mas ainda de forma concentragao-
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dependente. Nesse caso, foi utilizado concentragdes proximas ao 1Csy obtido com

72 h de incubagdo com o composto, € o experimento foi acompanhado por 48 h.

FIGURA 4.33-Efeito do complexo A6 (Série 1) na migragdo celular de células
A2780cis A) Imagens micrograficas obtidas na objetiva de 4x, de acordo com o
tempo; B) porcentagem de cicatriza¢do da ferida com relagao ao tempo de analise

(comparativo de area entre 0 ¢ 48 h).
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Fonte: Dados da Pesquisa. As imagens sdo referentes a uma das triplicatas, e os dados
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relacionados ao fechamento da risca foram obtidos empregando as médias das triplicatas
individuais (£DP), e tratamento estatistico one-way e analise post hoc Dunnett.*p<0,05,

*#%p<0,005 versus controle negativo.

Apesar de nao ter sido realizado esse ensaio com o complexo A9 na
linhagem A2780cis, empregou-se ensaio de marcac¢do de filamentos de actina com

faloidina, tanto para este quanto para o complexo A7. Este experimento traz
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informagdes importantes, uma vez que polimeros de actina constituem os
microfilamentos, que por sua vez, ¢ um dos filamentos principais que compdem
o citoesqueleto das células, e como ja mencionado esta envolvido no processo de
migracdo. Os filamentos de actina, podem existir em formas monoméricas (G-
actina) ou poliméricas (F-actina), e sdo essenciais em alguns eventos celulares,
dentre estes, a motilidade. Portanto, qualquer alteragdo nestes filamentos afetaria
o processo de migra¢do, consequentemente afetando a cascata metastatica.!”

O marcador faloidina-488 utilizado neste experimento possui alta
seletividade de ligacdo com F-actina, e por isso foi empregado para essa
avaliagdo, resultando em emissao de luz verde. As imagens micrograficas obtidas
em microscopio confocal sao mostradas na Figura 4.34, para ambos os compostos
mencionados, em que uma analise qualitativa comparativamente ao controle pode
ser realizada. No controle negativo, em que o tratamento foi realizado apenas com
0,5% de dimetilsulfoxido, tem-se as estruturas intactas ou com a menor
perturbacdo possivel, j& que nessa condicdo, ndo se espera citotoxicidade
avaliavel. Ao comparar-se as imagens obtidas para os complexos, se observa que,
apds 24 h de incubagdo com os compostos, € posterior marcagao com faloidina,
ha condensagdo dos filamentos de actina, portanto, promovem alteracdes
estruturais no citoesqueleto celular. Esse resultado ¢ observado para ambos os
complexos, de forma que com aumento da concentragdo essa alteragdo se torna
mais expressiva, sendo mais evidente no caso do complexo A9. A cisplatina nao
apresenta alteragdes nos filamentos de actina, o que pode ser causado devido a

resisténcia dessa linhagem a este composto, e/ou pela concentragado utilizada.
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FIGURA 4. 34-Ensaio de citoesqueleto com marcacao de faloidina e DAPI, na
linhagem A2780cis, apds 24 h de tratamento com 1,5 € 3,0 pmol L' do complexo
A7 (Série 1); 0,25 € 0,5 umol L' do complexo A9 (Série 2); 0,5% de DMSO
(controle negativo); e 10 pmol L' de cisplatina.
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Fonte: Dados da Pesquisa. As imagens representam uma das duplicatas experimentais, e foram

obtidas em microscopio confocal SP8 Leica, na objetiva de 40X.

Esse experimento foi também realizado com o complexo A9 (Série
2), na linhagem MDA-MB-231, obtendo-se as imagens da Figura 4.35, onde as
setas brancas indicam alguns pontos onde se verifica condensacao dos filamentos
de actina em comparagdo ao controle negativo, tal qual mencionado para a
linhagem A2780cis. Este efeito provocado pelo composto, ¢ maior conforme ha
aumento da concentragdo, e esta de acordo com o resultado apresentado para este
complexo, nesta mesma linhagem, no ensaio Wound Healing. Na concentragao de
0,20 pmol L', j4 se observa alteragdes significativas no citoesqueleto celular, que

se torna mais extenso ao se avaliar a concentra¢do de 0,80 umol L.
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FIGURA 4.35-Ensaio de citoesqueleto com marcacao de faloidina e DAPI, na
linhagem MDA-MB-231, apds 24 h de tratamento com 0,20 ¢ 0,80 umol L™ do
complexo A9 (Série 2); 0,5% de DMSO (controle negativo).

A9-0,20 pM A9-0,80 pM \

Fonte: Dados da Pesquisa. As imagens representam uma das duplicatas experimentais, ¢ foram

obtidas em microscépio confocal SP8 Leica, na objetiva de 10X.

Mediante esse resultado, uma interacao efetiva dos compostos com
o citoesqueleto das cé€lulas torna-se plausivel, o que pode acarretar interferéncia
em diferentes eventos celulares, podendo-se relacionar ao efeito citotoxico destes
complexos. Tal hipotese torna-se mais factivel ao avaliar-se maior dano, ainda
que visualmente, causado por aqueles compostos que resultaram em maior
citotoxicidade (Série 2). Entretanto, futuras investigacdes devem ser realizadas a
fim de avaliar, se de fato a intera¢do com constituintes do citoesqueleto ocorre.!”®

Além disso, todos os processos envolvidos na cascata metastatica sao
complexos e envolvem uma diversidade de interagdes, proteinas e sinalizacoes.
Dessa forma, o resultado aqui obtido € um estudo preliminar de que os complexos
interferem na etapa de migragao celular, mas outros estudos que corroborem com
este indicativo inicial devem ser realizados, bem como que estudem outros
processos relacionados a metastase, como inibi¢do dos processos de adesdo e

invasdo.!”
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4.3.4.4- Ensaios relacionados a apoptose

Uma pequena varredura na literatura permite dizer que atualmente
muitos tipos de morte celular sdo relatadas e investigadas, sendo estas
classificadas devido a diversos fatores. Estes tipos de morte podem ser
classificados, de acordo com alguns autores, em dois tipos, que seriam: morte
celular acidental (necrose), ¢ morte celular programada, como apoptose
(intrinseca e extrinseca), ferroptose, necroptose, entre outros, enquanto outros
autores propdem outra classificagio, ainda que similar.!””-178

Apesar disso, a morte celular por apoptose, que classifica-se como
morte celular programada continua sendo bem investigada como aquela causada
por farmacos e metalofarmacos. Isto se deve ao fato de que a morte celular por
apoptose € um processo normal ao organismo, quando cé¢lulas passam a
desempenhar suas fungdes erroneamente ou ainda quando entram em senescéncia.
O organismo tende a passar por esse processo de forma a resultar na menor
perturbagdo possivel, e sem causar processo inflamatorio, portanto, processo de
morte preferivel a necrose, por exemplo, que por resultar em extravasamento
celular ocorre com processo inflamatorio.!”

Dentre os ensaios anteriores, os resultados obtidos na morfologia
celular sdo geralmente associados a morte celular por apoptose, € buscando
avaliar possibilidade de fragmentagdo de DNA, que se associa ao processo
apoptotico, foi realizado ensaio de ciclo celular. Este ensaio também traz
informagdes relativas a possibilidade dos compostos analisados interferirem em
alguma fase do ciclo celular, promovendo parada desse ¢ causando a morte
celular.

Além disso, empregou-se analise de apoptose utilizando marcacao
com kit Anexina-V conjugado a PE e 7-aminoactinomicina D (7AAD), que
permite avaliar se a apoptose ocorre como morte celular, apos determinado tempo
de tratamento com os compostos. Os resultados dessas analises serdo expostos a

seguir.
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4.3.4.4.1- Ciclo Celular

O ciclo celular mitético pode ser dividido em duas fases principais:
intérfase e mitose, que se subdividem em quatro fases continuas, que constituem
um processo ciclico, pois ao fim da ultima fase, o processo € reiniciado. A
intérfase se divide em fases G1, S e G2, enquanto a mitose trata da fase M,
englobando dois processos que seriam a mitose (anafase, telofase e profase) e
citocinese. Além de existirem dentro do ciclo celular, as células podem
permanecer em um estado quiescente, denominado como fase GO.

A fase G1, ¢ aquela onde ha preparo para replicacdo do DNA; a fase
S, em que ha sintese do DNA e duplicagdo de todo o genoma; na fase G2, ha
organizagdo do contetdo celular em preparo para a mitose; e a fase M, trata da
mitose propriamente dita. Dentre os dois processos principais que constituem a
fase mitotica, na mitose ha duplicagdao de fato do genoma, e na citocinese, o
citoplasma se divide para composi¢cdo das novas ce€lulas.

Para pleno funcionamento desse ciclo, e garantia de que as células
filhas terdo genoma idéntico, ha pontos de verificacdo (checkpoints), ao término
de uma fase e inicio da proxima, e caso alguma anomalia seja identificada o
processo ciclico ¢ interrompido para reparo de danos. Caso a maquinaria celular
consiga ser eficaz neste processo, ¢ dado continuidade ao ciclo, caso contrario, a
célula entra em processo apoptdtico de morte. Esse processo ciclico ¢
representado na Figura 4.36, sendo valido ressaltar que vdarias versoes

representativas desse processo podem ser observadas na literatura. '$%-18!
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FIGURA 4.36-Representacao esquematica do ciclo celular mitético.
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Fonte: Adaptado de Matthews, Helen K. ef al. 2022'8! A representagio nio pretendeu elucidar

fidedignamente os tempos envolvidos em cada fase do ciclo.

Considerando esses aspectos, muitos agentes antitumorais tém sido
investigados quanto a sua influéncia no ciclo celular, seja nas fases do ciclo
propriamente ditas e/ou nos pontos de checagem, que resulta em efeitos
citotoxicos e/ou citostaticos. Dessa forma, foi realizada analise do ciclo celular de
c¢lulas provenientes da linhagem A2780cis, apds tratamento com os complexos
A6 ¢ A7 da Série 1 e linhagens MDA-MB-231 e A2780cis, € com o composto
A9, da Série 2.

O experimento foi realizado empregando citometria de fluxo, devido
ao uso de marcador fluorescente de DNA, mais especificamente iodeto de
propidio. A fluorescéncia resultante possui intensidade diretamente proporcional
a quantidade de DNA, e as células em cada fase do ciclo podem ser identificadas
pelo contetido de DNA, uma vez que esse conteudo tem aumento gradativo da
fase G1 para G2/M. Além disso, se os compostos sdo capazes de fragmentar o
DNA, a fluorescéncia associada seria de baixa intensidade, indicativo de células

apoptoticas.
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Os graficos das Figuras 4.37 e 4.38, foram obtidos a partir do
tratamento estatistico dos dados gerados no citdmetro, a fim de avaliar como se
deu a distribuicdo celular no ciclo apos tratamento com os compostos
mencionados, comparativamente ao controle negativo. Os resultados para todos
os complexos, independentemente da linhagem analisada, mostram um aumento
de células com padrao anormal de contetido de DNA, diferente do esperado para
as fases do ciclo celular mencionadas, ja que as células em G1 sdo diploides ¢ a
partir dai ha aumento gradativo do conteudo de DNA. Essas células ditas em fase
sub-G1, podem ser classificadas como células mortas ou que possuem DNA
fragmentado, justificando a apresentacdo de conteildo menor de DNA, e como o
processo de morte por apoptose leva a fragmentagdao do DNA, este resultado € um
indicativo da ocorréncia desse processo.

Além disso, € possivel observar que os compostos influenciam a
progressdo do ciclo celular, pois comparando-se ao controle negativo, a
distribui¢do celular entre as fases varia significativamente. Na linhagem
A2780cis, o complexo A6 apresenta a seguinte distribuicdo celular no controle
negativo: sub-Gl1, 1,25%; G1: 73,50%; S: 5,96%; e G2/M: 19,68%, apds
tratamento com 5,5 umol L': sub-G1, 11,93%; G1: 58,93%; S: 7,69%; ¢ G2/M:
21,95%, e apds tratamento com 11,0 pmol L!: sub-G1, 27,07%; G1: 51,07%; S:
11,59%; e G2/M: 11,87%, considerando 72 h de incubag¢ao com o complexo. A
maior variagdo ocorre com relagdo a fase sub-G1, como ja mencionado, mas as
fases S e G2/M também sao afetadas. Mesmo padrao foi obtido com relagao ao
complexo A7, com menor variacdo com relagdo ao complexo A6, mas com
distribuicdo celular variando com relagdo ao controle negativo, de forma mais
expressiva na fase sub-G1, com alguma interferéncia nas fases S e G2/M, mas
pouca interferéncia na fase G1.

Essa distingdo na populagao de células em cada fase, em relagdo ao
controle, pode ser devido ao aumento de células em fase sub-Gl, ou ainda

perturbacao do ciclo celular provocada pelos compostos.

155



Leticia P. de Oliveira Resultados e Discussao

FIGURA 4.37-Distribui¢ao do ciclo celular de células A2780cis apds tratamento

por 72 h com o complexo A6 (A), nas concentra¢des de 2,7; 5,5 ¢ 11,0 pmol L,
e apos 48 h de tratamento com complexo A7 (B), nas concentragdes de 2,8; 5,5 ¢

11,0 pmol L.
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Fonte: Dados da pesquisa. Os dados foram gerados a partir da média de triplicatas individuas
(+DP), apés tratamento one-way, e andlise post-hoc Bonferroni. *p<0,05, **p<0,01,
*H*p<0,005, ****p<0,0001.

O complexo A9 tanto na linhagem A2780cis quanto MDA-MB-231,
provocou diferenga na distribuigdo celular em todas as fases do ciclo
comparativamente ao controle negativo, de forma mais expressiva na fase sub-
G1, e entre as duas linhagens mais evidente na A2780cis. Na linhagem MDA-
MB-231, a distribui¢do celular se deu da seguinte forma: Controle negativo, sub-
G1: 3,78%; G1: 64,66%:; S: 11,89%; e G2/M: 20,96%, apos tratamento com 0,10
umol L, sub-Gl: 4,30%; G1: 73,23%; S: 7,08%; e G2/M: 15,80%, apOs
tratamento com 0,20 umol L', sub-G1: 7,06%; G1: 68,19%; S: 9,29%; ¢ G2/M:
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16,27%, considerando 48 h de incubagdo com o complexo, e todas as fases do
ciclo sdo afetadas, com padrio de aumento relacionada a fase sub-Gl. Na
linhagem A2780cis, a distribui¢do celular na auséncia e presenca do complexo
teve a seguinte configuragdo: Controle negativo, sub-G1: 4,64%; G1: 60,36%; S:
12,52%; e G2/M: 22,01%, ap0s tratamento com 0,14 pmol L', sub-G1: 11,33%;
G1: 57,97%; S: 11,09%; e G2/M: 20,70%, apés tratamento com 0,28 pmol L,
sub-G1: 39,19%; G1: 48,33%; S: 6,17%; e G2/M: 6,34%, apos 48 h de incubagao
com o complexo, indicando grande aumento na fase sub-Gl, de acordo com
aumento da concentracdo e alteracdo nas outras fases do ciclo,
predominantemente nas fases S e G2/M.

A mesma justificativa utilizada anteriormente com os complexos da
Série 1, pode ser também empregada neste caso. A interferéncia na progressao do
ciclo celular pode se dar tanto devido as células detectadas com DNA
fragmentado e que entdo ‘saem’ do ciclo, ou a uma interferéncia de fato nesse

processo ciclico.
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FIGURA 4.38-A) Distribuicdo do ciclo celular de células A2780cis apds

tratamento por 48 h com o complexo A9, nas concentracoes de 0,07; 0,14 ¢ 0,28
umol L-1, e B) Distribuicao do ciclo celular de células MDA-MB-231 apds 48 h

de tratamento com complexo A9, nas concentracdes de 0,05; 0,10 € 0,20 umol L~
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Fonte: Dados da pesquisa. Os dados foram gerados a partir da média de triplicatas individuas
(£DP), ap6s tratamento ome-way, e analise post-hoc Bonferroni. *p<0,05, **p<0,005,

*#%p<0,001, ****p<0,0001.

4.3.4.4.2- Ensaio de apoptose
A apoptose como ja mencionado € um mecanismo de morte celular
natural ao organismo e que pode também ser provocado como forma de indugdo
da morte celular por fatores externos, fato este explorado na investigacdo de
candidatos a fArmacos/metalofarmacos. Morfologicamente, a apoptose associa-se
as seguintes caracteristicas: encolhimento da célula, fragmentacdo do DNA,

condensagao nuclear, e formagdo de corpos apoptdticos. Esses aspectos podem
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ser explorados a fim de identificar o processo apoptotico, como o experimento
utilizado no presente trabalho, marcacdo com Anexina V e determinacdo por
citometria de fluxo.

Esse ensaio se baseia no fato de que durante o processo apoptotico,
quando ha a formacgao dos corpos apoptoticos, para que estes ndo causem danos
ao organismo, ha sinalizagdo para que sejam fagocitados. Essa sinalizagdo ocorre
por meio da externalizagdo de fosfatidilserina, que ¢ onde a anexina se liga, e
devido a ser utilizada em conjugacao a uma molécula fluorescente, pode ser
detectada por citometria de fluxo. No presente trabalho essa conjugacdo se deu
com a picoeritrina (PE).

Além da marcacdo com anexina, empregou-se também o marcador
7AAD, que se liga a bases do DNA e por 1sso associa-se sua marcagao positiva a
processo de apoptose tardia e necrose, pois na apoptose tardia apesar de ja ocorrer
alteragdo no nucleo ha ainda sinalizagdao por externalizagdao de fosfatidilserina, e
na necrose a permeabilizacdo se torna facilitada, devido a perda de integridade da
membrana plasmatica.

O resultado obtido por citometria de fluxo, resultou em marcagdo de
quatro quadrantes, cada um representando um tipo de populagdo, classificadas da
seguinte forma:

¢ Quadrante inferior esquerdo (Q1): Marcagdo Anexina (-) e 7AAD (-),
representando a populacao de células viaveis;

¢ Quadrante inferior direito (Q2): Marcagdo Anexina (+) e 7AAD (-),
classificada como populacao de células em apoptose inicial;

% Quadrante superior direito (Q3): Marca¢do Anexina (+) ¢ 7AAD (+),
equivalente a populacao de células em apoptose tardia;

¢ Quadrante superior esquerdo (Q4): Marcacdo Anexina (-) ¢ 7AAD (+),
representagdo a populagdo celular em necrose.

O experimento foi conduzido com os mesmos compostos utilizados

no ensaio de ciclo celular, em concentracdes distintas. Conforme mencionado no
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experimento morfoldgico, em determinadas concentracdes as células assumiram
formato circular indicando processo apoptético. Dessa forma, para o complexo
A6 na linhagem A2780cis, por exemplo, este resultado pode ser observado de
forma expressiva a partir do tratamento com 11 pmol L' (48 h), ¢ ao comparar-
se concentragao similar no ensaio de apoptose, para o qual foi utilizado 48 h como
tempo de incubacdo com o composto, observa-se grande propor¢ao das células
em apoptose (considerando-se a soma entre apoptose inicial e tardia).

Na Figura 4.39, expode-se o resultado na forma dos quadrantes
relatados, bem como a porcentagem de células apoptoticas no controle e para as
diferentes concentragcdes do complexo A6. Observa-se ainda que ha um aumento
na porcentagem de células em apoptose com aumento da concentragdo, e todas
possuem significativamente mais células em apoptose com relagiao ao controle. O
controle positivo utilizado, apresentou grande percentual de c€lulas em apoptose,
conforme esperado, ja que reconhecidamente provoca morte celular por este
mecanismo. O complexo A7 apresentou resultado similar, em menores

concentragdes, € esta apresentado no Apéndice-Parte V.
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FIGURA 4.39-Determinacao de células em apoptose da linhagem A2780cis apds
tratamento com o complexo A6 (Série 1). A) Dot plots PE-Anexina vs. 7AAD,
onde C- ¢ referente ao tratamento com 0,5% de DMSO e C+ ao tratamento com
camptotecina (25 umol L); B) Representacdo da estrutura do complexo A6 ¢

grafico referente a taxa de células apoptoticas.
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representam a média entre trés triplicatas independentes (£DP). Resultados foram comparados
utilizando one-way, e anélise post-hoc de Dunnet. ***p<0,005; ****p<0,0001 versus controle

negativo.

Com relagdo ao complexo A9, que foi avaliado nas linhagens MDA -
MB-231 e A2780cis, em ambas as linhagens apresentou maior porcentagem de
c¢lulas apoptoticas com relacdo ao controle, entretanto, esse resultado ¢ mais
evidente na linhagem MDA-MB-231, conforme Figura 4.40. Na primeira
concentragdo, relativa ao ICsodo composto nessa linhagem, a propor¢ao de células
apoptoticas com relacdo ao controle ja € alta, e apesar de haver aumento nessa
taxa com aumento da concentracdo, nao ¢ significativo com relacdo a
concentragio de 0,10 umol L.

No caso da linhagem A2780cis, a concentragdo de 0,14 umol L™ ndo

causou alteragdo significativa com relagdo ao controle, mas este cenario muda
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completamente nas maiores concentragoes, exibindo alta porcentagem de células
apoptoticas, que pode ser observada em maior nivel que aquele analisado para a
MDA-MB-231, devido as maiores concentragdes utilizadas na linhagem

A2780cis (vide Figura 4.41).

FIGURA 4.40-Determinacao de células em apoptose da linhagem MDA-MB-231
apos tratamento com o complexo A9 (Série 2). A) Dot plots PE-Anexina vs.
7AAD, onde C- é referente ao tratamento com 0,5% de DMSO e C+ ao tratamento
com camptotecina (25 pmol L1); B) Representa¢io da estrutura do complexo e

grafico referente a taxa de cé€lulas apoptoticas.
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negativo.

Estes resultados corroboram indicios de experimentos anteriores:
arredondamento celular (morfologico), alteracdo no filamento de F-actina,
consequentemente afetando o citoesqueleto, que pode contribuir para que a célula
entre em apoptose, uma vez que se encontra relacionado a organizacao

morfologica necessaria ao processo apoptotico (marcagdo com faloidina)!®>1% e
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DNA fragmentado (ciclo celular), que indicaram processo apoptdtico como via

de morte celular induzida para os compostos em analise. Apesar de ser observada

alguma porcentagem de morte por necrose, essa também ¢ observada nos

controles com pouca alteragdo para as células tratadas com os compostos.

FIGURA 4.41-Determinacao de células em apoptose da linhagem A2780cis apds

tratamento com o complexo A9 (Série 2). A) Dot plots PE-Anexina vs. 7AAD,

onde C- ¢é referente ao tratamento com 0,5% de DMSO e C+ ao tratamento com

camptotecina (25 umol L); B) Representacdo da estrutura do complexo A9 ¢

grafico referente a taxa de células apoptoticas.
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No presente trabalho relatou-se a sintese de 11 novos complexos
fosfinicos de ruténio(Il), incluindo o composto precursor [RuClx(dppb)(pyphen)],
e os compostos contendo ligantes mercaptos subdivididos em duas séries, de
formulas gerais, [Ru(NS)(dppb)(pyphen)]X e [Ru(NS)(dppb)(phen)]PFq,
correspondentes as Série 1 (A1-A3; A4-A7) e Série 2 (A8-A10), respectivamente.
O precursor da Série 1 ¢ similar a compostos da literatura do grupo LERCI,
entretanto, a espectroscopia por ressonancia magnética nuclear de *'P{'H}
permitiu a hipdtese que este composto apresente atropoisomeria (quiralidade
devido a um eixo de liga¢ao), que nao € evidenciada no ligante pyphen livre e nos
compostos (com ligantes mercaptos coordenados, Série 1).

As estruturas cristalinas dos compostos adquiridas por difracdo de
raios X, mostraram a coordenagao bidentada de todos os ligantes, onde também
pode-se observar a influéncia do ligante pyphen, que devido a existéncia de anel
imidazolico na estrutura do mesmo, pode culminar em interagdes de hidrogénio
envolvendo o 4&tomo de hidrogénio imidazolico. Os complexos de ambas as séries
apresentaram interagdes 7...7m stacking, como ja reportado em compostos de
estruturas correlatas, que tém efeitos em suas respectivas caracterizagdes, como
na ressonancia magnetica nuclear, devido a efeitos anisotropicos.

Estruturalmente, a alteragdo do ligante phen para o pyphen, nao
influenciou em mudangas drasticas nos complexos finais, apenas na espécie
precursora, obtendo-se apenas evidéncias da existéncia do ligante pyphen nas
estruturas, como por exemplo, estiramento da ligagdo NH no espectro de absorcao
na regido do infravermelho e deslocamento referente ao hidrogénio dessa ligagao
no RMN 'H. No composto precursor CPP, a coordenagido do ligante pyphen
provocou alteragdes no RMN 3!'P{'H}, comparando-se ao precursor da Série 2,
resultando na hipotese de isomeros conformacionais ou atropoisémeros.

Com relagdo ao potencial citotoxico, cenario oposto foi observado,
onde o ligante pyphen nas estruturas dos complexos da Série 1, influenciou de

forma a obter-se menor citotoxicidade com relacdo aos complexos da Série 2, em
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que comparativamente, € a inica modifica¢do que pode justificar esse diferencial.
Apesar disso, esta modificagdo estrutural ndo provocou alteracdes significativas
na lipofilicidade, que justifique a maior ou menor internalizacdo dos compostos
de uma série com relagdo a outra, na membrana plasmatica.

Os complexos da Série 1 apresentaram alguma seletividade com
relacdo a linhagens tumorais de ovario, enquanto os complexos da Série 2,
exibiram atividade citotoxica significativa, ao comparar-se com os resultados
obtidos para a espécie precursora, ligantes livres e padrao cisplatina. Esta
atividade citotéxica foi similar entre os compostos, em todas as linhagens
avaliadas, especialmente com relagdo as linhagens MDA-MB-231 e A2780cis,
diferindo-os de compostos fosfinicos de ruténio(Il)/mercaptos relatados pelo
LERCI, que apresentam citotoxicidade e/ou indice de seletividade mais
significativos em linhagem tumoral de pulmao.

Além disso, os diferentes ligantes mercaptos utilizados, apesar de
coordenarem-se pelos mesmos atomos (nitrogénio e enxofre), apresentam atomos
ndo coordenados distintos, entretanto, em geral esse aspecto ndo influenciou na
atividade citotdxica dos complexos de ambas as Séries. Como exce¢do a essa
observacao, cita-se o complexo A7, que apresentou a maior citotoxicidade dentre
os complexos da Série 1, nas linhagens tumorais de ovario, onde a justificativa
possivel sdo os substituintes do ligante mercapto 4,6-diamino-2-
mercaptopirimidina (damp).

Diante destes resultados foi avaliado a possibilidade de interagao dos
complexos em estudo com diferentes biomoléculas, que pudesse viabilizar uma
racionalizacdo quanto ao mecanismo de acao, avaliando-se mais especificamente
DNA, Topoisomerase Ila e HSA. Os resultados indicaram que a interacdo de
todos os compostos com o DNA ocorre de forma reversivel e fraca,
majoritariamente interagindo pelos sulcos menores, tornando factivel a conclusao
de que o DNA nao seja o alvo biologico principal a determinar a citotoxicidade

dos complexos.
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A determinacdo da inibicdo da atividade catalitica da enzima
topoisomerase Ila pelos compostos, resultou em alguma inibigao pelos compostos
da Série 2, e nenhuma inibi¢do relacionada aos complexos da Série 1. Maiores
investigagoes nesse sentido podem contribuir para explicar o potencial citotoxico
distinto, para estes compostos estruturalmente diferentes. Quanto a interacado com
a proteina albumina de soro humano, que pode contribuir com informagdes
relacionadas a farmacocinética destes compostos, resultou em ligacdo dos
compostos em grau de fraco a moderado, com o nivel moderado indicando que a
proteina pode estar associada ao carreamento destes compostos, e além disso, a
interacao pelo sitio Sudlow I da proteina ¢ favorecida.

Considerando os resultados de citotoxicidade, procedeu-se outros
estudos bioldgicos. Os complexos A6 e A7 provocaram alteragdes morfologicas
na linhagem A2780cis, bem como o complexo A9 nessa mesma linhagem e
linhagem MDA-MB-231, que sdo indicativos de morte celular e podem ser
associadas a morte por apoptose. Estes mesmos compostos apresentaram efeitos
citostaticos e citotoxicos, de forma dose-dependente, em que os primeiros foram
primariamente evidenciados.

Os compostos mostraram capacidade de interferir em estruturas
necessarias a cascata metastatica, mais especificamente, afetando a migragao
celular, propriamente dita, e estruturas que se associam a migragao (citoesqueleto)
€ a outros processos, como adesdo e invasao celular.

O ensaio de ciclo celular evidenciou DNA fragmentado apos
tratamento com os compostos, afetando a progressdao do ciclo celular, seja por
afetar diretamente alguma fase do ciclo (impedindo funcionamento normal) ou
ainda devido as cé€lulas que “sairam” desse processo ciclico. Esse resultado
relaciona-se a morte por apoptose, ja que € uma das caracteristicas deste
mecanismo de morte. A morte celular por apoptose foi entdo determinada como
mecanismo de morte celular causada pelos compostos, considerando apoptose

inicial e tardia, em detrimento da morte provocada por necrose.
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Por fim, menciona-se que os compostos aqui estudados
proporcionaram uma analise quanto ao diferencial estrutural, possivel interagao
com determinados alvos bioldgicos, potencial citotdxico envolvendo efeitos
citostaticos e mecanismo de morte celular. Todos os resultados apresentados se
somam ao acervo que vem sendo desenvolvido pelo LERCI, e traz caracteristicas
comparaveis a outros compostos ja estudados, mas simultaneamente, diferencas
pontuais que podem ser ainda exploradas.

Nesse sentido, e analisando as possibilidades a partir dos resultados
gerados, propde-se as seguintes perspectivas futuras a este trabalho:

(I)  Devido ao carater seletivo dos compostos da Série 1, com relagdo as
linhagens tumorais de ovario, propoe-se estudo por Western Blotting relacionado
a proteinas que possam ser expressas em maior grau nestas linhagens em
detrimento das demais;

(I)  Apesar do menor potencial citotoxico dos complexos da Série 1, comparado
aos compostos da Série 2 e outros relatados no grupo LERCI, pode ser realizada
investigagdo acerca desse potencial sob irradiagdo em determinado comprimento
de onda, indo de encontro a resultados de complexos que contém o ligante pyphen
na esfera de coordenacao; e

(IIT)  Explorar a inibi¢ao da atividade de enzimas topoisomerases, nos complexos
da Série 2, que exibiram resposta mais similar a compostos fosfinicos de
ruténio(Il)/mercapto, e podem trazer uma outra perspectiva que fundamente o

diferencial citotoxico dos complexos da Série 1.
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PARTE I- Caracterizacoes do ligante pyphen e precursor cis-
[RuCl2(dppb)(pyphen)], CPP

LIGANTE PYPHEN

Rendimento: 68,3%. Analise Elementar (%) Calc. para C2oH;sN4.H,O: C 79,44;
H 4,14; N 12,78; Experimental C 78,39; H 4,61; N 12,77. RMN 'H (DMSO-dy)
[6/ppm (multiplicidade, integral, atribui¢do)] 14,1 (s, 1H, NH); 9,54; 9,06 (d, 4H,
HI1, H3, H8 e H10); 8,67 (d, 1H, H15); 8,51 (d, 1H, H16); 8,37 (m, 3H, H21 ¢
H23); 8,29; 8,14 (t, 1H, H22); 7,87 (dd, 2H, H2 ¢ H9)]. RMN BC{'H} [8/ppm
(atribui¢do); 151,5 (C13); 1484 (C1,C10); 144,2 (C11,C12); 129,9 (C3,C8);
123,3 (C2, C9)]. UV/Vis [DMSO; Amsx/nm (g; cm™ mol ™! L)]: 286 (37,8%10%); 380
(29,5%10%).

TABELA Al- Principais parametros cristalograficos da estrutura obtida para o

ligante pyphen
Composto pyphen
Formula Empirica CyoH13N,O
Férmula Molecular 438,47
Temperatura/K 100,00
Comprimento de onda 1.54184 A
Sistema Cristalino ortorrdmbico
Grupo espacial P212124
Dimensdes célula unitaria a="7.51750(10) A o= 90°
b=16.2806(2) A B=90°
c=16.6416(2) A v=90°
Volume 2036.76(4) A’
Z 4
Densidade (Calculada) 1,430 g/cm?
Coeficiente de absor¢ao 0,710 mm™!
F(000) 912,0
Tamanho do cristal 0,284x0,03%0,014 mm?
Faixa Theta para coleta de dados 7.596 a 160.496
Intervalo de indice -8<h<9, -20<k<20, -20<1<21
Reflexdes coletadas 17833
Reflexdes independentes 4309 [Rint= 0,0397, Rsigma= 0,0340]
Dados/restrigoes/parametros 4309/0/311
Goodness-of-fit on F2 1,048
indices R Final [I>2sigma(T)] R1=0,0315, wR2=0,0767
Indices R(todos os dados) R1=0,0349, wR2= 0,0784
Largest diff. Peak/ hole A-3 0,24/-0,17
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FIGURA Al- Espectro de RMN 3C do ligante pyphen em DMSO-d;

el
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FIGURA A2- Espectro UV-Vis do ligante pyphen em DMSQO, atribuicdo das

transicoes e absortividade molar destas transi¢des
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FIGURA A3- Espectro infravermelho do composto pyphen, obtido em pastilha
de KBr, com dilui¢ao de 1:100 (composto: KBr)
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FIGURA A4- Voltamograma ciclico obtido em dimetilsulféxido para o ligante
pyphen, utilizando PTBA como eletrélito suporte
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Precursor cis--[RuClL(dppb)(pyphen)]

Espectrometria de massas de alta resolucio

FIGURA A5-Espectro de massas de alta resolugao do complexo CPP (solubilizado em MeOH)
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PARTE II-Caracterizacées SERIES DE COMPOSTOS 1 e 2

ESQUEMA Al- Numeragdo e designagdo nas estruturas dos compostos da

Série 1, para atribuicao dos espectros de ressonancia magnética nuclear

/ pyphen % 3 \

S
2 2
N 4 (pyS) s 1
N 1 \ (tzdt)
@\ SN sH \/3
dppb Lo 2
, e
aliféticof P vy 3 (oySm) HS LN NH,
| pySm
~ L L o
N 4

SH

NH,

difosfina

Ligantes mercapto
\ dppb 8 P /

Complexo Al: Rendimento 37 mg (43%). Analise Elementar (%) Calc. para
Ce2H4sNsP,RuSClI: C 68,09; H 4,42; N 6,40; S 2,93 Encontrado C 68,34; H
3,91; N 6,63, S 3,77. Condutividade Molar (S cm? mol™!, DMSO) 27,3. RMN
SIP{H} (DMSO-ds) [6/ppm, multiplicidade, atribui¢do, J/Hz)] 43,6 (d, P
trans a Npys, 35,9), 41,9 (d, P trans a Nyyphen, 35,9). RMN 'H (DMSO-dy)

[6/ppm (multiplicidade, integral, J/Hz)] sinais referentes ao ligante pyphen
9,63 (d, 1H, 9,3); 9,54 (dd, 2H, 13,1 e 5,1); 9,30 (s, 2H,); 8,92 (s,1H); 8,53
(d, 1H, 8,1); 8,42 (d, 3H, 7,5); 8,33 (dd, 2H, 10,9 e 8,8); 8,17 (t, 1H, 7,6);
8,03 (dd, 1H, 8,2 e 5,2); 7,79 (dd, 1H, 8,1 e 5,1); sinais referentes a trés
fenilas da difosfina 7,51 (m, 7H); 7,39 (t, 1H, 7,6); 7,22 (tt, 5H, 16,3 ¢ 7,9);
7,04 (t, 2H, 7,4); sinais referentes ao ligante pyS 6,98 (t, 1H, 8,3, H2); 6,51
(q, 1H, 7,6, H3); 5,88 (t, 1H, 6,5, H4); 5,82 (d,1H, 5,5, HS) sinais referentes
a fenila blindada 6,71 (t, 1H, 7,4); 6,51 (q, 2H, 7,6); 6,07 (t, 2H, 8,3). Sinais
atribuidos no RMN BC{'H} (DMSO-ds) [&/ppm (multiplicidade,
atribuicao)] 179,7 (s, C1); 145,2 (s, C5); 134,6 (s, C2); 124,9 (d, C3); 116,6
(s, C4); 29,1 (d, dppb alifatico); 28,2 (d, dppb alifatico); 23,9 (s, dppb
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alifatico); 20,9 (s, dppb alifatico). Espectroscopia UV-Visivel [DMSO;
Amax/nm (e M em™)]: 289 (53263), 380 (37567), 445 (10880).

Complexo A2: Rendimento 34 mg (40%). Anélise Elementar (%) Calc. para
CeoHagNsP,RuS,Cl: C 65,41; H 4,39; N 6,36; S 5,82 Encontrado C 64,75; H
3,68; N 6,29; S 6,85. Condutividade Molar (S cm? mol!, DMSO) 24,3. RMN
SIPHY (DMSO-ds) [8/ppm, multiplicidade, atribui¢do, J/Hz)] 45,6 (d, P
trans a Niq, 34,9), 44,1 (d, P trans a Nyyphen, 34,9). RMN 'H (DMSO-dy)
[0/ppm (multiplicidade, integral, J/Hz)] sinais referentes ao ligante pyphen
9,65 (d, 1H, 9,4); 9,47 (s, 1H); 9,32 s (1H); 8,93 (d, 1H, 7,9); 8,54 (d, 1H,
8,0); 8,42 (d, 3H, 8,0); 8,35 (t, 2H, 10,3); 8,18 (t, 1H, 7,6); 7,94 (dd, 1H, 8,2
e5.4);7,88(dd, 1H, 8,2 ¢ 5,3); 7,66 (t, 2H, 8,4) sinais referentes a trés fenilas
da difosfina 7,42 (m, 13H); 7,24 (t, 2H, 7,5) sinais referentes a fenila mais
blindada 6,62 (t, 1H, 7,5); 6,41 (t, 2H, 7,4); 5,96 (t, 2H, 8,3) sinais referentes
ao ligante tzdt 2,60 (m, 2H); 2,44 (s, 1H); 1,43 (s, 1H) sinais referentes a
parte alifatica da difosfina 3,3 (2H, junto ao sinal da agua); 3,13 (s, 1H); 2,60
(m, 1H); 1,71 (m, 4H). Sinais atribuidos no RMN BC{'H} (DMSO-dy)
[6/ppm (multiplicidade, atribui¢do)] 182,7 (s, C1); 55,8 (s, C2); 31,0 (s, C3);
28,9 (d, dppb alifatico); 27,9 (d, dppb alifatico); 23,4 (s, dppb alifatico); 21,8
(dppb alifatico). Espectroscopia UV-Visivel [DMSO; Ams/nm (e M cm™)]:
290 (43586), 380 (30793), 450 (8332).

Complexo A3: Rendimento 36 mg (42%). Anélise Elementar (%) Calc. para
Ce1H47N6P2RuSCl: C 66,93; H 4,33; N 7,68; S 2,93 Encontrado C 66,62; H
4,34; N 7,69; S 2,93. Condutividade Molar (S cm? mol!, DMSO) 27,1. RMN
SIPH} (DMSO-ds) [6/ppm, multiplicidade, atribui¢do, J/Hz)] 44,5 (d, P
trans a Npysm, 36,0), 41,4 (d, P trans a Npyphen, 36,0). RMN 'H (DMSO-dy)
[6/ppm (multiplicidade, integral, J/Hz)] sinais referentes ao ligante pyphen
15,13 (s, 1H, NH); 9,55 (t, 2H, 8,0); 9,48 (d, 1H, 8,2); 9,41 (d, 1H, 3,7); 9,17
195



Leticia P. de Oliveira Apéndice

(d, 1H, 8,1); 8,88 (d, 1H, 8,0); 8,54 (d, 1H, 8,1); 8,42 (dd, 3H, 8,6/4,5); 8,33
(q, 2H, 12,0/9,1); 8,18 (t, 1H, 7,6); 8,05 (dd, 1H, 8,2/5,2); 7,80 (dd, 1H,
8,2/5,4) sinais referentes ao ligante pySm 7,95 (dd, 1H, 4,9/2,3, H4); 6,23
(m, 1H); 5,98 (t, 1H, 5,1) sinais referentes a trés fenilas da difosfina 7,50 (m,
6H); 7,40 (m, 2H); 7,24 (m, 5H); 7,08 (t, 2H, 6,7); sinais referentes a fenila
mais blindada 6,75 (t, 1H, 7,4); 6,54 (t, 2H, 6,8); 6,09 (t, 2H, 8,4); sinais da
parte alifatica da difosfina 3,22 (s, 2H); 2,65 (m, 2H); 1,70 (m, 4H). Sinais
atribuidos no RMN BC{H} (DMSO-ds) [&/ppm (multiplicidade,
atribuicao)] 186,1 (s, C1); 156,2 (s, C4); 153,5 (s, C2); 115,0 (s, C3) 29,5 (d,
dppb alifatico); 28,8 (d, dppb alifatico); 24,4 (s, dppb alifatico); 21,2 (dppb
alifatico). Espectroscopia UV-Visivel [DMSO; Answ/nm (€ M em™)]: 290
(50020), 380 (36759), 442 (11725).

Complexo A4: Rendimento 50 mg (53%). Anélise Elementar (%) Calc. para
Ce2HagsNsRuSP3Fq: C 61,89; H 4,02; N 5,82; S 2,67 Encontrado C 61,38; H
4,23:N 4,81; S 3,08. Condutividade Molar (S cm? mol™!, DMSO) 25,8. RMN
SIPLIHY (DMSO-ds) [8/ppm, multiplicidade, atribui¢do, J/Hz)] 43,5 (d, P
trans a Npys, 35,3), 41,9 (d, P trans a Nyyphen, 35,3). RMN 'H (DMSO-dy)
[6/ppm (multiplicidade, integral, atribuicao, J/Hz) sinais referentes ao ligante
pyphen 9,58 (d, 1H, 4,5); 9,54 (d, 1H, 5,3); 9,50 (d, 1H, 9.4); 9,29 (d, 1H,
8,2);9,01 (d, 1H, 8,1); 8,74 (d, 1H, 8,0); 8,57 (d, 1H, 8,1); 8,43 (m, 3H); 8,35
(dd, 2H, 22,2/8,9); 8,19 (t, 1H, 7,6); 8,04 (dd, 1H, 8,2/5,2); 7,82 (dd, 1H,
8,3/5,2) sinais referentes a trés fenilas da difosfina 7,55 (q, 3H, 6,3); 7,49 (dt,
4H, 9,0/4,9); 7,40 (t, 1H, 7,4); 7,24 (ddd, 5H, 23,8/17,3/7,9); 7,05 (t, 2H, 7,0)
sinais referentes ao ligante pySm 6,98 (t, 1H, 7,8, H2); 6,52 (td, 1H, 8,2/2,6,
H3); 5,90 (t, 1H, 6,5, H4); 5,82 (d, 1H, 5,6, HS5) sinais da fenila mais blindada
6,73 (t, 1H, 7,5); 6,52 (td, 2H, 8,2/2,6); 6,07 (t, 2H, 8,3). Sinais atribuidos no
RMN BC{'H} (DMSO-ds) [6/ppm (multiplicidade, atribui¢do)] 180,2 (s,
C1); 145,8 (s, C5); 135,2 (s, C2); 127,4 (s, C3); 117,1 (s, C4); 29,6 (d, dppb
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alifatico); 28,7 (d, dppb alifatico); 24,4 (s, dppb alifatico); 21,3 (s, dppb
alifatico). HR-ESI-MS (ACN/H;O, 95:5) m/z 1058,2169 (Calc. para
[Cs2HasNsP,RuS]" m/z 1058,2144; A 2,40 ppm). Espectroscopia UV-Visivel
[DMSO; Ans/nm (e M em™)]: 288 (43817), 380 (31524), 444 (7033).

Complexo AS: Rendimento 65 mg (68%). Anélise Elementar (%) Calc. para
CeoHasNsRuS,P5Fs: C 59,50; H 3,99; N 5,78; S 5,29 Encontrado C 59,76; H
3,79; N 5,83; S 6,06. Condutividade Molar (S cm? mol!, DMSO) 23,6. RMN
SIPLIHY (DMSO-ds) [8/ppm, multiplicidade, atribui¢do, J/Hz)] 45,7 (d, P
trans a Niar, 34.,2), 44,0 (d, P trans a Nyyphen, 34,2). RMN 'H (DMSO-dy)
[6/ppm (multiplicidade, integral, atribui¢do, J/Hz)] 9,72 (d, 1H, 9.,4); 9,41 (d,
1H, 4,2); 9,29 (d, 2H, 5,3); 9,19 (d, 1H, 8,0); 8,91 (d, 1H, &,1); 8,51 (d, 1H,
8,1); 8,39 (d, 3H, 7.,5); 8,31 (t, 2H, 9,6); 8,15 (t, 1H, 7,6); 7,90 (dd, 1H,
8,1/5,3); 7,84 (dd, 1H, 8,1/5,3) sinais referentes a trés das fenilas da difosfina
7,64 (t, 2H, 8,4); 7,49 (m, 6H); 7,38 (m, 4H); 7,32 (t, 1H, 7,3); 7,23 (t, 2H,
7,5) sinais referentes a fenila mais blindada 6,62 (t, 1H, 7.,5); 6,41 (t, 2H,
7,6); 5,96 (t, 2H, 8,3); sinais referentes ao ligante tzdt 2,57 (m, 2H,
H3a/H3b); 2,43 (m, 1H, H2a); 1,67 (m, 1H, H2b) sinais da parte alifatica da
difosfina 3,33 (m, 1 ou 2H, junto ao sinal da 4gua); 3,13 (s, 1H); 2,57 (m,
1H); 1,67 (m, 3H); 1,40 (s, 1H). Sinais atribuidos no RMN *C{'H} (DMSO-
ds) [6/ppm (multiplicidade, atribui¢do)] 182,6 (s, C1); 55,8 (s, C2); 30,9 (s,
C3); 30,0 (d, dppb alifatico); 28,0 (d, dppb alifatico); 23,5 (s, dppb alifatico);
21,7 (s, dppb alifatico). HR-ESI-MS (ACN/H,0, 95:5) m/z 1066,1866 (Calc.
para [CeoHssNsP,RuS,]" m/z 1066,1864; A 0,19 ppm). Espectroscopia UV-
Visivel [DMSO; Amsm/nm (e M em™)]: 288 (49347), 380 (34420), 446
(11715).

Complexo A6: Rendimento 65 mg (69%). Anélise Elementar (%) Calc. para
Ce1H47NgRuSP;3F¢: C 60,85; H 3,93; N 6,98; S 2,66 Encontrado C 59,99; H
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3,97;N 7,18; S 3,34. Condutividade Molar (S cm? mol™!, DMSO) 27,4. RMN
SIPHY (DMSO-ds) [8/ppm, multiplicidade, atribui¢do, J/Hz)] 44,5 (d, P
trans a Npysm, 36,0), 41,3 (d, P trans a Npyphen, 36,0). RMN 'H (DMSO-dy)
[0/ppm (multiplicidade, integral, atribui¢do, J/Hz)] sinais referentes ao
ligante pyphen 9,55 (d, 1H, 5,2); 9,45 (dd, 2H, 13,0/7,3); 9,23 (s, 1H); 8,96
(d, 1H, 8,1); 8,67 (d, 1H, 8,1); 8,57 (d, 1H, 8,1); 8,43 (d, 3H, 7,3); 8,36 (t,
2H, 6,6); 8,18 (t, 1H, 7,6); 8,05 (dd, 1H, 8,2/5,3); 7,81 (t, 1H, 6,7) sinais
referentes a trés fenilas da difosfina 7,53 (t, 3H, 8,1); 7,47 (m, 4H); 7,41 (t,
1H, 7,6); 7,27 (q, 4H, 8,8/8.,2); 7,20 (d, 1H, 7,4); 7,08 (t, 2H, 7,6) sinais
referentes ao ligante pySm 7,95 (d, 1H, 2,6); 6,23 (s, 1H); 5,98 (t, 1H, 5,2)
sinais referentes a fenila mais blindada 6,76 (t, 1H, 7,5); 6,54 (t, 2H, 7,6);
6,09 (t, 2H, 8,4) sinais referentes a parte alifatica da difosfina 3,37 (1H, junto
ao sinal da agua); 3,26 (s, 1H); 2,65 (s, 2H); 1,69 (m, 4H). Sinais atribuidos
no RMN BC{'H} (DMSO-dy) [8/ppm (multiplicidade, atribuicdo)] 185,7 (s,
C1); 155,8 (s, C4); 153,1 (s, C2); 114,6 (s, C3); 29,1 (d, dppb alifatico); 28,4
(d, dppb alifatico); 24,0 (s, dppb alifatico); 20,8 (s, dppb alifatico). HR-ESI-
MS (ACN/H,0, 95:5) m/z 1059,2118 (Calc. para [CeHs7NgP,RuS]" m/z
1059,2096; A 2,08 ppm). Espectroscopia UV-Visivel [DMSO; Ams/nm (€ M-
Pem™)]: 288 (44358), 378 (32182), 450 (7967).

Complexo A7: Rendimento 68 mg (70%). Analise Elementar (%) Calc. para
Ce1H4oNgRuSP3F¢: C 59,37; H 4,00; N 9,08; S 2,60 Encontrado C 59,33; H
4,13; N 9,09; S 2,73. Condutividade Molar (S cm? mol!, DMSO) 29,7. RMN
SIP{H} (DMSO-ds) [6/ppm, multiplicidade, atribui¢do, J/Hz)] 44,9 (d, P
trans a Ngamp, 36,6), 41,4 (d, P trans a Npyphen, 36,6). RMN "H (DMSO-dy)
[0/ppm (multiplicidade, integral, atribui¢do, J/Hz)] sinais referentes ao
ligante pyphen 14,6 (1H, NH); 9,73 (d, 1H, 5,2); 9,64 (d, 1H, 5,2); 9,51 (d,
1H, 9,4); 9,25 (d, 1H, 8,1); 9,03 (d, 1H, 8,1); 8,73 (d, 1H, 8,1); 8,55 (d, 1H,
8,1); 8,42 (d, 2H, 7,6); 8,33 (q, 2H, 12,0/9,3); 8,18 (t, 1H, 7,6); 8,03 (dd, 1H,
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8,2/5,2); 7,90 (dd, 1H, 8,2/5,3) sinais referentes a trés fenilas da difosfina
7,65 (t, 2H, 8,4); 7,42 (m, 8H); 7,29 (t, 2H, 7,4); 7,24 (d, 1H, 7,4); 7,13 (t,
2H, 6,8); sinais da fenila mais blindada 6,73 (t, 1H, 7,4); 6,51 (t, 2H, 6,8);
6,03 (t, 2H, 8,3) sinais referentes ao ligante damp 5,94 (s, NH»); 4,25 (s, 1H,
H3) sinais referentes a parte alifatica da difosfina 3,35 (1H, junto ao sinal da
agua); 3,23 (s, 1H); 2,60 (m, 2H); 1,67 (m, 4H). Sinais atribuidos no RMN
BC{'H} (DMSO-dy) [8/ppm (multiplicidade, atribui¢do)] 182,6 (s, C1); 78,8
(s, C3); 29,1 (d, dppb alifatico); 28,3 (d, dppb alifatico); 23,8 (s, dppb
alifatico); 20,7 (s, dppb alifatico). HR-ESI-MS (ACN/H,O, 95:5) m/z
1089,2335 (Calc. para [CeHgoNsP,RuS]" m/z 1089,2314; A 1,93 ppm).
Espectroscopia UV-Visivel [DMSO; Amsx/nm (e M cm™)]: 284 (56991), 378
(37303), 442 (12169).

ESQUEMA A2- Numeragdo e designacgdo nas estruturas dos compostos da

Série 2, para atribui¢do dos espectros de ressonancia magnética nuclear

Complexo A8: Rendimento 81 mg (65%). Anélise Elementar (%) Calc. para
CasHaoFeNsPsRuS: C 56,13; H 4,19; N 4,36; S 3,33 Encontrado C 56,23; H
4,44;N 4,46; S 3,91. Condutividade Molar (S cm? mol!, DMSO) 34,5. RMN
SIPH} (DMSO-ds) [6/ppm, multiplicidade, atribui¢do, J/Hz)] 43,6 (d, P
trans a Npys, 35,0), 42,3 (d, P trans a Nphen, 35,0).RMN 'H (DMSO-dy) [6/ppm
(multiplicidade, integral, atribuicao, J/Hz) 9,67 (d, 1H, H15, 3,9), 9,54 (d,
1H, H6, 5,3), 8,72 (d, 1H, HS, 8,1), 8,49 (d, 1H, H13, 8,1), 8,09 (d, 1H, H10,
8,8), 8,00 (d, 1H, H11, 8,8), 7,95 (dd, 1H, H7, 8,2 ¢ 5,3), 7,77 (dd, 1H, H14,
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8,1 and 5,4), 7,50 (m, 7H, dppb), 7,34 (t, 1H, dppb, 7.5), 7,21 (m, 5H, dppb),
7,02 (t, 2H, dppb, 7,6), 6,95 (t, 1H, H2, 7,8), 6,70 (t, 1H, dppb, 7,5), 6,48 (d,
1H, H3, 8,2), 6,40 (t, 2H, dppb, 7,6), 5,86 (t, 1H, H4, 8,3), 5,86 (t, 2H, dppb,
8,3), 5,72 (d, 1H, H5, 5,5)]. Sinais atribuidos no RMN PC{'H} (DMSO-dy)
[6/ppm (multiplicidade/atribui¢ao)] 179,7 (s, C1), 157,3 (s, C6), 151,4 (s,
C15), 147,8 (s, C16), 145,8 (s, C17), 145,2 (s, C5), 137,1 (d, C8), 136,7 (s,
C13), 134,3 (s, C2), 128,5 (t, dppb), 128,0 (d, dppb), 127,5 (d, C11), 127,1
(d, C10), 126,7 (d, dppb), 125.,4 (s, C7), 125,0 (s, C14), 124,8 (s, C3), 116,6
(s, C4), 64,9 (s, éter), 29,0 (d, dppb alifatico), 27,9 (d, dppb alifatico), 23,8
(s, dppb alifatico), 20,9 (s, dppb alifatico), 15,2 (s, éter). Espectro UV/visivel
[DMSO; Amax/nm (¢ M em™)]: 274 (41058), 298 (24382), 400 (7055).

Complexo A9: Rendimento 86 mg (69%). Analise elementar (%) Calc. para
C43H40FsN3sP3RuS,: C 53,19; H 4,15; N 4,33; S 6,61 Encontrado C 53,09; H
4,06; N 4,27; S 7,10. Condutividade Molar (S cm? mol!, DMSO) 30,0. RMN
SIP{H} (DMSO-ds) [8/ppm (multiplicidade, atribui¢do, J/Hz)] 45,5 (d, P
trans a Niq, 34,8), 44,5 (d, P trans a Nppen, 33,3). RMN 'H (DMSO-dy)
[0/ppm (multiplicidade, integral, atribui¢do, J/Hz)] 9,58 (s, 1H, phen), 9,33
(d, 1H, phen, 5,3), 8,67 (d, 1H, phen, 8,1), 8,61 (d, 1H, phen, 8,2), 8,07 (q,
2H, phen, 8,72 ¢ 8,62), 7,95-7,86 (m, 1H, phen), 7,80 (dd, 1H, phen, 8,3 ¢
5,1), 7,63 (t, 2H, dppb, 8,4), 7,51 (t, 6H, dppb, 7,1), 7,37 (ddd, SH, dppb,
292 e 13,4 ¢ 7,0), 7,23 (d, 2H, dppb, 7,1), 6,63 (t,1H, dppb, 7.4), 6,34 (d,
2H, dppb, 7,8), 5,78 (t, 2H, dppb, 8.,3), 2,57 (dd, 2H, H3, 19,9; 12,6), 2,46
(1H, H2a), 1,56 (dd, 1H, H2b, 10,7; 9,9). Sinais atribuidos no RMN 3C
(DMSO-dy) [6/ppm (multiplicidade/atribuicao)] 183,0 (s, C1), 158,1 (s, C4),
151,0 (s, C13), 1479 (s, C14), 146,0 (s, C15), 137,0 (s, C11), 136,8 (s, C16),
125,3 (s, C12), 125,0 (s, CS5), 56,0 (s, C2), 30,7 (s, C3), 28,9 (d, dppb
alifatico), 27,8 (d,dppb alifatico), 23,4 (s, dppb alifatico), 21,9 (s, dppb
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alifatico). Espectro UV /visivel [DMSO; Ana/nm (e M! em™)]: 275 (33300),
305 (15300), 418 (5250).

Complexo A10: Rendimento 92 mg (74%). Analise Elementar (%) Calc.
para C44H39FsN4P3;RuS: C 54,83; H 4,08; N 5,81; S 3,33 Encontrado C 54,90;
H 4,13; N 5,85; S 3,46. Condutividade Molar (S cm? mol!, DMSO) 30.4.
RMN 3'P{'H} (DMSO-ds) [6/ppm (multiplicidade, atribui¢do, J/Hz)] 44,5
(d, P trans a Nyysm, 36,9), 41,4 (d, P trans a Nyhen, 36,9). RMN 'H (DMSO-
ds) [0/ppm (multiplicidade, integral, atribuicdo, J/Hz)] 9,53 (tripleto
aparente, 2H, H5/H14, 5,2), 8,69 (d, 1H, H7, 8,2), 8,45 (d, 1H, H12, &,1),
8,05/7,97 (d/d, 1H/1H, H9/H10, 8,8/8,9), 7,92 (dd, 1H, H6, 8,2 e 5,3), 7,88
(dd, 1H, H4, 4,9 ¢ 2,3), 7,72 (dd, 1H, H13, 8,1 ¢ 5,3), 7,47 (m, 5H, dppb),
7,41 (t, 2H, dppb, 8.,6), 7,32 (t, 1H, dppb, 7,5), 7,20 (m, SH, dppb), 7,04 (t,
2H, dppb, 6,7), 6,70 (t, 1H, dppb, 7.5), 6,39 (t, 2H, dppb, 6,8), 6,10 (m, 1H,
H2), 5,93 (t, 1H, H3, 5,2), 5,84 (t, 2H, dppb, 8,4), 3,23 (m, 2H, dppb
alifatico), 2,62 (d, 2H, dppb alifatico, 7,7), 1,59 (m, 4H, dppb alifatico).
Sinais  atribuidos no  RMN  BC  (DMSO-dy) [8/ppm
(multiplicidade/atribui¢do)] 186,0 (s, C1), 157,6 (s, C5), 156,2 (s, C4), 153,5
(s, C2), 152,0 (s, C14), 148,2 (s, C16), 146,1 (s, C15), 137,7 (s, C7), 137,3
(s, C12), 133,1 (d, dppb), 132,6 (d, dppb), 130,9 (s, dppb), 130.4 (s, dppb),
130,1 (s, dppb), 129,5 (s, dppb), 129,0 (m, dppb), 128,7 (d, dppb), 128,0-
127,8 (m, C9/C10), 127,3 (s, dppb), 127,2 (s, dppb), 125,9 (s, C6), 125,5 (s,
C13), 115,0 (s, C3), 29,3 (d, dppb alifatico), 28,2 (d, dppb alifatico), 24,1 (s,
dppb alifatico), 21,1 (s, dppb alifatico). Espectro UV/Visivel [DMSO;
Amax/nm (e M em™)]: 272 (25417), 300 (12811), 340 (6587), 398 (4350).
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Difracao de Raios X
FIGURA A6-Estruturas cristalinas obtidas para os complexos A2, A9 ¢ A10

4 . R

COMPLEXOA2 (SERIE 1)

COMPLEXOA10 (SERIE 2y
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Dados Cristalograficos

TABELA A2- Principais parametros cristalograficos das estruturas obtidas para os complexos [Ru(pyS)(dppb)(pyphen)]Cl
(A1), [Ru(tzdt)(dppb)(pyphen)]Cl (A2), e [Ru(pyS)(dppb)(pyphen)]>(PFs)(Cl) (A4)

Composto Al A2 A4
Formula Empirica Ce2HasCINsP2RuUS CsoHasCINsP,RuS, Ce2HasClo sF3NsP, sRuS
Massa Molecular relacionada 1093,637 1101,61 1148,393
Temperatura/K 298 293(2) N/A
Comprimento de onda 0,71073 A 0,71073 A 0,71073 A
Sistema Cristalino Monoclinico Monoclinico Triclinico
Grupo espacial P2i/n P2i/n P-1
Dimensdes célula unitaria a=13,1045(9) A a=90° | a=12,5576(4) A o= 90° a=15,6852(16) A o=87,782(7)°
b=120,3919(15) A B=96,486(7)° | b=21,9105(9) A B=93,797(3)° | b=16,2497(14) A B=82,607(8)°
c=20,9762(17) A y=90° | c=20,3760(8) A 7= 90° c=27,340(3) A v=66,489(9)°
Volume 5569,5(7) A3 5594,0(4) A3 6336,3(11)
Z 4 4 4
Densidade (Calculada) 1,304 g/cm?® 1,308 g/cm’® 1,204 g/cm?
Coeficiente de absor¢do 0,468 mm™! 0,502 mm! 0,412 mm™'
F(000) 2245,7 2264,0 2349,8
Tamanho do cristal 0,221%0,112x0,01 mm? 0,218%0,139x0,131 mm? 0,355%0,264x0,125
Faixa Theta para coleta de dados 5,12 a51,5° 4,94 a 51,36° 5,02a51,5
Intervalo de indice -20<h<19, -30<k<29, -33<1<28 -15<h<15, -26<k<26, -24<1<24 -22<h<23, -21<k<24, -43<1<41
Reflexdes coletadas 74410 51636 78429
Reflexdes independentes 10634 [Rin= 0,1373, Reigma= 0,2246] | 10613 [Rin= 0,0595, Rigma= 0,0437] | 24171 [Rin= 0,1920, Rgigma= 0,4682]
Dados/restrigdes/parametros 10634/0/649 10613/0/649 24171/1382/1363
Goodness-of-fit on F2 1,046 1,055 1,092

ingiices R Final [I>2sigma(I)]
Indices R(todos os dados)
Largest diff. Peak/ hole A

R1=0,0627, wR,= 0,1365
Ri=0,1154, wR,=0,1757
1,08/-0,83

R1=0,0542, wR,= 0,1260
R1=0,0800, wR>=0,1478
0,71/-0,70

R1:0,1284, WRzZ 0,3021
R1=0,2485, wR>=0,4176
4,99/-2,05
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TABELA A3- Principais parametros cristalograficos das estruturas obtidas para os complexos [Ru(pyS)(dppb)(phen)]PFs
(A8), [Ru(tzdt)(dppb)(phen)]PFs (A9), e [Ru(pySm)(dppb)(phen)]PFs (A10)

Composto A8 A9 Al0
Formula Empirica C4sHaoN3P2RuS C43HaF¢N3P3RUS C14H30F6N4P3RuS
Massa Molecular relacionada 817,918 970,926 963,870
Temperatura/K 298 298 298
Comprimento de onda 0,71073 A 0,71073 A 0,71073 A
Sistema Cristalino Monoclinico Monoclinico monoclinico
Grupo espacial P2i/n 12/a P2i/n
Dimensdes célula unitaria a=14,7179(13) A a=90° | a=21,9940(13) A o= 90° a=14,5615(7) A o= 90°
b=15,0205(12) A B=104,243(8)° | b=13,6832(7) A B=93,847(3)° | b=15,3286(6) A B=103,173(5)°
c=19,6236(15) A v=90° | c=28,5408(17) A v=90° c=19,2869(10) A v=90°
Volume 4204,8(6) A* 8570,0(8) A3 4191,7(4)
Z 4 8 4
Densidade (Calculada) 1,292 g/cm? 1,505 g/cm?® 1,527 g/em?
Coeficiente de absor¢io 0,532 mm™! 0,637 mm™! 0,603 mm"!
F(000) 1680,9 39483 23498
Tamanho do cristal 0,135%0,095%0,76 mm? 0,242%0,178%0,045 mm? 0,237x0,144x0,139
Faixa Theta para coleta de dados 5,06 a 51,5° 4,84 a51,5° 5,08 a 54
Intervalo de indice -23<h<?21, -21<k<23, -26<1<31 -34<h<33, -21<k<21, -45<1<44 -23<h<9, -22<k<23, -29<1<26
Reflexdes coletadas 65542 109573 36366
Reflexdes independentes 8025 [Rin= 0,2046, Rgigma= 0,2782] 8193 [Rin= 0,1010, Ryigma= 0,0976] 9068 [Rin= 0,0491, Rgigma= 0,0940]
Dados/restrigdes/parametros 8025/0/494 8193/0/548 9068/0/557
Goodness-of-fit on F2 1,114 1,053 1,070

Indices R Final [I>2sigma(I)]
fndices R(todos os dados)
Coeficiente de extingdo
Largest diff. Peak/ hole A

R1=0,0662, wR>=0,1529
Ri=0,1307, wR,=0,2160

2,16/-1,19

R1=0,0359, wR»= 0,0798
Ri=0,0559, wR>= 0,0930

0,91/-0,47

R1=0,0430, wR>=0,0931
Ri=0,0672, wR,=0,1121

0,92/-0,57

204



Leticia P. de Oliveira Apéndice

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

FIGURA A7- Espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e *C do ligante
2-mercaptopiridina (pyS) em DMSO-ds
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FIGURA AS8- Espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e *C do ligante
2-mercaptotiazolina (tzdt) em DMSO-d,
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FIGURA A9- Espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e *C do ligante
4,6-diamino-2-mercaptopirimidina (damp) em DMSO-d,
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FIGURA A10- Espectro de ressonincia magnética nuclear de 'H do complexo Al
em DMSO-ds, com ampliacdo da regido aromatica
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FIGURA All- Espectro de ressonancia magnética nuclear de *C do complexo
Al em DMSO-ds
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FIGURA A12- Espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H do complexo A2
em DMSO-ds, com ampliacao da regido aromatica e alifatica
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FIGURA A13- Espectro de ressoniancia magnética nuclear de *C do complexo
A2 em DMSO-ds
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FIGURA A14- Espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H do complexo A3
em DMSO-ds, com ampliacao da regido aromatica
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FIGURA A15- Espectro de ressonancia magnética nuclear de *C do complexo
A3 em DMSO-ds
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FIGURA A16- Espectro de ressonancia magnética nuclear de '"H do complexo A4
em DMSO-ds, com ampliacao da regido aromatica
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FIGURA A17- Espectro de ressonancia magnética nuclear de *C do complexo
A4 em DMSO-ds, com ampliacao da regido aromatica
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FIGURA A18- Espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H do complexo A5
em DMSO-ds, com ampliacao da regido aromatica e alifatica
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FIGURA A19- Espectro de ressonancia magnética nuclear de *C do complexo
A5 em DMSO-ds
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FIGURA A20- Espectro de ressonancia magnética nuclear de '*C do complexo
A6 em DMSO-ds
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FIGURA A21- Espectro de ressonincia magnética nuclear de 'H do complexo A7
em DMSO-ds, com ampliacao da regido aromatica
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FIGURA A22- Espectro de ressonincia magnética nuclear de *C do complexo
A7 em DMSO-ds
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FIGURA A23- Espectro de ressonincia magnética nuclear de 'H do complexo A8
em DMSO-ds, com ampliacao da regido aromatica
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FIGURA A24- Espectro de ressonincia magnética nuclear de *C do complexo
A8 em DMSO-ds, com ampliagao
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FIGURA A25- Espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H do complexo A9

em DMSO-ds, com ampliacao da regido aromatica
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FIGURA A26- Espectro de ressonancia magnética nuclear de *C do complexo

A9 em DMSO-ds, com ampliagao
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FIGURA A27- Espectro de ressonincia magnética nuclear de *C do complexo
A10 em DMSO-ds, com ampliagdo
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Espectroscopia de absorcio na regiao do ultravioleta-visivel

FIGURA A28- Espectros eletronicos de absor¢ao na regido do ultravioleta-
visivel para os complexos da Série 2, em dimetilsulfoxido
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FIGURA A29- Espectros eletronicos de absor¢ao na regido do ultravioleta-visivel
para os complexos da Série 1, em dimetilsulfoxido
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FIGURA A30- Curvas de Regressao Linear obtidos a partir da espectroscopia de absor¢ao na regido do ultravioleta-visivel,
nos trés comprimentos de onda de maxima absor¢do para os complexos Al (Série 1) e A8 (Série 2)
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Espectroscopia de fluorescéncia

FIGURA A31- Espectro de emissdo na regidao de 390-550 nm do complexo A2,
em dimetilsulfoxido
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FIGURA A32- Espectro de emissao na regido de 390-550 nm do complexo AS,
em dimetilsulfoxido

L#%]
(=)

Complexo AS
Dimetilsulfoxido

— — 'S
[ =] =
1 1 1

Intensidade de Fluorescéncia (l(l5 u.a.)
(=)}
1

[—]

T T T T T
400 450 500

Comprimento de onda (nm)

n
h
=

218



Leticia P. de Oliveira

Apéndice

FIGURA A33- Espectro de emissao na regido de 390-550 nm do complexo A6,
em dimetilsulfoxido

Intensidade de Fluorescéncia (105 u.a.)

Intensidade de Fluorescéncia (105 u.a.)

[
un

2
?

7

3

b

Complexo A6
Dimetilsulfoxido

]

(3]
h

400

4350 500
Comprimento de onda ?nm)

FIGURA A34- Espectro de emissao na regido de 390-550 nm do complexo A7,
em dimetilsulfoxido
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Espectroscopia de absorcio na regiao do infravermelho
SERIE 1
FIGURA A35- Espectro de absor¢ado na regido do IV do complexo Al
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FIGURA A36- Espectro de absor¢ao na regido do IV para o complexo A2
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FIGURA A37- Espectro de absor¢ao na regido do IV para o complexo A3
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FIGURA A38- Espectro de absor¢do na regido do IV para o complexo A4
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FIGURA A39- Espectro de absor¢do na regiao do IV para o complexo AS
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FIGURA A40- Espectro de absorcao na regido do IV para o complexo A7
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SERIE 2
FIGURA A41- Espectro de absor¢ado na regido do IV para o complexo A8
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FIGURA A42- Espectro de absorcao na regido do IV para o complexo A9
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TABELA A4- Principais modos de vibragao para complexos das Séries 1 e 2

Frequéncia vibracional (cm™)

SERIE 1 SERIE 2
Modo vibracional A2 A3 A4 AS A7 A9
vNH ¢/ou NH> 3362 3431 3431 3437 3500; -
3396
vCHg(arom.) 3049; 3047, 3047, 3048;  3048; 3052;
2942; 2923 2928 2918 2916 2934
vCHas(arom.) 2917
vC=C(pir.) 1600 1556 1558 1599 1543 1582
vC=N 1433 1433 1433 1433 1435 1430
vC-S 1242 1248 1247 1247 1241 1224
BC-H(arom.) 1148 1161 1159 1147 1147 1149
v anel 995 998 1003 996 996 992
v PFs - - 850 845 847 835
0 PFs - - 557 557 557 554
vP-deq 1092 1092 1092 1092 1092 1095
v P-C (alif)) 744 744 742 741 742 743

Voltametria Ciclica

Voltamogramas obtidos em solu¢do 0,1 mmol L' de perclorato de
tetrabutilaménio (PTBA) em diclorometano, a 100 mV s,
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SERIE 1

FIGURA A43- Voltamogramas ciclicos para o complexo Al de 0,5a 1,3 V (a
esquerda) e complexo A2 de 0,8 a 1,7 V (a direita).
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FIGURA A44- Voltamograma ciclico para o complexo A3 de 0,8 a 1,3V
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FIGURA A45- Voltamogramas ciclicos para o complexo A4 de 0,0 a 1,6 V (a
esquerda) e complexo AS de 0,8 a 1,3 V (a direita).
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FIGURA A46- Voltamograma ciclico para o complexo A7 de 0,4a 1,3V
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FIGURA A47- Voltamogramas ciclicos para o complexo A8 de 0,5a 1,3V (a
esquerda) e complexo A9 de 0,8 a 1,7 V (a direita).
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ESTABILIDADE

X/

s em Dimetilsulfoxido

FIGURA A48- Espectros de ressonincia magnética nuclear de *'P{'H} para os
complexos A1-A3(Série 1) em dimetilsulféxido, acompanhado com o tempo
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FIGURA A49- Espectros de ressonancia magnética nuclear de *'P{'H} para os
complexos AS e A6 (Serie 1) em dimetilsulfoxido, acompanhado com o tempo
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FIGURA A50- Espectros de ressonincia magnética nuclear de *'P{'H} para os
complexos A8-A10 (Série 2) em dimetilsulféxido, acompanhado com o tempo
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FIGURA AS51-Espectros de ressonancia magnética nuclear de *'P{'H} para os
complexos A4-A7 (Série 1) em dimetilsulfoxido/DMEM, acompanhado com o
tempo
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FIGURA A52- Espectros de ressonincia magnética nuclear de *'P{'H} para os
complexos A6 ¢ A7 (Série 1) em dimetilsulfoxido/RPMI, acompanhado com o
tempo
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FIGURA A53- Espectros de ressonincia magnética nuclear de 3'P{'H} para os
complexos A8-A10 (Série 2) em dimetilsulfoxido/tampao trisma, acompanhado
com o tempo
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PARTE III- INTERACAO COM BIOMOLECULAS

INTERACAO COM DNA

Mobilidade Eletroforética em Gel de Agarose

FIGURA A54- Mobilidade eletroforética do DNA pBR322 sob influéncia dos
complexos da A1-A3 (Série 1) e padrao cisplatina

FIGURA A55- Mobilidade eletroforética do DNA pBR322 sob influéncia do
complexo A10 (Série 2), comparativamente a mobilidade eletroforética do DNA

plasmidial

7 " owas A10
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Ensaio de Deslocamento de Hoechst 33258

FIGURA A56- Espectros de supressao da fluorescéncia do conjugado DNA-Hoechst sob influéncia de concentracdes graduais

dos complexos Al e A2,a25¢37 °C
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FIGURA A57- Espectros de supressao da fluorescéncia do conjugado DNA-Hoechst sob influéncia de concentracdes graduais

dos complexos A3 e A4,a25¢ 37 °C
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FIGURA A58- Espectros de supressao da fluorescéncia do conjugado DNA-Hoechst sob influéncia de concentracdes graduais

dos complexos AS, 25 ¢ 37 °C e A6, 25 °C
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FIGURA A59- Espectros de supressao da fluorescéncia do conjugado DNA-Hoechst sob influéncia de concentracdes graduais

dos complexos A8 e A9, 25 e 37 °C
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INTERACAO COM HSA

FIGURA A60- Espectros de fluorescéncia da HSA na auséncia (a) e presenca de diferentes concentragdes dos compostos da

Série 1 (b-g) (Al e A2), com [HSA]= 2 uM, constante em todo o experimento.
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FIGURA A61- Espectros de fluorescéncia da HSA na auséncia (a) e presenca de diferentes concentracdoes dos compostos da
Série 1 (b-g) (A3 e A4), com [HSA]=2 uM, constante em todo o experimento.
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FIGURA A62- Espectros de fluorescéncia da HSA na auséncia (a) e presenca de diferentes concentracdes dos compostos da

Série 1 (b-g) (A5 e A7), com [HSA]=2 uM, constante em todo o experimento.
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FIGURA A63- Espectros de fluorescéncia da HSA na auséncia (a) e presenca de diferentes concentragdes dos compostos da
Série 2 (b-i ou b-g) (A8 ¢ A9), com [HSA]=2 uM, constante em todo o experimento.
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INTERACAO COM HSA-VARFARINA

FIGURA A64- Espectros de fluorescéncia do conjugado HSA-Varfarina na auséncia (a) e presenga de diferentes concentragdes
dos compostos da Série 1 (b-g) (A1, A2, A3 ¢ A4), com [HSA] e [Varfarina] = 5 umol L™ | constante em todo o experimento.
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FIGURA A65- Espectros de fluorescéncia do conjugado HSA-Varfarina na auséncia (a) e presenga de diferentes concentragdes
dos compostos da Série 1 (b-g) (A5 e A7), e Série 2 (b-1) (A8 ¢ A9), com [HSA] e [Varfarina] = 5 pmol L | constante em todo

0 experimento.
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PARTE IV- ENSAIOS BIOLOGICOS

Ensaio Morfologico

FIGURA A66- Imagens micrograficas em diferentes tempos, do ensaio
morfologico com linhagem A2780cis, sob tratamento com diferentes
concentracoes do complexo A7 (Série 1)

CONTROLE 1,8 uyM 3,7uM 7,4 ptM 14,8 uM

As imagens correspondem a uma das duplicatas realizadas.

FIGURA A67- Imagens micrograficas em diferentes tempos, do ensaio
morfologico com linhagem MDA-MB-231, sob tratamento com diferentes
concentragdes do complexo A9 (Série 2)

CONTROLE 0,05 M 0,10 0,20 tM 0,40 pM

As imagens correspondem a uma das duplicatas realizadas.
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FIGURA A68- Imagens micrograficas em diferentes tempos, do ensaio
morfologico com linhagem A2780cis, sob tratamento com diferentes

concentracdes do complexo A9 (Série 2)

0,14 pM

Controle _ 0,07 pM 0,28 pM

As imagens correspondem a uma das duplicatas realizadas.
Ensaio de Formacao de Colonias

FIGURA A69- Sobrevivéncia clonogénica analisada para a linhagem A2780cis,
sob diferentes concentragdes do complexo A7 (Série 1), considerando 48 h de
tratamento, e avaliagdo da 4area de colonia comparativamente ao controle

negativo.
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Fonte: Dados da Pesquisa. As imagens representam uma das triplicatas e os dados foram

gerados a partir das médias de triplicatas individuais (xDP), analisados comparativamente ao
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controle por meio de tratamento one-way, e tratamento post-hoc Dunnett. *p<0,05;

*H%p<0,005; e ****p<0,0001 versus controle negativo.

FIGURA A70- Sobrevivéncia clonogénica analisada para a linhagem A2780cis,
sob diferentes concentragdes do complexo A9 (Série 2), considerando 48 h de
tratamento, e avaliacdo da area de colonia comparativamente ao controle
negativo.

% Area de coldnia

S S L S X
Fonte: Dados da Pesquisa. As imagens representam uma das triplicatas e os dados foram

gerados a partir das médias de triplicatas individuais (=DP), analisados comparativamente ao
controle por meio de tratamento one-way, e tratamento post-hoc Dunnett. ****p<0,0001 versus

controle negativo.
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FIGURA A71- Sobrevivéncia clonogénica analisada para a linhagem MDA-MB-
231, sob diferentes concentracdes do complexo A10 (Série 2), considerando 48 h
de tratamento, e avaliacdo da area de col6nia comparativamente ao controle

negativo.

Controle

120

% Area de colbnia

Fonte: Dados da Pesquisa. As imagens representam uma das triplicatas e os dados foram
gerados a partir das médias de triplicatas individuais (=DP), analisados comparativamente ao
controle por meio de tratamento one-way, e tratamento post-hoc Dunnett. **p<0,002

*#%%p<0,0001 versus controle negativo.
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PARTE V- MATERIAIS E METODOS
Espectrometria de Massas

TABELA AS5- Condigdes utilizadas no experimento de espectrometria de massas
Condicoes do Q-TOF

Parametros Valores
Tipo de ionizagdo ESI+
Gés Temp. (°C) 300
Gas Flow (L.min-1) 10
Nebulizer (Psi) 26
Sheath Gés Temp. 280
Sheath Gas Flow 10

VCap 2800
Nozee Voltage (V) 400
Fragmentor 110
Skimmer 65
OctopoleRFPeak 650

Preparo das solucoes para os ensaios de interacio com DNA
¢ Eletroforese em Gel de Agarose

TABELA A6- Concentragdes e volumes utilizados para o ensaio de mobilidade
eletroforética para os complexos da Série 1.

Adicdo pré-incubacao

Ri Concentragoes Volumes das solucdes
solugdes compostos estoques
(no pogo, uM)
Composto* DNA** Vol. Vol.
DMSO Trisma

0 0,0 0 pL 7 uL I pL 2 uL
0,25 10,0 1 pL 7 uL 0 pL 2 uL
0,50 20,0 1 pL 7 uL 0 pL 2 uL
1,00 40,0 1 uL 7 uL 0 pL 2 ulL

Concentragdo de DNA no pogo= 40 puM. *Concentragdes das solugdes estoques para obtengdo das
respectivas concentragcdes no poco foram: 100, 200 e 400 uM. **Solugdo estoque de DNA de
concentracdo igual a 57,1 pM.
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TABELA A7- Concentragdes e volumes utilizados para o ensaio de mobilidade
eletroforética para os complexos da Série 2.

Adic¢ao pré-incubagao

Ri Concentragoes Volumes das solucoes
solugdes compostos estoques
(no pogo, uM)
Composto*  DNA** Vol. Vol.

DMSO Trisma
0 0,0 0 uL 1,4 uL 1 uL 7,6 uL
0,25 11,2 1 uL 1,4 uL 0 uL 7,6 uL
0,50 22,5 1 uL 1,4 uL 0 uL 7,6 uL
1,00 45,0 1 uL 1,4 uL 0 plL 7,6 uL

Concentragdo de DNA no pogo= 45 pM. *Concentragdes das solugdes estoques para obtencdo das
respectivas concentragcdes no poco foram: 113, 225 e 450 uM. **Solugdo estoque de DNA de

concentragdo igual a 321 uM.

+» Medidas de Viscosidade

TABELA AS8- Concentracdes e volumes das solugdes utilizadas para aferimento
da viscosidade relativa do DNA, sob influéncia de concentra¢des continuas dos

compostos da Série 1.

Ri* Concentracao Volumes Utilizados (pL)
(umol L1)**
DNA | Compostos | Composto | DMSO | TampaoTrisma- | DNA
HCI

- 0 0 0 800 3200 0

- 80 0 0 0 3936 64
0,0 80 0 0 800 3136 64
0,06 | 80 5,0 20 780 3136 64
0,12 80 10,0 40 760 3136 64
0,19 80 15,0 60 740 3136 64
0,25 80 20,0 80 720 3136 64
0,31 80 25,0 100 700 3136 64
0,38 80 30,0 120 680 3136 64

*Ri se refere a razao [complexo]/[DNA]; **Concentragdes obtidas a partir de solucao estoque
de DNA de concentragio aproximada 5000 pmol L', e dos compostos de concentragdo 1000

pumol L.
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OBSERVACAO: As solugdes para o experimento com os compostos da Série 2,
foram preparadas da mesma forma, com exce¢do da concentracdo de DNA, que
neste caso foi de 2010 umol L.

+* Ensaio de Deslocamento do Hoechst 33258

TABELA A9- Volumes utilizados para preparo das solugdes dos complexos da
Série 1 no ensaio de deslocamento de Hoechst 33258

Volumes Utilizados Concentracoes finais
(uM)*
DMSO (uL) Solugdes estoques
complexos (uL)**
83,5 16,5 3,3
66,5 33,5 6,7
50,0 50,0 10,0
33,5 66,5 13,3
16,5 83,5 16,7
0,0 100,0 20,0

*Concentragoes apds adicdo de 900 pL da solugdo do conjugado DNA-Hoechst. **Volumes das
solugdes estoques dos complexos de concentragao 200 uM.

TABELA A10- Volumes utilizados para preparo das solugdes dos complexos da
Série 2 no ensaio de deslocamento de Hoechst 33258

Volumes utilizados Concentragoes finais
(uM)*
DMSO (uL) Solugdes estoques dos
complexos (uL)**
90,0 10,0 10,0
80,0 20,0 20,0
70,0 30,0 30,0
60,0 40,0 40,0
50,0 50,0 50,0
40,0 60,0 60,0
30,0 70,0 70,0
20,0 80,0 80,0

* Concentragdes ap6s adicao de 900 pL da solugdo do conjugado DNA-Hoechst. **Volumes das
solugdes estoques dos complexos de concentragao 1000 pM.
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% Preparo das solucbes para o ensaio de inibicdo enzimatica da
Topoisomerase Ila

TABELA Al11- Concentragdes e volumes utilizados para preparo das solugdes
dos compostos da Série 1, submetidas ao ensaio de inibi¢do da Topoisomerase Ila

Soluc¢des Volumes MIX (nL) Concentracao
adicionadas | Tampéao | ATP | DNA** | DMSO | agua | Solucdes | Topo solucoes
ao gel de comp. IIoo | estoque (nmol
(umol LY) | ensaio L)
C+ 3 1 1 1 23 1 1 -
C- 3 1 1 1 24 1 0 -
3,0% 3 1 1 0 23 1 1 90
12,0* 3 1 1 0 23 1 1 360
60,0* 3 1 1 0 23 1 1 1800
C+= Controle positivo; C- = Controle negativo; MIX- Solugdo utilizada em todas as amostras

*Concentragoes referentes as solugdes dos complexos; **DNA pBR322 superenovelado de
concentragdo 0,5 ng puL!

TABELA A12- Concentragdes ¢ volumes utilizados para preparo das solugdes
dos compostos da Série 2, submetidas ao ensaio de inibi¢ao da Topoisomerase Ila

Solucoes Volumes MIX (nL) Concentracio
adicionadas | Tampao | ATP | DNA** | DMSO | agua | Solucdes | Topo solucoes
ao gel de comp. IIoo | estoque (nmol
(umol L) | ensaio L1
C+ 3 1 1 1 23 1 1 -
C- 3 1 1 1 24 1 0 -
0,5% 3 1 1 0 23 1 1 15
5,0% 3 1 1 0 23 1 1 150
60,0* 3 1 1 0 23 1 1 1800
C+= Controle positivo; C- = Controle negativo; MIX- Solugdo utilizada em todas as amostras

*Concentragdes referentes as solucdes dos complexos; **DNA pBR322 superenovelado de
concentragdo 0,5 ng puL!
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Preparo das solucoes para os ensaios de interacao com HSA

+¢ Interacdo com Albumina de Soro Humana (HSA)

TABELA A13- Dados utilizados para preparo das solucdes dos complexos da

Série 1, para ensaio de interacdo com HSA

Concentragao solugao Volumes para preparo das | Concentragdes
estoque utilizada (umol solugdes Finais (umol L~
L1 DMSO Solugio hy*
composto
200 67,0 33,0 3,3
200 33,0 67,0 6,7
200 Zero 100,0 10,0
500 47,0 53,0 13,3
500 33,0 67,0 16,7
500 20,0 80,0 20,0

*Concentragdes apés adi¢do de 1900 pL de solugdo de [HSA]= 2,1 pmol L

TABELA Al4- Dados utilizados para preparo das solucdes dos complexos da

Série 2, para ensaio de interagdo com HSA

Concentragao solugao

Volumes para preparo das

Concentragdes

estoque utilizada (umol L) solugdes Finais (umol L1)*
DMSO Solucao
composto
1000 80,0 20,0 10,0
1000 60,0 40,0 20,0
1000 40,0 60,0 30,0
1000 20,0 80,0 40,0
1000 ZEro 100,0 50,0
2000 40,0 60,0 60,0
2000 30,0 70,0 70,0
2000 20,0 80,0 80,0

*Concentragdes apés adi¢do de 900 pL de solugdo de [HSA]= 2,1 pmol L™

249



