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RESUMO

INVESTIGACAO DE ATIVIDADE CITOTOXICA DE
COMPLEXOS DE RUTENIO (II) E SUA INTERACAO COM
BSA

O trabalho centra-se na sintese e caracteriza¢do de cinco novos compostos de
ruténio (II) contendo aminodcidos quirais (L-Alanina, L-Metionina, L-Triptofano e L-
Acido Glutimico) e nao-quiral (Glicina) e bifosfinas, devido aos interesses biologicos.
Os novos compostos apresentam formula geral [Ru(AA)(dppm);]PFs, onde AA refere-
se aos ligantes aminodcidos, dppm corresponde a 1,1-bis(difenilfosfina)metano.
Todos os compostos sintetizados foram caracterizados por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear 31P{1H}, 'H, B C{IH} e suas correlacoes
bidimensionais, espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho e na regidao do
Uv-visivel, voltametria ciclica e onda quadrada, condutividade molar, andlise
elementar e difracio de raios X por monocristal. Os compostos foram avaliados
quanto a atividade citotéxica na linhagem tumoral A549 (carcinoma de pulmao),
MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama metastatico) e na linhagem normal MRC-5
(fibroblasto de pulm@o humano), apresentaram resultados promissores. Para fins de
compreensdo do mecanismo de acdo dos compostos, foi realizado estudo de interacdo

com a albumina soro bovina (BSA).

17



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC ACTIVITY OF
RUTHENIUM (II) COMPLEXES AND ITS INTERACTION
WITH BSA

The work focuses on the synthesis and characterization of new ruthenium (II)
compounds containing foreign amino acids (L-Alanine, L-Methionine, L-Tryptophan
and L-Acid Glutamic) and non-chiral (Glycine) and bisphosphines, interests. The new
compounds have the general formula [Ru (AA)(dppm),]PFs, where AA refers to the
linking amino acids, dppm corresponds to 1,1-bis(diphenylphosphino) methane. All
components performed were characterized by nuclear magnetic resonance
spectroscopy, 31P{1H}, lH, 13C{lH} and their two-dimensional correlations, infrared
and Uv-visible region absorption spectroscopy, cyclic and square wave voltammetry,
molar conductivity, elemental analysis and X-ray diffraction by single crystal. They
were analyzed for cytotoxic activity in the A549 (lung carcinoma), MDA-MB-231
(metastatic breast adenocarcinoma) and normal MRC-5 (human lung fibroblasts)
lineage, as well as promising. The interaction mechanism of the prototypes was

involved in the study of the interaction with bovine serum albumin (BSA).
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1. INTRODUCAO

1.1. CANCER

O cancer € o nome geral dado a um conjunto de mais de 100 doencas, que tém
em comum o crescimento desordenado de células, que tendem a invadir tecidos e 6rgaos
vizinho (INCA, 2017c¢). O cancer é, atualmente, uma das maiores causas de
morbimortalidade no mundo e por isto é cada vez maior a necessidade da prevencdo
desta enfermidade (INCA, 2012, 2017a, 2017c¢). A taxa de mortalidade por cancer nos
dltimos anos vem aumentando em funcdo do crescimento populacional, processo de
industrializacdo e mudancas nos hébitos de vida (GEBRIM, 2016). E assim, é o cancer,
considerado um problema de sadde publica e esforcos devem ser mobilizados para sua

prevencdo e cura (INCA, 2016). A Figura 1, ilustra o processo de formac¢ao do cancer.

Figura 1: Representacdo da formagao do cancer a partir da célula normal

CELULAS NORMAIS DIVISAO CELULAR CELULA MUTADA

Formam tecidos e érgdos Células normais crescem, se Célula normal pode sofrer
reproduzem (duplicagdo de DNA) alteragao no material genético
 morrem (DNA)

AGENTES
CANCERIOGENICOS

O CANCER
Células mutadas invadem
outros tecidos e 6rgdos

REPRODUGAO CELULAR
Célula mutada pode se dividir
de maneira desordenada e
dar origem ao tumor

Fonte: www.tuasaude.com

Como pode ser observado na Figura 1, o cancer surge a partir de um erro que
ocorre na divisao das células do corpo, originando as células anormais (BERNDSEN et
al., 2017a). Geralmente as células normais do organismo humano, vivem, dividem-se e
morrem, porém, as células cancerosas, que sdo aquelas que estdo alteradas, e que
provocam o cancer, dividem-se de forma descontrolada, dando origem a neoplasia
(INCA, 2014, 2017b, 2018a). As neoplasias (cancer in situ e cancer invasivo)
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correspondem a forma ndo controlada de crescimento celular e, na pratica, sao
denominados tumores. As neoplasias benignas ou tumores benignos tém seu
crescimento de forma organizada, geralmente lento, expansivo e apresentam limites
bem nitidos (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

As neoplasias malignas ou os tumores malignos manifestam um elevado grau
de autonomia e sdo capazes de invadir tecidos vizinhos e provocar metdstases, podendo
ser resistentes ao tratamento e causar a morte ao hospedeiro (SAUDE, 2017). O céncer
ndo invasivo ou (carcinoma in situ) € o primeiro estigio em que o cincer pode ser
classificado (essa classificagdo ndo se aplica aos canceres do sistema sanguineo) (INCA,
2017b). A maioria dos canceres in situ € curdvel se for tratada antes de progredir para a
fase de cancer invasivo (INCA/MS, 2002). Portanto, o cancer invasivo ocorre a partir da
capacidade de invasdo e disseminacdo que os tumores malignos apresentam produzindo
outros tumores em outras partes do corpo originando-se a metéstase (MINISTERIO DA

SAUDE, 2017).

1.1.1. Principais tipos de cancer

O cancer pode surgir em qualquer parte do corpo. Entretanto, alguns 6érgaos sao
mais afetados do que outros, e cada 6rgdo, por sua vez, pode ser acometido por tipos
diferenciados de tumor (FONTES, ANA PAULA SOARES; CESAR, ELOI TEIXEIRA
E BERALDO, 2005; OLIVEIRA, 2011). Os vérios tipos de cancer sdo classificados de
acordo com a localizagdo primdria do tumor (ARAGAO et al., 1994; OLIVEIRA,
2011). Na Figura 2, é mostrada a estimativa para o ano de 2018 em relacdo ao nimero

de casos novos de cancer, e porcentagem de incidéncia, por sexo.

Figura 2: Distribui¢io proporcional dos dez tipos de cincer mais incidentes, estimados para

2018, por sexo no Brasil

Prostata 68.220 31,7%  Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Bronquio e Pulmdo 18.740 8,7% Célon e Reto 18.980 9,4%
Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%

Estomago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulmdo  12.530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Esdfago 8.240 3,8% Estdmago 7.750 3,8%

Bexiga 6.690 3.1% Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Qvario 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%

Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias

4.860 2,4%

Fonte: www.inca.gov.br/estimativa/2018/casos
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Segundo (INCA, 2018a), a estimativa para o Brasil em relacdo a ocorréncia dos
casos novos de cancer serd de 600 mil para o bi€énio 2018-2019. Essas avaliacdes
refletem o perfil de um pais que possui os canceres de prostata, mama feminina e c6lon
e reto, entre os mais incidentes, entretanto ainda apresenta altas taxas para os canceres
do colo do ttero, estomago e esdfago (INCA, 2016, 2017a).

O cancer de mama € considerado o tipo mais frequente no mundo, e no Brasil,
sendo decorrente de uma série de fatores de risco, como menarca precoce, predisposicao
genética hereditdria, idade avancada, menopausa tardia, obesidade, sedentarismo,
tabagismo (ALVARENGA et al., 2014; SANTOS, 2013). Como pode ser observado,
ndo existe uma causa Unica para o cancer de mama, que € mais comum em mulheres
(apenas 1% dos casos diagnosticados em homens) e tem na idade um dos mais
importantes fatores de risco para a doenga (INCA, 2012).

Cerca de quatro em cada cinco casos ocorrem apds os 50 anos. O cancer de
mama de cardter genético/hereditdrio corresponde a apenas 5% a 10 % do total dos
casos da doenca, visto que quando detectado em fases iniciais, o que ocorre em grande
parte dos casos, aumenta as chances de tratamento (INCA, 2017b). A deteccdo pode ser
feita pela mamografia, mas quando realizada em mulheres sem sinais e sintomas da
doenca, ha um balanco entre beneficios e riscos dessa pratica (mamografia de
rastreamento) (GEBRIM, 2016; INCA, 2017¢).

No Brasil, o cancer de prostata € o segundo mais comum entre os homens
(INCA, 2018b). A taxa de incidéncia deste tipo de cancer é maior nos paises
desenvolvidos, em comparagio aos paises em desenvolvimento, sendo considerado um
cancer da terceira idade, ja que cerca de trés quartos dos casos no mundo ocorrem a
partir dos 65 anos (INCA, 2002; JUNIOR et al., 2015). O aumento da ocorréncia do
cancer, observado nas taxas de incidéncias no Brasil, pode ser parcialmente justificado
pela evolucdo dos métodos diagndsticos (exames), pela melhoria na qualidade dos
sistemas de informacgdo do pais e pelo aumento na expectativa de vida. Alguns desses
tumores podem crescer de forma rdpida, espalhando-se para outros 6rgaos e podendo
levar a morte. A grande maioria, porém, cresce de forma lenta, que ndo chega a ameacar
a saude do homem (INCA, 2002; J UNIOR et al., 2015).

De acordo com (CUNHA, 2012), a decisdo do uso do rastreamento do cancer

de préstata por meio da realizacio de exames de rotina em homens, sem sinais e
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sintomas sugestivos de cancer de prostata, como estratégia de saide publica, deve se
basear em evidéncias cientificas de qualidade sobre possiveis beneficios e danos
associados a essa intervencao.

O cancer de pulmao é um tumor caracterizado pela quebra dos mecanismos
celulares naturais do pulmio, a partir de estimulos carcinogénicos ao longo dos anos,
levando ao crescimento desorganizado de células malignas (INCA, 2017¢c; SANTORO,
1998). Este tumor maligno, que pode pegar desde a traqueia até a periferia do pulmao, é
uma das principais causas de morte entre as neoplasias no Brasil (ALGRANTI;
BUSCHINELLI; CAPITANI, 2010; ISMAEL et al., 2010). O tipo de cancer de pulmao
que pode ser determinado a partir de uma amostra da lesdo analisada € o carcinoma de
pulmdo, indiferenciado de grandes células, que geralmente cresce e se espalha
lentamente do que o cancer de pequenas células, e que se caracteriza por ser encontrado
em qualquer lugar do pulmdo, o que pode torna-lo mais dificil de ser tratado. Este tipo
de cancer é responsdvel por 10% a 15 % dentre os vdrios tipos de canceres do pulmao
(FERREIRA et al., 2016; INCA, 2012; ISMAEL et al., 2010).

Atualmente dentre os subtipos mais frequentes de cincer de pulmdo o
adenocarcinoma € responsavel por cerca de 40% dos canceres deste 6rgao (INCA,
2018a). E também o subtipo mais comum de cincer de pulmio entre os nio-fumantes e
inicia-se nas células que produzem o muco e outras substancias e costuma progredir
mais lentamente do que os outros tipos (ALGRANTI; BUSCHINELLI; CAPITANI,
2010; FERREIRA et al., 2016). Entretanto, o carcinoma epidermoide comeca nas
células que revestem as vias aéreas no interior dos pulmdes e sdo, geralmente,
encontrados no centro do 6rgdo, ao lado dos bronquios. Quase todos os casos de cancer
de pulm@o ocorrem em consequéncia do tabagismo (HENDGES; STOLL; MORESCHI,
2013; INCA, 2017b).

As linhagens de interesse de estudo foram A549 (carcinoma de pulmao) por se
tratar de um tipo de cancer de pulmao de células ndo pequenas e a forma mais comum
de cancer de pulmao. Esta linhagem foi iniciada em 1972 por explante de pulmdo de um
homem caucasiano de 58 anos. MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama metastatico)
trata-se de células epitelial de cancer de mama humano estabelecido a partir de um
derrame pleural de uma mulher caucasiana de 51 anos de idade com um
adenocarcinoma mamadrio metastatico e € uma das células de cancer de mama mais

comum usadas em laboratério de pesquisa. E uma linhagem triplo-negativa, altamente
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agressiva, invasiva e pouco diferenciada, pois ndo possui expressdo de receptor de
estrogénio e receptor de progesterona. MRC-5 (fibroblasto de pulmiao humano) essa
linhagem de culturas de células humanas compostas de fibroblastos de derivados de
tecido pulmonar de feto masculino. Sdo usadas para produzir vdrias vacinas, como
varicela, poliomielite. As células MRC-5 infectadas secretam o virus e podem ser
cultivadas em grandes volumes adequados para produ¢do comercial (CRUZ et al., 1992;

CRUZ, 2017; II; BODIES; RNA, 2012)

1.1.2. Principais formas de tratamento do cancer

Um tratamento de sucesso depende da localizacdo, tipo, tamanho da drea de
disseminagdo e a proporcao do crescimento de cancer (INCA, 2017b; ONCOGUIA,
2018). Geralmente, o cincer € tratado com uma combinacdo de cirurgia, quimioterapia,
radiacdo, e outras formas. Diferenciando-se de acordo com o paciente e o tipo de cancer
(ALVARENGA et al., 2014; ARAUJO et al., 2007). A Figura 3, apresenta as principais

formas de tratamento utilizados nos pacientes com cancer.

Figura 3: Representagdo das principais técnicas utilizadas para o tratamento do cancer

Ll
S
Quimioterapia Radioterapia

e oy
s Q
.--.

Cirurgia Imunoterapia

Fonte: Tua Saude

A radioterapia € a modalidade terapéutica que usa as radiacOes ionizantes para
destruir ou inibir o crescimento de células anormais que formam um tumor. Existem
vdrios tipos de radiagdes, porém as mais utilizadas sdo as eletromagnéticas (Raios X,

Raios y) (ALVARENGA et al., 2014; FONTES, ANA PAULA SOARES; CESAR,
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ELOI TEIXEIRA E BERALDO, 2005). A radioterapia pode ser usada em combinacao
com a quimioterapia ou outros recursos usados no tratamento dos tumores. Vale
ressaltar que, as células normais também podem ser danificadas pela radioterapia.

Entretanto, elas se repararam, o que ndo acontece com as células cancerigenas
(GOMES, 2012; OLIVEIRA, 2011; PAULA; FONTES, 2005).

A cirurgia é a forma mais antiga de terapia contra o cancer. E o principal
tratamento utilizado para vdrios tipos de cancer e pode ser curativa quando a doenca é
diagnosticada em estdgio inicial. Também pode ser usada com objetivo de diagndstico,
como a biopsia, e em alguns casos é usada para a remocao de metdstases, dependendo
do cancer e o paciente (ALVARENGA ef al., 2014). A cirurgia é realizada
especialmente se a doenca parece estar contida em uma 4drea especifica, e € realizada
para retirar o tumor junto com qualquer tecido nas proximidades que possa conter
células cancerosas. A cirurgia é mais bem-sucedida quando o tumor ainda ndo se
disseminou para outras dreas. Apoés a cirurgia o médico pode indicar ainda algumas
sessOes de radioterapia para eliminar células tumorais que podem nao ter sido retiradas,
especialmente nos casos de ciancer de mama primadrio de alto risco, ou cancer de mama
avancado (FONTES, ANA PAULA SOARES; CESAR, ELOI TEIXEIRA E
BERALDO, 2005; MATOS, 2001).

A quimioterapia antineopldsica consiste no emprego de substancias quimicas,
isoladas ou em combinagdo, com objetivo de tratar as neoplasias malignas (FONTES,
ANA PAULA SOARES; CESAR, ELOI TEIXEIRA E BERALDO, 2005; FONTES;
DE ALMEIDA; DE ANDRADE NADER, 1997; OLIVEIRA, 2011). E uma forma de
tratamento muito utilizada contra o cancer, e consiste na administracdo de farmacos,
quer sejam metalofdrmacos, ou compostos organicos, usualmente administrados por via
intravenosa, embora também possam ser administrados por via oral (INCA, 2017b). O
tratamento com quimioterapia € feito com o uso combinado de védrios medicamentos
indicados pelo oncologista e ¢ comum o surgimento de efeitos colaterais como nduseas,
vOomito, dor de cabeca, falta de apetite e queda de cabelos. Algumas vezes certos
farmacos podem causar uma sensa¢do de desconforto, queimacgdo na veia ou placas
avermelhadas na pele, como urticiria (ALVARENGA et al., 2014; ARAUJO et al.,
2007; MANUEL; CHAVES, 2015).

Formas recentes de tratamento contra o cancer sao a hormonioterapia e

imunoterapia, modalidades terapéuticas que tem com o objetivo de impedir a acdo dos
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hormonios em células sensiveis e potencializar o sistema imunolégico, utilizando
anticorpos produzidos pelo préprio paciente ou em laboratério, respectivamente

(ALVARENGA et al., 2014; INCA, 2017c¢).

1.2. A QUIMICA INORGANICA MEDICINAL E O
PLANEJAMENTO DE FARMACOS

A quimica medicinal continua a ser uma ciéncia desafiadora (MONTANAR]I,
2000; SILVA, 2013). Os quimicos participam dos fundamentos da prevencao, terapia e
compreensdo das doengas e assim, contribuem para uma vida mais sauddvel,
apresentando carater interdisciplinar nas dreas de ciéncias bioldgicas, médicas,
farmaceéuticas, quimicas e outras (FONTES, ANA PAULA SOARES; CESAR, ELOI
TEIXEIRA E BERALDO, 2005; MANUEL; CHAVES, 2015). Neste sentido, destina-
se a descoberta, desenho, identificacdo de compostos biologicamente ativos, estudo do
seu metabolismo a nivel molecular e o estudo de relacdes estrutura-atividade. A quimica
organica tem feito inumeras contribui¢cdes para a medicina, através da descoberta de
principios ativos, do planejamento e da sintese de firmacos (HASSAN et al., 2014;
SCOLARQO et al., 2007). A quimica inorganica tem o papel semelhante e relevante,
tanto na clinica quanto na pesquisa € no desenvolvimento de novos medicamentos
(ARAGAO et al., 1994; CARLOS LIMA; RODRIGUEZ, 2011; MONTANARI, 2000).

A quimica inorganica medicinal teve seu impulso através de Paul Ehrlich, pai
da quimioterapia e autor do conceito “bala magica”, usando compostos para atacar um
organismo invasor, sem ataque ao hospedeiro, introduzindo as primeiras ideias sobre
relagdo estrutura-atividade (BERALDO, 2005; SA, 2011). A Figura 4 representa, a
estrutura proposta por Paul Ehrlich para o metalofarmaco desenvolvido a base do metal

arsénio conhecido como arsfenamina (Salvarsan), utilizado para tratamento da Sifilis.

Figura 4: Metalofdirmaco arsfenamina conhecido como Salvarsan

OH

H,N
2 NH2

HO

Fonte: Autora
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Dentre as descobertas dos compostos a base de ions metdlicos com
propriedades medicinais, destaca-se o cis-[PtCI,(NH3),] que apresentou propriedades
antitumorais, observadas por Barnett Rosenberg e colaboradores (CHABNER, 2010;
DASARI; BERNARD TCHOUNWOU, 2014; FONTES; DE ALMEIDA; DE
ANDRADE NADER, 1997; TUNDO et al., 2015). A Figura 5, representa 0 composto
cisplatina que teve autorizacdo pela FDA (Food Drug Administration), para o
tratamento de diversos tipos de cancer, acarretando no sucesso do agente antineoplasico.

O composto cis-[PtCl,(NHs3),], apresenta mecanismo de ag¢do por meio de
ligacdes covalentes com bases nitrogenadas do DNA (FONTES; DE ALMEIDA; DE
ANDRADE NADER, 1997; NEVES; VARGAS, 2011). Os estudos apontam que, o
cisplatina, ao entrar na célula, sofre sucessivas reacdes de hidrélise para formar as
espécies ativas, [Pt(NH3),CI(OHy)]+ e [Pt(NH3),(OHy)s]x'e se liga ao DNA, assim
interferem nos processos de transcricdo e replicagdo celular, levando a apoptose
(FONTES, ANA PAULA SOARES; CESAR, ELOI TEIXEIRA E BERALDO, 2005;
FONTES; DE ALMEIDA; DE ANDRADE NADER, 1997). Vale ressaltar que, alguns
efeitos colaterais persistiram durante ao uso do cisplatina, tais como: resisténcia pelo
organismo, neurotoxicidade, nefrotoxicidade, vOomitos, fadiga e diarreia (BARREIRO;
FRAGA, 2015; DASARI; BERNARD TCHOUNWOU, 2014; TUNDO et al., 2015).
Diante dos problemas ocorridos durante o tratamento do céncer, usando cis-
[PtClx(NH3),2], a busca por outros complexos metalicos com potenciais aplicacdes
farmacoldgicas e menores efeitos colaterais, tem sido alvo de muita pesquisa em
quimica inorganica objetivando aplicacdes medicinais (AMIR et al., 2014; DASARI;
BERNARD TCHOUNWOU, 2014; KATHIRESAN et al., 2016).

Figura 5: Estrutura do farmaco inorganico conhecido como cisplatina

c,  (NH,

N
s, [N

Pt
Ci NH,

Fonte: Autora
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Pesquisas nesta drea buscaram por drogas da segunda e terceira geracdes de
platina que foram obtidas e submetidas a testes bioldgicos e chegaram as fases de
ensaios clinicos (ALMOTAIRY et al., 2017; BIERSACK; SCHOBERT, 2009;
NOTARO; GASSER, 2017; WANG et al., 2018). E apds, autorizadas para
comercializacdo pela FDA (Food and Drug Administration), foram a carboplatina e a
oxaloplatina. Entretanto, as drogas nedaplatina, lobaplatina e heptaplatina foram
aprovadas para usos clinicos com comercializagdo restrita ao Japao, China e Coréia,
respectivamente (NEVES; VARGAS, 2011; TRUDU et al.,, 2015; VAN RUT;
SADLER, 2009; ZHE LIU, 2014). Na Figura 6, sdo representadas as drogas (a)

carboplatina, (b) oxaloplatina, (c) nedaplatina, (d) lobaplatina e (e) heptaplatina.

Figura 6: Compostos de platina (II) com uso clinico: (a) carboplatina; (b) oxaliplatina; (c)

nedaplatina; (d) lobaplatina e (e) heptaplatina

/Oi>o<> W Y
~ O (a) C’EN!O:I:O (b) W \O

Ny,

NH2 o :é (d) >—‘< QNQ « :?

Fonte: Autora

A carboplatina [cis-diamino(2-ciclobutanodicarboxilato)] platina (II)) possui
uma estrutura diferente do cisplatina em relacdo a presenca de ligantes do tipo
carboxilato no lugar dos ligantes cloretos labeis (FONTES; DE ALMEIDA; DE
ANDRADE NADER, 1997; NEVES; VARGAS, 2011). O carboxilato confere maior
solubilidade em dgua, comparado a cisplatina, apresenta uma menor reatividade, quando
comparado com o composto cisplatina, ligando-se em menor extensdo as proteinas do
plasma, além de ser mais facilmente excretado pela urina. Porém, este farmaco é menos
ativo que a droga cisplatina contra alguns tipos de canceres, como os de cabeca, pescoco
e bexiga, mas possui eficdcia similar a da cisplatina em carcinoma de pulmao
(FARNAZ et al., 2018; IMRAN et al., 2018; ZHAO et al., 2018).

A oxaliplatina [trans-1R, 2R-diaminociclohexano (DACH)-oxalatoplatina (II)],
difere do cisplatina pela presenga do grupo labeis oxalato e do ligante carreador DACH

(diaminociclohexano) (FARNAZ et al., 2018; NEVES; VARGAS, 2011). Os adutos de
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platina formados neste caso nao sdao reconhecidos pelo sistema de reparo do DNA,
fazendo com que este farmaco seja ativo em linhagens de células resistentes ao
cisplatina. Além disso, seus metabdlitos ativos se acumulam pouco no plasma,
implicando em auséncia de nefrotoxicidade (DALIAN et al., 2013; NEVES; VARGAS,
2011; PIRPOUR TAZEHKAND et al., 2018).

1.2.1. Compostos de coordenagdo como potenciais agentes

quimioterapicos

Os compostos de coordenacdo tém sido usados ao longo da histéria da
medicina humana para tratar varias doencas (REIS, 2014; SILVA, 2013). Esses metais
como platina, ouro, cobre, gilio e ruténio, tém atraido atencdo, devido as suas
propriedades bioldgicas promissoras, especialmente atividade antitumoral (KOSTOVA,
2006; MAVROIDI et al., 2016). Os complexos de ouro t€ém apresentado boas
perspectivas para o problema da resisténcia a cisplatina (BERALDO, 2005). Os
complexos de ouro (III) tornam-se alvos de pesquisas contra o cancer e possuem grande
potencial para entrar em ensaios clinicos, ja que alguns deles sdo altamente citotoxicos
para tumores sélidos in vitro, enquanto causam toxicidade minima (LUM et al., 2014;
RAMACHANDRAN et al., 2017). Ao contrario da cisplatina, os principais alvos
bioldgicos dos complexos de ouro (III) e os mecanismos de acdo da citotoxicidade
induzida pelo ouro ainda sdo desconhecidos (TIEKINK, 2002).

Os complexos de ouro (III) foram sintetizados para assemelhar-se com a
estrutura da cisplatina. Estudos in vitro com compostos de ouro (III) mostraram fracas
interacOoes com DNA, além de serem menos estdveis sob condic¢des fisiologicas devido
ao seu alto potencial de reducdo e rapida hidrolise (ALTAF et al., 2017; MILACIC;
DOU, 2009). Portanto, a seletividade adequada de ligantes para aumentar a estabilidade
dos compostos € um grande desafio no desenho reacional de complexos de ouro (III).
Neste intuito, (LAZAREVIC; RILAK; BUGARCIC, 2017a), sintetizaram uma série de
complexos de ouro (III) com ligantes quelatos como [Au(en)Cl,][Cl] (en=1,2
etilenodiamino, [Au(dien)CI][Cl;] (dien=dietilenotriamina), [Au(ciclam)]ClO4]
(ciclam=1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano) e [Au(phen)(Cl;,)][Cl] (Phen = fenantrolina /
terpiridina), a fim de aumentar a estabilidade do centro metdlico (ouro). As suas

propriedades citotoxicas foram testadas em células de tumor de ovario humano
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(A2780), resistente a cisplatina. Na maioria dos casos os compostos investigados
mostraram propriedades citotoxicas relevantes com valores de IC50 entre 0,2 e 10 uM
(LAZAREVIC; RILAK; BUGARCIC, 2017b).

O cobre ¢ um elemento essencial, associado as vias bioldgicas, pois atua como
um cofator na maioria dos organismos aerébicos (HORDYJEWSKA; POPIOLEK;
KOCOT, 2014; WANG et al., 2010). Os complexos de cobre sdao esperados serem
menos téxicos, por ser um metal endégeno e apresentar atividades antiproliferativas.
Embora, o nivel de cobre no organismo humano seja controlado, altos niveis séricos e
teciduais de cobre foram encontrados em muitos tipos de canceres humanos (mama,
linfoma, préstata, célon, pulmio) (BLOCKHUYS; WITTUNG-STAFSHEDE, 2017;
FESTA; THIELE, 2011). Esses fendmenos estdo relacionados a importante fun¢do do
cobre na angiogénese, essencial para o crescimento, invasdo e metdstase. Em vista
disso, confirmou-se que os compostos de cobre com ligantes quelantes podem ter um
alto valor terapéutico atuando como moléculas antiangiogénicas. Estudos mostram que
alguns complexos de cobre podem atuar como agentes anticancerigenos em sistemas in
vitro e in vivo (ARNESANO; NARDELLA; NATILE, 2018; BLOCKHUYS;
WITTUNG-STAFSHEDE, 2017; FESTA; THIELE, 2011).

Os complexos de cobre (II) coordenados as isoflavonas mostraram
citotoxicidade moderada contra cinco linhagens celulares de cancer humano, com
valores de IC50 na faixa de 10-50 uM (PETERSON et al., 1998; SANTINI et al., 2014).
Os complexos mostraram efeitos inibitorios mais fortes que as isoflavonas livres ou o
fon metélico. Além disso, complexos de cobre (II) com hesperedina e apigenina
mostraram inibi¢do do crescimento das linhagens celulares SGC-7901 e Hep-G2, em
comparagdo com os ligantes livres (SANTINI et al., 2014). Em um estudo recente, foi
demonstrado que um complexo de cobre (II) com quercetina pode clivar o DNA,
gerando quebras simples e duplas do DNA, aumentando o nivel de espécies reativas de
oxigénio que produzem dano oxidativo ao DNA e acaba induzindo apoptose (SANTINI
et al., 2014).

Estudos mostraram que os compostos a base de gélio tém potencial atividade
terapéutica contra certos tipos de cancer (CHITAMBAR et al., 2018; CHITAMBAR;
SAX, 1992; PADILHA et al., 2017). Possuindo caracteristica como mimético de ferro,
o gélio perturba os processos de proliferacao dependentes de ferro nas células tumorais.

A acdo do galio na homeostase do ferro leva a ruptura da rebonucledtideo redutase, da
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funcdo mitocondrial e da regulacio do receptor da transferrina e da
ferritina(CHITAMBAR; ANTHOLINE, 2013; CHITAMBAR; SAX, 1992; WU et al.,
2015). Além disso, o nitrato de gélio (primeiro composto de gilio que foi investigado
em ensaios de fases I e Il como agentes anticancerigenos) estimula um aumento nas
espécies de oxigénio reativo mitocondrial nas células, o que desencadeia a regulacio
positiva da metalotioneina e da hemoxigenase-1. Ensaios clinicos mais recentes com
esse composto de gdlio, mostram que a citotoxicidade ainda precisa ser elucidada
(ABRAMS; MURRER, 1993; CHITAMBAR, 2010).

Segundo (QI et al., 2018), uma série de complexos de gdlio (III) com ligantes
tiossemicarbazonas apresentam atividade antiproliferativas significativas. Os resultados
da relacdo estrutura-atividade mostraram que a modificacdo do grupo lipofilico do
ligante melhora sua atividade antiproliferativa, e a atividade biol6gica aumentam ainda
mais apods a coordenacgdo de tiossemicarbazonas com o gélio. Estudos sobre mecanismo
de apoptose demonstraram que os ligantes tiossemicarbazonas e os complexos galio
(IIT) promovem a apoptose de MCF-7 através da via apoptdtica mitocondrial de uma
maneira dependente da dose (QI er al, 2018). A deteccio de mecanismos
anticancerigenos mostrou que a citotoxicidade dos complexos gdlio (III) aumentou na
capacidade de promover a apoptose em células MCF-7, mas também no ciclo celular

(Qletal., 2018).

1.2.2. Compostos de ruténio como potenciais agentes quimioterapicos

Diante de varios compostos de coordenagdo testados, os de ruténio tém se
destacado como agentes antitumorais (ARAGAO et al., 1994; KOSTOVA, 2006; LI;
COLLINS; KEENE, 2015). Nos tltimos anos, varios complexos de ruténio surgiram na
literatura, principalmente projetados para substituir a droga cisplatina, devido as vdrias
vantagens que eles apresentam, tais como: propriedade antimetastdtica, toxicidade
reduzida e atuarem em diversas linhagens celulares resistentes as drogas baseadas em
platina (CLARKE, 2002; STEVENS et al., 2013; VAN RIJT; SADLER, 2009). Desde
entdo, tem desenvolvido indimeros complexos de ruténio, alguns dos quais com
resultados bastante promissores, que atuam por mecanismos distintos dos complexos de
platina. Recentemente, t€ém também sido estudadas as interagdes dos compostos de

ruténio com provaveis biomoléculas e proteinas (DNA, BSA, HSA, transferrina)
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(BARBOSA et al., 2014; CUNHA et al., 2018; MASSONI et al., 2017; VAN RUT;
SADLER, 2009).

O ruténio tem um conjunto de caracteristicas que o torna um metal promissor
para desenho de metalofarmacos (ALLARDYCE; DYSON, 2001; CUNHA et al., 2016;
DAVID et al., 2012). Destaca-se, entre os metais de coordenagao, pela sua capacidade
de formar complexos com uma variedade de estado de oxidagdo, principalmente (+2) e
(+3) (BARBOSA et al., 2014; BERGAMO; SAVA, 2007; LI; COLLINS; KEENE,
2015). Por exemplo, complexos de ruténio (III) sdo desenhados para atuarem como pré-
farmacos, circulando pelo organismo, de forma inertes (via proteinas transportadoras),
até chegarem ao tumor (BARBOSA et al., 2014; TRONDL et al.,, 2014). Entdo, o
ambiente em hipéxia induziria a reducdo do Ru (III) a Ru (II), podendo ser uma
caracteristica que o torna citotoxico levando a apoptose nas células tumorais
(FARRELL, 1989; VAN RUIT; SADLER, 2009). Desse ponto de vista, o ruténio
apresenta boa aplicacdo clinica, devido a baixa toxicidade que pode estar relacionada
em “mimetizar” o ferro na ligacdo a vdrias biomoléculas incluindo a transferrina e
albumina, uma vez que ambos se encontram localizados no mesmo grupo da tabela
peridédica (GAMBINO; OTERO, 2012; KOSTOVA, 2006; ZHE LIU, 2014).

Como as células cancerosas t€ém uma elevada divisdo celular e necessitam
assim de uma quantidade maior de ferro, os receptores transferrina estdo nestas células
em maior quantidade que uma célula sauddvel, e assim a ligacdo dos farmacos de
ruténio possibilita uma distribuicdo mais eficiente nas células cancerosas (ALESSIO,
2017a; VAN RIJT; SADLER, 2009). Nessa perspectiva, trés agentes antineopldsicos de
ruténio (III) obtiveram destaque, conforme sdo representados na Figura 7, (a) o NAMI-
A [trans - imidazol dimetilsulféxido tetracloro rutenato (III) de imidazdlio], (b) KP1019
[trans — tetraclorobis (1H — indazole) rutenato (III) de indazdlio] e (¢c) NKP-1339 [trans
— tetraclorobis (1H — indazole) rutenato (III) de sodium] (DWYER et al., 2018;
STEVENS et al., 2016; TRONDL et al., 2014), respectivamente.
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Figura 7: Compostos de ruténio (III) que se entram em ensaios clinicos: (a) NAMI-A; (b)

KP1019; (c) NKP-1339
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O NAMI-A foi o primeiro complexo de ruténio (III) a dar entrada em estudos
clinicos. Mostrou-se muito eficaz no tratamento de metastases (ALESSIO, 2017a;
ALESSIO et al., 1991). Em comparagdo com cisplatina apresenta uma atividade mais
significativa em relacdo a metdstases de cancer pulmonar (ALESSIO, 2017b;
GABBIANI er al., 2010; MESSORI et al., 2000). Entretanto, testes in vivo
(camundongos) evidenciaram as principais falhas deste metalofarmaco: o NAMI-A
tende a concentrar em tecidos ricos em coldgeno, o que significa que apesar da
especificidade deste complexo para metéstases de certos tipos de cancer, acaba afetando
os tecidos sauddveis dos rins e do figado, assim mostrando toxicidade (BRATSOS et
al., 2007; GROESSL et al., 2007). Entdo, foi recentemente retirado das fases de ensaios
clinicos devido a sua baixa eficdcia em relagdo aos ensaios (ALESSIO, 2017a).

O KP1019 foi desenvolvido por Keppler et.al, apresenta citotoxicidade contra
tumores primérios (DEPENBROCK et al., 1997; KAPITZA et al., 2005). A sua
atividade foi testada in vivo em tumores primdrios (em tumores colorretais de ratos),
tendo-se mostrado eficiente na reducdo da massa do tumor, enquanto que a cisplatina se
mostrou inativa (LOPES et al., 2015; STEVENS et al., 2016). O KP1019 liga-se muito
rapidamente a albumina e € muito eficientemente transportado por esta proteina
(DEPENBROCK et al.,, 1997; SINGH et al., 2014a). Também € considerado um
ativador da morte celular devido a provavel interacio com moléculas responsaveis pela
sobrevivéncia da célula. Sabe-se que ele promove apoptose mitocondrial (DWYER et
al., 2018; SINGH et al., 2014a; STEVENS et al., 2016). Estudos sobre a interacdao do
KP1019 com o DNA mostraram que seu modo de acdo € similar a droga cisplatina,
entretanto, com intensidade de aproximadamente 15 vezes menor no que se referem as
ligacdes cruzadas DNA-DNA e DNA-proteina (JAKUPEC et al., 2008; STEVENS et
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al., 2016). O seu mecanismo exato ainda ndo foi elucidado (DWYER et al., 2018;
SINGH et al., 2014b, 2014a).

Atualmente, o composto em destaque ¢ o NKP-1339, que recentemente
mostrou novos resultados promissores em ensaios clinicos de fase I, com baixos efeitos
colaterais, relatados por Keppler, et. al. O NKP-1339 é o primeiro complexo
antineoplésico baseado em ruténio em fase clinica contra cancer sélido (FLOCKE et al.,
2016). O NKP-1339 apresenta atividade antitumoral baseada na ativagdo no meio
redutor, e nas fortes interagcdes com as proteinas séricas, tais como albumina e
transferrina (BLAZEVIC et al., 2017). A atividade redox do complexo representa um
importante modo de acdo, levando a perturbacdo do equilibrio redox celular (BUCHEL
et al., 2017). Estas perturba¢cdes no equilibrio celular provocam a indugdo da paragem
do ciclo celular na transicao entre a fase G2 e mitose (G2/M), o bloqueio da sintese do
DNA e a induc¢do da apoptose através da via mitocondrial (TRONDL et al., 2015).

Recentemente o interesse por novos complexos de ruténio (II) bioativos como
agentes antineopldsicos tem aumentado, por exibirem atividades promissoras, tanto em
estudos in vitro e in vivo (COSTA et al.,, 2017; VAN RIJT; SADLER, 2009). Um
grande numero de complexos de ruténio (II) com diferentes tipos de ligantes tém sido
estudados e os resultados destes complexos em relacdo aos vdrios tipos de linhagens
tumorais ou normais dependem do tipo de ligantes coordenados ao metal (OLIVEIRA et
al., 2017a, 2017b). Entdo, iniciou-se uma busca por complexos de ruténio (II) que
tivessem ligantes contribuissem para atividade anticancerigena (ALLARDYCE;
DYSON, 2001; VAN RIJT; SADLER, 2009).

Os compostos de ruténio (II) da classe de organometdlicos com ligantes arenos
conhecidos como pseudo-octdedricos, no qual o areno estabiliza o ruténio no estado de
oxidagdo (+2) (ANG et al., 2011; FRICKER, 2011; WANG et al., 2005). Possuem
arcaboucos do tipo “banco de piano” meio sanduiche, oferecendo muito espago e
potencial para modificagdes no areno e seus substituintes (R) (ANG et al., 2009;
CUNHA et al., 2016; ZHENG et al., 2016). Os complexos organometdlicos de ruténio
(II) foram sintetizados tendo em vista o DNA como o principal alvo bioldgico
(ALLARDYCE; DYSON, 2001; COSTA et al., 2017). Assim, foram estudados
complexos conhecidos como RAPTA , de compostos de ruténio (II) organometdlicos
como o ligante PTA (PTA = 1,3,5 — triaza — 7 — fosfoadamanteno) (ALLARDYCE;
DYSON, 2001; ANG et al., 2011; CHATTERIEE et al., 2008). A familia RAPTA, sao
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caracterizados pela presenca de um ligante monodentado PTA altamente solivel em
dgua ao complexo, e pela presenca do ligante n6 — areno, ligeiramente hidrofébico
(BERNDSEN et al., 2017b; CHATTERIJEE et al., 2008). Além disso, demonstram ser
agentes tumorais de toxicidade baixa e elevada seletividade as células cancerosa (ANG
et al., 2011; SCOLARO et al., 2005, 2008).

Na Figura 8 (a), ¢ representado a estrutura do composto [(n6—p—
cimeno)Ru(PTA)CIl,], conhecido como RAPTA — C, que apresenta um papel central na
avaliagdo bioldgica sendo o composto de referéncia a partir do qual os outros compostos
RAPTA sdo desenvolvidos. Um estudo demonstrou que complexos RAPTA, com
ligantes arenos modificados, sdo ligeiramente téxicos contra linhagens celulares
tumorais € uma baixa toxicidade contra linhagens celulares ndo tumorais, apresentando
assim uma seletividade para células tumorais (BERNDSEN et al., 2017b;
CHATTERIJEE et al., 2008; MURRAY et al., 2016). Na Figura 8 (b), € mostrado o
exemplo do RAPTA -T, [(n6 — tolueno) Ru"(PTA)CL], que demonstrou inibir
seletivamente o desenvolvimento e o crescimento de metdstases do pulmao,
observando-se que se ligam preferencialmente as proteinas-chaves envolvidas no ciclo
celular, levando eventualmente a morte celular (LEE et al., 2017; MURRAY et al.,
2016).

Figura 8: Compostos de ruténio (II) em fase de otimizagdo: (a) RAPTA-C e (b) RAPTA-
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Fonte: Adaptado da viréncia

1.3. AMINOACIDOS

Os aminodcidos também chamados de monopeptideos, apresentam atividades

importantes na parte bioldgica e sdo encontrados em peptideos e proteinas (ALMEIDA
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et al., 2014a; MELLO-ANDRADE et al., 2017). Consistem de um grupo funcional
acido carboxilico (-COOH), um grupo amino (-NH;) e um hidrogénio (-H) ligados ao
atomo de carbono o (SANTOS et al., 2016, 2018). Também possuem grupo R (cadeia
lateral) distintos, associados ao carbono o, e este possui arranjo tetraédrico ou
assimétrico (exceto a glicina onde o grupo R é o hidrogénio) (NAKAMOTO, 2006;
RICCI, 2008). Assim, cada aminodcido possui a sua identidade e natureza diferente,
assegurando diversas classificacdes como polaridade, acidez e basicidade, por exemplo,
podem ser alifdticos, aromaticos, 4cidos e basicos (RAMOS, 2006; RICCI, 2008). Na

Figura 9, representa a estrutura geral dos aminodcidos.

Figura 9: Estrutura geral dos aminodcidos, representando os grupos dcido carboxilico,

amino e o hidrogénio do carbono

H

Fonte: site:brasilescola.uol.com.br

Os aminodcidos podem ser essenciais ou nao-essenciais (RICCI, 2008;
SANTOS et al.,, 2016). Os essenciais sdo aqueles que ndo sdo sintetizados pelo
organismo e precisam estar presentes na dieta. E os ndo-essenciais sdo aqueles que sao
sintetizados pelo corpo (JUNIOR; FRANCISCO, 2006; RICCI, 2008). Todos os seres
vivos utilizam desses aminodcidos para sintetizar suas proteinas, combinando de
variadas formas possiveis de acordo com a expressdo génica contida no DNA, sendo
algumas espécies capazes de fabrica-los integralmente, ou seja, todos os tipos, enquanto
outras necessitam adquiri-los através dos alimentos (RICCI, 2008; SANTOS et al.,
2018).

Segundo (NAKAMOTO, 2006), os aminoédcidos sdo conhecidos por formarem
quelatos estdveis de cinco membros com diversos ions metdlicos através dos grupos
acidos carboxilicos, aminos e caso contenha enxofre, tornando-se sitios de coordenagao.
Dessa forma, os grupos ligados ao carbono a tem atraido a atencdo da quimica de

coordenagdo e organometdlica, como ligantes versateis. As espécies de aminodcidos
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diferem consequentemente sua capacidade de se coordenarem ao fon metdlico
(ALMEIDA, 2009; GURD; WILCOX, 1956; MAVROIDI et al., 2016).

Vale ressaltar que, com exce¢do da glicina, os aminodcidos apresentam pelo
menos um carbono quiral em sua estrutura (ALMEIDA et al., 2014a; POPOLIN et al.,
2017). Existem duas formas Opticas ativas, denominadas D-aminodcido e L-aminodcido.
Essas configuracdes, D (dextrégiro) e L (levégiro), referem-se ao carbono quiral com
um sentido da rotacdo Optica dos aminodcidos (enantiomeros) diferindo-se quando
coordenados ao metal tornando uma configuracdo espacial A (Lambda) com rotacdo no
sentido anti-horario da hélice e A (Delta) com rotagao no sentido horario da hélice para
o composto que apresenta enantidmeros do tipo diastereoisdomeros (ALMEIDA et al.,
2014a; PORTO et al., 2015; SANTOS et al., 2018). Na Figura 10, ¢ mostrada a

configuragdo da rotacdo otica dos aminoécidos.

Figura 10: Representacao das configuracdes L e D da rotagdo 6tica do aminodcido

L-amino D-amino

Fonte: site:brasilescola.uol.com.br

De acordo com Almeida et al. ( 2014), novos compostos de ruténio (II) com
formula geral [Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFs onde AA = aminoéacido desprotonado, dppb =
1,4 bis (difenilfosfino) butano, bipy= 2,2 — bipiridina, mostraram em in vitro, boas
atividades citotéxicas nas linhagens de células tumorais de mama (MDA-MB-231) e
prostata (DU 145). Tais atividades sdo atribuidas as estruturas dos complexos como um
todo, sendo que a bifosfina (dppb), quanto os aminodcidos, contribuem para a
estabilizacao das estruturas dos complexos.

Recentemente novos compostos de ruténio com aminodacido, foram sintetizados
com a férmula geral [Ru(AA)(dppb)(4-mebipy)]PFs, onde mebipy = 4,4'-dimetil-2,2'-

bipiridina. Os novos complexos exibem valores de ICsy contra células de tumor da
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mama (MDA-MB-231) compardveis com a cisplatina. Além disso, o complexo a base
de Ru (II) com triptofano inibiu a adesdo de células tumorais ao coldgeno tipo I
(SANTOS et al., 2016). Portanto, o uso de complexos de ruténio contendo aminodcidos
pode ser uma ferramenta promissora para o desenvolvimento de novos agentes

terapéuticos.

1.4. LIGANTES FOSFINICOS

As fosfinas s@o ligantes neutros que apresentam um par de elétrons capaz de
formar ligagdes (o) estdveis e orbitais (c*dm) capazes de receber elétrons que sdo
capazes de ocorrer a retrodoagdo (FRANCISCO, 2015; OLIVEIRA et al., 2017b). O
ruténio (II) possui orbitais d preenchidos e pode doar estes para os orbitais vazios do
ligante, que apresentam a mesma simetria (ALLEN, 2014; ASSEM, L., TAKAMIYA,
2007). Neste caso, a densidade eletronica € compartilhada entre o ligante e o metal,
estabilizando as ligagdes (CARLOS LIMA; RODRIGUEZ, 2011; HERAULT et al.,
2015).

Os ligantes mono e bifosfinicos podem coordena-se fortemente a muitos metais
de coordenacdo em vdrios estados de oxidacdo e exercer alteracdes fundamentais sobre
a reatividade do centro metélico, tais como o efeito trans que consiste no
enfraquecimento dos ligantes na direcdo trans relativo a outros ligantes (ALLEN, 2014;
CARLOS LIMA; RODRIGUEZ, 2011; FRANCISCO, 2015). Em um efeito trans
competitivo, os ligantes m aceitadores (por exemplo, fosfina) competem com outros
ligantes © aceitadores trans — relacionados (por exemplo, nitrogenados que apresentam
retrodoacdo) pelos elétrons do centro metélico, retirando densidade eletronica do metal
e, consequentemente a preferéncia dos ligantes em se posicionar na forma cis em
relacdo a outra (KOEBEL, 1974; VALLE et al., 2008). Na Figura 11, esta representada

a retrodoacgdo entre metal-ligante.
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Figura 11: Representagdo das ligacdes o e 7 (retrodoagdo) entre metal-ligante

Fonte: Rocha, 2016 (adaptada)

Os complexos fosfinicos tém despertado interesse na area de catdlise e na
avaliacdo da atividade antitumoral (OLIVEIRA et al., 2017b; QUEIROZ, SALETE
LINHARES; BATISTA, 1998). Um exemplo de complexo contento fosfina é o
composto auronofina, um farmaco de uso clinico como agente antiartritico e também
apresenta capacidade de destruir células tumorais (ALESSIO; GUO, 2017; WANG et
al., 2005). Outro exemplo é o complexo [Au(dppe).]Cl, que apresenta atividade
antitumoral contra linhagens de leucemia (P377 e L1210). Complexos de ruténio
contendo ligantes fosfinicos no seu arcabouco s@o amplamente usados no estudo de
compostos biologicamente ativos (QUEIROZ; BATISTA, 1996; VALLE et al., 2008).
A insercdo de fosfinas tercidrias na estrutura molecular do complexo, aumenta sua
lipofilicidade e, consequentemente, pode auxiliar a sua permeabilidade através da
membrana celular (ALLEN, 2014; CHATT; HAYTER, 1961). Na Figura 12, ¢
mostrado a bifosfina utilizada no trabalho como ligante, a 1,1-bis(difenilfosfina)metano
conhecida como dppm podendo estabilizar a estrutura do novo complexo e auxiliar na

capacidade da lipofilicidade.
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Figura 12: Estrutura da bifosfina dppm
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Fonte: Autora

Investigacbes mostram que as bifosfinas apresentam atividades citotéxicas e
quando coordenadas aumentam essas atividades. Segundo Lopes, et.al. (2015), dois
novos complexos de ruténio (II) contendo dppm e os anions as drogas anti-inflamatdrias
diclofenaco e ibuprofeno com férmula [Ru(dicl(dppm),]PFs e [Ru(ibu)(dppm),]PFe,
foram sintetizados e caracterizados por varias técnicas, além do mais, foi feito ensaios
de interacdo com DNA e testes in vitro de atividades citotdxicas contra um painel de
linhagens de células humanas.

Os ensaios de atividade de citotoxicidade in vitro dos complexos
[Ru(dicl(dppm);]PFs e [Ru(ibu)(dppm);]PFs indicam uma alta atividade contra trés
linhagens de células tumorais humanas. Na verdade, um dos complexos foi mais ativo
do que a cisplatina contra duas células tumorais, sendo interessante observar a troca de
ligantes de cloretos do cis-[RuCl,(dppm).] pelo diclofenaco e ibuprofeno (LOPES et al.,
2015). Resultou em maior atividade citotoxica, provavelmente devido as diferengas na
lipofilicidade sobre a complexacdo, influenciando a quantidade de composto que fica
dentro das células. Mais estudos sdo necessarios para verificar os alvos bioldgicos dessa
classe de complexos de ruténio (II). Embora esses complexos apresentem baixa
seletividade, eles apresentam potencial para o tratamento de adenocarcinoma de mama e
gliobastoma, uma vez que apresentam um valor de SI semelhante ao da cisplatina, mas
uma atividade maior, podendo ser usados em concentracdes mais baixas (LOPES et al.,

2015).
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1.5. INTERACOES DOS COMPOSTOS DE RUTENIO (II) COM
BIOMOLECULAS

Todo fadrmaco, ao entrar no organismo € transportado pelo sangue,
independente da via de administracdo oral, intravenosa ou intramuscular e antes de
atingir o seu alvo encontra uma diversidade imensa de substincias presentes no sangue
(SILVA, 2013; SILVEIRA, 2008). A maioria das biomoléculas, como as proteinas e os
acidos nucléicos, possuem em suas estruturas dtomos de nitrogénio e de enxofre, os
quais sdo doadores de elétrons, sendo assim, adequados para fazerem ligagdes com
metais, no sangue(LOUDA, 2012; SILVEIRA, 2008). Um aspecto importante no
desenvolvimento de drogas com atividade citotoxica, € coordenar ligantes que possuam
a capacidade de interagir com biomoléculas (LOUDA, 2012; MOREIRA et al., 2015a).

O estudo de interagdo dos fadrmacos com biomoléculas € um passo importante
para o entendimento do mecanismo de acdo, no entanto, esta € uma tarefa bastante
complexa, uma vez que ndo se sabe como estes irdo se comportar no Organismo
(BARREIRO; FRAGA, 2015; CALDAS et al., 2011; MOREIRA et al., 2015a).
Reporta-se na literatura, as principais biomoléculas: DNA, albuminas, transferrina e
proteinas enzimadticas como topsomerase, dedo de zinco com compostos de ruténio e
outros metais (COLINA-VEGAS et al., 2015; DE GRANDIS et al., 2017; PIEWAK;
BRINDELL, 2015).

1.5.1. Acido desoxirribonucleico (DNA)

S@o polimeros lineares de nucleotideos unidos por ligacdes fosfodiéster. A
cadeia de acucar-fosfato anidnica € hidrofilica e permanece em contato com a solugdo
aquosa do meio intracelular, enquanto as bases nitrogenadas, que sdo planares e mais
hidrofébicas, orientam-se para o interior (DE GRANDIS et al., 2017; ISMAIL et al.,
2017; SILVA, 2013). Possui uma estrutura supramolecular da hélice dupla que é
mantida por vdrias forcas nao-covalentes, tais como, interacdes m-m entre os anéis
aromadticos; ligacdes de hidrogénio entre as bases; atragc@o eletrostatica entre as cadeias
acticar-fosfato (negativas) e os citions em solucio (BANDEIRA; MENEZES; HELCIO,
2018; BARRA; NETTO, 2015).

O DNA se torna um dos principais alvos biolégicos para os agentes

42



. Sntroducio

antineoplésicos, devido ao centro metélico ser carregado positivamente fazendo com
que os compostos de coordenacdo geralmente sejam capazes de ligar-se a biomoléculas
negativamente carregadas, permitindo que proteinas e dcidos nucléicos sejam excelentes
alvos para os metalofirmacos (AMIR et al., 2016; BARRA; NETTO, 2015). Na Figura

13, € representado os possiveis modos de interacdo dos compostos com DNA.

Figura 13: Representacado esquemadtica de possiveis modos de interagdo compostos-DNA
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nitrogenada

Fonte: Barra e Netto, 2015

A interacdo de forma covalente, através da ligacdo direta do composto ao DNA
por suas bases nitrogenadas ou pelo grupo fosfato. A forma ndo-covalente através de
interacoes eletrostéticas, interagdes hidrofobicas no sulco menor do DNA ou por meio
da intercalacio (BARRA; NETTO, 2015; CAO et al.,, 2017; DE GRANDIS et al.,
2017).

1.5.2. Albumina do soro bovino (BSA)

Ressalta-se que, a etapa inicial para o desenvolvimento de novos farmacos seja
o estudo de interacdo dos compostos com proteinas, como a albumina, visto que
albuminas séricas sdo claramente moléculas de proteina globular extraordindria de
multiplas fungdes bioldgicas e farmacocinéticas. As albuminas tém agdes de armazenar,
transportar, metabolizar e excretar ampla gama de compostos exdgenos e endogenos
através da formacdo de adutos (COLINA-VEGAS et al., 2016; DE GRANDIS et al.,
2017; MOREIRA et al., 2015a).

Albuminas disponiveis no mercado, como a do soro bovino (BSA), tem sido

muito utilizada em estudos biomiméticos, devido a sua estabilidade, disponibilidade,
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baixo custo e semelhanga estrutural com a estrutura primdria da albumina humana
(HSA) (FARNAZ et al., 2018; LOUDA, 2012; MOREIRA et al, 2015a).
Comparativamente hd uma sequéncia homoéloga de 76% entre as albuminas bovina e
humana diferenciando apenas em: a) quantidade de residuos de triptofano (Trp), a BSA
contém dois residuos denominados Trp-134 e Trp-212, localizados nos subdominios 1B
e IIA, respectivamente, enquanto a HSA contém apenas um residuo, o Trp-214, situado
no subdominio IIA; b) sequéncia de sitios N-terminais: a BSA: a BSA apresenta a triade
Asp-Thr-His, e a HSA tem a triade terminal Asp-Ala-His (LOUDA, 2012; MOREIRA
et al., 2015a; ZHANG et al., 2016). Na Figura 14, é mostrado os arcabougos proteicos
das albuminas BSA e HSA.

Figura 14: Representacio dos arcabougos proteicos das albuminas do soro bovino (BSA)
e humano (HSA), destacando a localizacdo dos residuos de triptofano

0 Irp-214 O Trp-212

HSA BSA
Fonte: Moreira, 2015 adaptada

A interagdo entre os farmacos e a BSA € geralmente reversivel e, ocorre em
locais especificos (MOREIRA et al., 2015a; NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013). A
forca de ligacdo com estas proteinas de transporte € um dos fatores determinantes na
biodisponibilidade dos compostos, uma vez que afeta diretamente a farmacocinética e
farmacodinamica dos medicamentos, podendo levar a um aumento da solubilidade de
farmacos lipofilicos, permitindo-lhes assim atingir o seu local de acdo (DE GRANDIS
et al., 2017; LOUDA, 2012).

Entretanto, somente os farmacos ndo ligados a essa proteina podem ser
distribuidos para os tecidos podendo exercer assim sua atividade bioldgica. E valores
dos parametros termodindmicos com os diferentes tipos de forcas intermoleculares que
estdo envolvidos na interacdo de compostos no arcabougo proteico (MOREIRA et al.,

2015a; ROSS; SUBRAMANIAN, 1981). Uma maneira de monitorar as interacdes
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existentes entre o centro metdlico e a cavidade proteica e, consequentemente, obter
parametros fisico-quimicos € por meio do acompanhamento da supressdo de
fluorescéncia da albumina em presenca dos compostos de ruténio (II) (COLINA-
VEGAS et al., 2015; MOREIRA et al., 2015a).

Diante do exposto, optamos trabalhar com compostos de ruténio (II)
coordenados a ligantes bifosfinicos e aminodcidos, por que ji apresentavam uma
atividade bioldgica (ALMEIDA, 2009; SANTOS et al., 2016). E assim, estudar uma
possivel relacdo estrutura-atividade devido as modificacdes estruturais que irdo ocorrer
nos compostos por meio da interagdo com a proteina BSA e ensaios de citotoxicidade.

Na Figura 15, é mostrado o modelo reacional para esse estudo.

Figura 15: Esquema do modelo reacional para obten¢do dos novos compostos
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2.

OBJETIVOS

2.1.

2.2,

OBJETIVO GERAL

¢ Sintetizar compostos de ruténio (II) com aminoacidos, avaliando a

citotoxicidade em células tumorais e sua interacdo com alvos bioldgicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Obter complexos de ruténio (II) de formula [Ru(AA)(dppm),)]PFs, onde
AA = Glicina (Gly), L- Alanina (L-Ala), L-Metionina (L-Met), L-
Triptofano (L-Trp) e L-Acido Glutdmico (L-Glu); dppm = 1,1 - bis -

(difenilfosfina) metano;

% Avaliar a interacdo dos complexos com BSA por espectroscopia de

emissao de fluorescéncia;

¢ Investigar a citotoxicidade dos complexos de ruténio (II) em diferentes
linhagens: linhagens celulares A549 (Carcinoma de pulm@o humano),
MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama metastatico) e MRC-5 (linhagem

normal de pulmdo humano.
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3. METODOLOGIA

3.1. REAGENTES E SOLVENTES

Os reagentes utilizados foram de pureza analitica: RuCl;. nH,O, 1,1 — bis
(difenilfosfino) metano - (dppm), hexafluorofosfato de potassio (KPFg), aminoacidos:
glicina (gly), L - alanina (L- ala), L- metionina (L- met), L- triptofano (L-trp), L- dcido
glutamico (L-glu), albumina do soro bovino (BSA), 3,(4,5 — brometo de dimetiltiazol —
2 —il) — 2,5 — difeniltetraz6lio (MTT), sais usados para prepara¢do do tampao (Trizma
HCIl e Trizma NaOH).

Todos os reagentes utilizados foram de procedéncia Sigma — Aldrich com
pureza de 98%. Os principais solventes utilizados foram submetidos a purificacdo
prévia, segundo métodos usuais da literatura. Os solventes sdo: dimetilsulféxido
(DMSO) (CH3),SO, diclorometano (CH,Cl,), tolueno (C;Hg), metanol (CH3;OH),
hexano (C¢Hy4), etanol (C,HgO), acetona (C3HgO). O solvente deuterado
dimetilsulf6xido (DMSO) (CH3),SO (Aldrich), utilizado na técnica de espectroscopia de
RMN.

3.2. SINTESES DOS PRECURSORES

3.2.1. Sintese do complexo trans-[RuCl,(dppm),] (CHATT; HAYTER,
1961)

Em 30 mL de metanol, previamente desaerado, foram adicionados 0,50 g de
RuCls. nH,O (1,75 mmol) e 1,61 g (4,20 mmol) de 1,1 — bis (difenilfosfina) metano
(dppm). A mistura reacional foi mantida em refluxo em atmosfera inerte de argénio por
3 horas observando a formagdo de um precipitado amarelo, separado por filtracao e

lavado com metanol e éter etilico e secado a vacuo. Rendimento 1,15 g (70 %).
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3.2.2. Sintese  do  complexo  cis-[RuCly(dppm),]  (adaptada)
(SULLIVAN; CALVERT; MEYER, 1980; SULLIVAN; MEYER, 1982)

A sintese do cis — [RuCl(dppm),] € feita por isomerizag¢do térmica do trans -
[RuCl,(dppm);], como descrita a seguir: Em 30 mL de 1,2 — tolueno, previamente
desaerado, foram adicionados 0,50 g de trans-[RuCl,(dppm);]. O sistema foi mantido
em refluxo (~120°C) por 24 horas, observando a formagao de um precipitado amarelo,
separado por filtracdo e lavado com hexano e tolueno a quente (~110°C) e secado a

vacuo. Rendimento 0,42 g (85%).
3.3.  SINTESES DOS COMPOSTOS

As sinteses dos complexos com os aminoécidos (Gly, L — Ala, L— Met, L —
Trp, L — Glu), ocorreram todas de forma andloga. Em 10 mL de metanol, previamente
desaerado, foram dissolvidos o ligante aminodcido 0,37 mmol (27 mg) e trietilamina
0,37 mmol (51 mL). O sistema foi mantido sob refluxo, em atmosfera de argdnio, até
solubilizar por completo o ligante (~ 30 min). Apos, desligou-se o aquecimento € ao
atingir a temperatura ambiente adicionou-se o precursor cis- [RuCly(dppm);] 0,11 mmol
(100 mg) e agitou-se por 3 horas. A solucdo resultante foi filtrada e seu volume
reduzido a 5 mL seguido da adicdo do contra-ion KPF¢ 0,37 mmol (68 mg). Em seguida,
adicionou-se 10 mL dgua destilada e deixou-se na geladeira por 5 minutos, observando-
se a formagdo de um precipitado de coloracdo amarela que foi separado por filtragdo a
vdacuo, lavado com dgua destilada e secado a vacuo. O rendimento para os complexos

[Ru(AA)(dppm),]PF¢ foram de 80 — 85 %.
34. TECNICAS DE CARACTERIZA(;AO

As técnicas de caracterizagao foram realizadas na Universidade Federal de Sao
Carlos -UFSCar, nos laboratorios: Estruturas e Reatividades de Compostos Inorgénicos,
Andlise Elementar, Ressonancia Magnética Nuclear e o Instituto de Quimica e Fisica —

USP de Sio Carlos.
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34.1. Analise elementar

A andlise elementar do teor de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre, para
todos os compostos sintetizados foram feitas usando um analisador CHNS modelo EA

1108 FISONS.
3.4.2. Condutincia molar

As medidas de condutividade molar dos compostos sintetizados foram obtidas
usando um condutivimetro micronal B — 330 (equipado com célula de Pt com constante
igual 0,089 cm™). Foram preparadas solucdes dos compostos na concentracdo de 1 x 10

S mol L' em CH,Cl,.
34.3. Medidas eletroquimicas

As medidas de voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada,
(oxidacao/redugdo) foram realizados em um potenciostato/galvanostato Electrochemical
Analyzer, modelo BAS 100 B. As medidas foram realizadas em solucdo eletrolitica de
perclorato de tetrabutilam6nio (PTBA) 1,0x10 3 mol L' em diclorometano. Estes
experimentos foram realizados em uma célula eletroquimica com Ag/AgCl como
eletrodo de referéncia, e carbono vitreo como eletrodo de trabalho e Pt o eletrodo
auxiliar. Todos os experimentos eletroquimicos foram conduzidos a temperatura

ambiente.
34.4. Difracao de raios X

As medidas de difracdo de raios X de monocristal foram realizadas em um
difratdometro BRUKER APEX DUO, emprega radiacdo da linha Ka do molibdénio
(0,71070 A), a temperatura de 298 K. Os monocristais dos compostos foram obtidos por
evaporacdo lenta ou por difusdo de metanol em diclorometano. As estruturas foram
resolvidas com o programa SHELXS 97 usando métodos diretos, sucessivos mapas de

Fourier — diferenga que permitiram a localizacdo dos dtomos ndo hidrogénio. Com
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excecdo dos dtomos de hidrogénio, todos os demais foram refinados anisotropicamente.
Os refinamentos foram feitos pelo método dos minimos quadrados através do programa
SHELXL 97. Detalhes sobre coleta de dados e os parametros para cada complexo sdao

fornecidos nos apéndices.
34.5. Espectroscopia de absor¢ao na regiao UV/Vis

Os espectros na regido do ultravioleta e visivel foram obtidos em um
espectrofotometro de arranjo de diodo da Hewlett Packard, modelo 8452% Os espectros
foram obtidos em vérias diluicdes, partindo de 1 x 10 < mol.L"! nas cubetas de quartzo

com caminho 6ptico de 1 cm em DMSO (na janela de 240 — 800 nm).
3.4.6. Espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram realizados em
pastilha de KBr (Sigma-Aldrich, P.A.), na regido entre 4000 — 200 cm™, usando um
espectrofotometro Bomem Michelson FTMB — 102.

34.7. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear foram executados em um
espectrometro BRUKER DRX (com um campo de 100 MHz para "°C, 400 MHz 'H e
162 MHz para 31P). Foram analisados os niicleos de >'P {]H}, ]H, BC, com suas
correlagOes pelos experimentos bidimensionais de COSY ('"H-"He 'P-’'P), HSQC
(13C - 1H) e HMBC (31P - B, 'H - 13C) para a elucidagdo das estruturas. Utilizou-se
solvente diclorometano nao deuterados na presenca de um tubo capilar com &4gua
deuterada (D,O) como referéncia externa dos espectros de P {'H}. Os demais

experimentos foram realizados em dimetilsulféxido (DMSO) (CH3),SO deuterado.

34.8. Estudo de interagdo com BSA por espectroscopia de emissdo de

fluorescéncia

No estudo de interacdo proteina /complexo foi analisada a supressdo da
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fluorescéncia dos residuos de triptofano de uma solucdo 2,5 pmol. L' de BSA
(albumina do soro bovino, Sigma-Aldrich) em tampao Tris pH 7,4 (4,5 mmol. L™ Tris
HCI; 0,5 mmol. L' NaOH; 50 mmol. L' NaCl, todos Sigma-Aldrich). A extincdo da
intensidade de emissao do residuo em 315 nm (comprimento de onda de excitagdo 280
nm) foi monitorado empregando como supressores solucdes dos compostos dissolvidos
em DMSO, nas concentracdes 0 - 24 umol. L. Os espectros de fluorescéncia foram
adquiridos por triplicata na faixa de 300 — 500 nm, usando uma placa opaca de 96
pocos, nas temperaturas de 25 e 37 °C, empregando um leitor multidetec¢do da Biotek,

modelo Synergy H1.

3.4.09. Ensaios de viabilidade celular (método MTT)

A determinagdo da viabilidade celular foi feita, sob responsabilidade do Prof.
Dr. Alzir Azevedo Batista, pela aluna de doutorado Celisnolia Morais Leite. As
linhagens celulares empregadas nesse estudo foram MDA-MB-231 (adenocarcinoma de
mama) e A549 (carcinoma de pulmao humano) e MRC-5 (linhagem normal de pulmao
humano. As células foram cultivadas como cultura de monocamada aderente em meio
DMEM (Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (Dulbecco’s), suplementado com
soro fetal bovino (FBS) 10%. Foram mantidas a 37 °C, em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO,. Para a realizacdo dos ensaios de citotoxicidade, as células foram
tripsinizadas para a contagem e ajuste da quantidade de células.

Em seguida, aplicou-se as células em placas de cultura de 96 pocos (estéril)
(densidade de células de 1,5 x 10%/ poco). As placas foram armazenadas em estufa (37
°C / 5% CO,) por 24 h para a adesdo celular. Apds este tempo os complexos em
diferentes concentragdes foram adicionados a placa e a mesma foi novamente mantida
na estufa por 48 horas. Apds este periodo, adicionou-se 50 pL de MTT (Brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-i1)2,5 — difeniltetrazoélio) (0,5 mg.mL']). As placas foram mais uma
vez deixadas em estufa por um periodo de 4 horas. Apds esse periodo, retirou-se todo o
meio e adicionou-se isopropanol para solubilizar os cristais formados. A densidade
Optica (absorbancia dos pogos) foi medida em um leitor de microplacas a 540 nm. Para
verificar o efeito do solvente DMSO, controles adicionais receberam 0,5% deste
solvente. Os dados coletados foram tratados nos programas computacionais Excel e

GraphPad Prism 5, obtendo curvas a partir das quais foram calculados os valores de
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ICso (concentracdo inibitéria de 50% das células). Na Figura 16, é mostrada o esquema
do teste de citotoxicidade.

Figura 16: Representacao do teste de citotoxicidade
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Fonte: Autora
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, € exibido a confirmacdo das estruturas dos cinco novos compostos

por técnicas de caracterizacao.

4.1. CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS

. A - 44 1 1
4.1.1. Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear >'P{'H} e suas

correlagdes bidimensionais: COSY C'p-°'p)

31
Na Figura 17, € mostrado o espectro de RMN P{'H} para o precursor cis-

[RuCly(dppm)2]. A estrutura do precursor apresenta dois tipos de fésforos,
quimicamente e magneticamente equivalentes devido ao seu arranjo estereoquimico,
mostrando Py (trans) P (Pa) e Py (trans) Cl. Portanto seu espectro apresenta dois sinais
tripletos com deslocamentos quimicos -0,17 e -26,18 ppm (ZJPA_PB = 36,07 Hz),

respectivamente.
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Figura 17: Espectro de RMN de *'P{'H} do precursor cis-[RuCl,(dppm),] em D,O
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Os espectros de RMN 'P{'H} dos compostos contendo bifosfinas apresentam
sinais tipicos que podem ser associados a geometria do complexo. No caso, o precursor
cis-[RuCly(dppm);]. Os complexos com duas bifosfinas na posicdo cis, exibem
multiplicidade de sinais dependendo do ambiente quimico que os dtomos de fésforos
estdo envolvidos e os outros ligantes que completam a esfera de coordenacao.

A sintese dos compostos de formula geral [Ru(AA)(dppm),]PFs se baseou na
substitui¢do dos ligantes cloretos do precursor cis-[RuCly(dppm).] pelos quelatos (N-O)
dos ligantes aminodcidos (Gly, L-Ala, L-Met, L-Trp e L-Glu). Ocorrendo a
diferenciagdo magnética dos quatro dtomos de fésforos na estrutura, acoplando entre si
e apresentando um sistema do tipo ABMX.

Na Figura 18, € apresentado o espectro de RMN 'p{'H} do composto
[Ru(Gly)(dppm),]PFs, mostrando sinais referentes as bifosfinas, que exibem quatro
atomos de fésforos em ambientes quimicos diferentes (Ps, P, Pc e Pp), com
multiplicidade duplo duplo-dubletos (ddd) para os f6sforos Py trans ao fésforo Pp e Pp
trans ao fosforo P, com deslocamento quimico -21,97 e -10,90 ppm, respectivamente.
Entretanto, os fésforos Pp trans ao nitrogénio e Pc frans ao oxigénio apresentam
multiplicidade duplos tripletos (dt), com deslocamento quimico -3,23 e 6,11 ppm,

respectivamente.
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Figura 18: Espectro de RMN *'P{'H} do [Ru(Gly)(dppm),]PFs , em DMSO-ds
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Percebe-se que, o perfil caracteristico dos atomos de fosforos Pa e Pp condiz
com o esperado pelo sistema ABMX que consta na literatura (PAVIA; LAMPMAN;
KRIZ, 2010). As justificativas para essa multiplicidade podem estar relacionadas com
as constantes de acoplamento (ZJ Ve 2J) mostrando-se mais fortes (maiores) com trés
foésforos vizinhos, formando-se oito linhas, (duplo duplo-dubleto, ddd) e com isso
ocorre uma separacdo entre as linhas. No caso sugere-se um acoplamento de segunda
ordem, devido aos nucleos de fésforos apresentarem deslocamentos quimicos na mesma
regido, e outro fator sdo os atomos cis aos fésforos em estudos que sdo influenciados
pela eletronegatividade dos quelatos (N-O) dos ligantes aminodcidos e assim, tornando-
se blindado. Na Figura 19, observa-se o diagrama da separacdo para o atomo P, com
maiores constantes de acoplamento geminal e o desdobramento de sinal para os 4tomos

de fosforos.
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Figura 19: Espectro ampliado de RMN *'P {'H} do Ru(Gly)(dppm),]PFs do 4tomo de
fosforo Py, determinando as constantes de acoplamento a partir do diagrama de separacio

(arvore) em DMSO - dg
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Analisando-se as constantes de acoplamento do dtomo P, a partir do segundo
nucleo de fosforo (Pap), ocorre um desdobramento do duplo dubleto como esperado
pelo sistema ABMX formando sinais duplo duplo-dubleto. De forma andloga ocorre
para a constante de acoplamento do Pp. Outras explicacdes estdo relacionadas com a
consequéncia dos dtomos P, e Pp apresentarem um maior efeito trans do que os demais
fosforos, a temperatura e o solvente que sdo capazes de modificar as multiplas e
sensiveis caracteristicas fisicas dos atomos de fésforos da bifosfina (dppm) como
exemplo o angulo de cone e solvatagdo.

Em contrapartida, os dtomos de fésforos Pg e P¢ apresentam multiplicidade de
sinais como duplo tripleto. Uma explicacdo pode ser em relacdo ao acoplamento de
primeira ordem para esses fosforos, por ocorrer uma diferenca de deslocamento quimico
(em regides diferentes), justificando o fato da coalescéncia (uma sobreposicao de linhas,
que ficariam 6 ou 5 linhas) na multiplicidade desses sinais. Na Figura 20, é exibido o

diagrama da separagdo (arvore) para o dtomo Psg.
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Figura 20: Espectro ampliado de RMN *'P {'H} do [Ru(Gly)(dppm),]PFs do dtomo de
fosforo Pp, determinando as constantes de acoplamento a partir do diagrama de separagao

(arvore) em DMSO - dg
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Observa-se que as constantes de acoplamentos (*J, %J e *J) sdo mais fracas com
trés fosforos vizinhos, formando seis linhas, (duplo tripleto, dt), isto €, o segundo nticleo
de fosforo (Pgp) desdobra o duplo dubleto do sistema ABMX em um duplo tripleto,
ocasionando a sobreposicao de linhas e a distribuicdo de intensidade de sinais. A Tabela
1, apresenta as constantes de acoplamento (*J) do composto [Ru(Gly)(dppm),]PFs para
cada dtomo de fosforo de forma individual.

Tabela 1: Constantes de acoplamentos do [Ru(Gly)(dppm),]PFs obtido pelo espectro de

RMN *'P {H}
*Jp.p (Hz)
P, Py Pc Pp
*Jparp 311,5 Tpppa | 45,6 Tecep | 373 | “Tepea 311,5
Jpars | 454 “Ippep | 26,0 Teera | 274 | Tepec 37,4
*Tpa-pc 28,2 “Tep.pC 26,0 “Trc.pp 27,4 “Trp-pB 24,9

Conclui-se que, ao medir constantes de acoplamento em um sistema com mais
de um acoplamento, percebe-se que nenhum dos picos do multipleto estd em valores de
deslocamento quimico adequado para determinar diretamente um valor de J

intermedidrio. O desdobramento dos sinais se deve a interagdo entre spins nucleares
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vizinhos, associados aos atomos de fosforos quimicamente € magneticamente nao-
equivalentes. Os acoplamentos podem ser melhor visualizados na Figura 21, espectro de

rmn bidimensional COSY (*'P-*'P).

Figura 21: Espectro COSY (*'P-"'P) do composto [Ru(Gly)(dppm),]PFe
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Na Figura 22, € mostrado o espectro de RMN Jp{'H} do composto [Ru(L-
Glu)(dppm),]PF¢, onde percebe-se a presenca de dois centros assimétricos (ion ruténio
e do aminodcido L-4cido glutdmico) na molécula, acarretando a formacdo de quatro
pares de isOmeros diferentes, acarretando em duas formas (Delta e Lambda) chamados
diastereoisOmeros.

Figura 22: Espectro de RMN *'P {'H} do [Ru(L-Glu)(dppm),]PFs que apresenta dois

centros assimétricos em DMSO-dg
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Observa-se para [Ru(L-Glu)(dppm),]PFs, um perfil caracteristico de sinais é
semelhante ao [Ru(Gly)(dppm),]PFs, porém com duplicagdo de sinais, por conta dos
dois centros assimétricos. Analisando-se, tém oito atomos de fdésforos exibindo o
conjunto Py (Pa, Py, Pce Pp) € Py (Pa, Pg, Pc e Pp) quimicamente e magneticamente
nio equivalentes com multiplicidades duplo duplo-dubletos para par de isOmeros e
duplo tripleto para outro par de isdmeros. Vale ressaltar que, uma explicacio mais
plausivel seria possivel apds a separacdo dos diastereoisomeros e assim afirmar o par de
isdmero de cada &dtomo. Diante do exposto, sugere-se que o delta (A)-[Ru(L-
Glu)(dppm),]PF¢ tenha configurag@o absoluta (R, R, S e S) e apresenta um conjunto de
sinal distinto do conjunto do lambda (A)-[Ru(L-Glu)(dppm),]PFs que tenha
configuracdo absoluta P, (R, R, Se S).

A andlise desse estudo, encontra-se baseada no fato observado pela integral de
RMN *'P{H}, que mostra quantidades distintas dos diastereoisdmeros. Entdo, sugere-se
os deslocamentos quimicos dos fosforos P (P € Py) trans Pp com -23,88 e -19, 66
ppm, Pp (Py € Py) trans Pa com -12,51 e -9,54 ppm Pc (Py e Pyp) trans Oxigénio com -
3,99 ppm, encontra-se sobreposto € Pg (P45 € Py) trans Nitrogénio com 5,66 e 4,80 ppm.
N3ao € trivial, calcular a constante de acoplamento para esses dtomos de fésforos, pois
ndo tem como distinguir o conjunto Py e Py.

Na Figura 23, sdo exibidos os espectros de RMN ' {H} dos compostos (2) -
[Ru(L-Ala)(dppm),]PF, (3)-[Ru(L-Met)(dppm)»]PFs e (4)- [Ru(L-Trp)(dppm),]PFs,
também apresentam diastereoisdmeros. Esses compostos possuem em sua estrutura o
ion metdlico ruténio e aminodcidos com carbono quiral, sendo andlogos ao [Ru(L-

Glu)(dppm),]PF¢ com duplicagdo de sinais.
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Figura 23: Espectro de RMN p {IH} dos compostos (2), (3) e (4) que apresentam dois

centros assimétricos em DMSO-dg
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Conclui-se que, de acordo com espectro da Figura 18, o composto
[Ru(Gly)(dppm),]PFs com o ligante aminoacido (glicina), que ndo apresenta carbono
quiral, ndo forma diastereoisdmeros, mas, exibe um par de isdmeros como pode ser
observado nos desdobramentos de sinais e suas constantes de acoplamento e os demais
compostos condizem com o esperado na literatura, por apresentarem duplicidade de
sinais, confirmando assim os diastereoisomeros. Observagdes feitas por Almeida,
M.A.P, (2009) e Santos, E. R, (2016), aos quais descrevem a formacdo de

diastereoisomeros em compostos semelhantes.

. A - £ 1 1
4.1.2. Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear 'H e °C e sua

correlacdo bidimensional: COSY ('P—>'P) e DEPT-135

Na Figura 24, é mostrado o espectro RMN 'H do [Ru(Gly)(dppm),]PFs de
supressdo de H,O obtido em DMSO-dg. E possivel observar duas regides distintas. A
regido alifdtica referente aos dtomos de hidrogénios do aminodcido glicina (1), os
grupos CH, da bifosfina (2), do grupo amino (3) e a regido aromatica relacionada aos

hidrogénios dos anéis aromadticos da bifosfina.
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Figura 24: Espectro de RMN 'H do composto [Ru(Gly)(dppm),]PFs em DMSO-dg
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A estrutura do composto [Ru(Gly)(dppm),]PF¢, apresenta 48 hidrogénios: 8
da regido alifdtica e 40 da regido aromadtica. Observa-se integrais de acordo com a
estrutura proposta. Os hidrogénios alifaticos todos encontram-se na regidao 2,28-5,56
ppm. Foram atribuidos a partir da analise feita com auxilio dos espectros de BCe
DEPT-135. E os hidrogénios aromaticos todos encontram-se na regido 6,00 — 8,21 ppm.
Porém, na regido aromadtica apresenta uma sobreposi¢do de sinais, ndo foi possivel
atribuir os sinais individuais de todos hidrogénios, devido a complexidade da estrutura
do composto.

Na Figura 25, esses sinais sdo melhores visualizados pela sua correlagdo
bidimensional (COSY 'H - 'H), por meio do acoplamento dos hidrogénios vizinhos das
regides alifaticas e aromaticas. Vale ressaltar que, nao foi possivel atribuir os sinais dos
hidrogénios aromaticos, os valores das integrais condizem com a estrutura esperada

(PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2010; VALLE et al., 2008).
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Figura 25: Espectro de COSY (‘H-'H) do composto [Ru(Gly)(dppm),]PFs em DMSO-d
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Na Figura 26, é observado os espectros de RMN °C e o DEPT-135, do
composto [Ru(Gly)(dppm),]PF¢ que indicam grupo dos aminoécidos, das bifosfinas e a
carbonila. Contribuindo para a elucidacdo da estrutura e comprovando a existéncia de

diastereoisOmeros para os compostos que apresentam carbono quiral.

Figura 26: Espectros °C e DEPT-135 do [Ru(Gly)(dppm),]PFs, em DMSO-de
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O grupo entre 40 e 44 ppm, pertence aos carbonos CH, da bifosfina e o
carbono CH;, do aminoécido, sendo possivel atribuir o sinal em 53,25 ppm ao C2 do

aminodcido. Essas atribui¢des foram confirmadas pelo experimento DEPT-135, onde
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carbonos CH; possuem intensidade negativa como o observado para os carbonos da
bifosfina e do aminodcido possui intensidade positiva como o apresentado para o CH do
aminodcido. O grupo de sinais (127 e 135 ppm) € referente aos carbonos dos anéis
aromaticos das bifosfinas, sendo este constituido por carbonos quaternarios e carbonos
ligados a hidrogénios.

Na Figura 27, é mostrado o espectro de RMN 'H do composto [Ru(L-
Glu)(dppm),;]PFs em DMSO-ds, sua atribuicdo foi feita andloga ao composto
[Ru(Gly)(dppm),]PFg, sendo possivel observar a regido alifética referente aos dtomos
de hidrogénios do aminodcido dcido glutdmico, os grupos CH, da bifosfina e a regidao
aromdtica relacionada aos hidrogénios dos anéis aromdticos da bifosfina. Porém, esse
composto apresenta um tipo de estereoisomerismo chamado de diastereoisOmeros e
atribuicOes dos sinais foram feitas com auxilio dos espectros de C e DEPT-135. E em
relagdo atribui¢des dos sinais dos hidrogénios individuais da regido aromatica ndo € tao

trivial, devido a complexidade estrutural.

Figura 27: Espectro de RMN 'H do composto [Ru(L-Glu)(dppm),]PFs em DMSO-de
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Espera-se para a estrutura do composto [Ru(L-Glu)(dppm),]PFs, 104
hidrogénios devido ao diastereoisomeros (A , A) formados: 24 da regido alifatica e 80
da regidio aromética. Analisando o espectro de RMN 'H, observa-se integrais estio de

acordo com a estrutura proposta. Os hidrogénios alifaticos todos encontram-se na regiao
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1,71-5,69. E os hidrogénios aromaticos todos encontram-se na regido 6,19 — 8,11.
Porém, na regido aromadtica apresenta uma sobreposicdo de sinais, ndo sendo possivel
atribuir os sinais individuais de todos hidrogénios, devido a complexidade da estrutura
do complexo. Entretanto, na Figura 28, esses sinais sao melhores visualizados pela sua
correlacdo bidimensional (COSY 'H - 'H), por meio do acoplamento dos hidrogénios
vizinhos das regides alifdticas e aromdticas. Vale ressaltar que, mesmo ndo sendo
possivel atribuir os sinais dos hidrogénios arométicos, os valores das integrais condizem

com o esperado (a estrutura).

Figura 28: Espectro de COSY (‘H-'H) do [Ru(L-Glu)(dppm),]PFs, em DMSOd;
|
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Os espectros de COSY ("H-'H) dos demais compostos sdo apresentados no
apéndice A. Na Figura 29, sdo observados os espectros de RMN C e 0 DEPT-135, do
composto [Ru(L-Glu)(dppm),]PFs que indicam grupo dos aminodcidos, das bifosfinas
e a duplicacdo da carbonila, contribuindo para a elucida¢do da estrutura do mesmo, e

comprovando a existéncia de diastereoisdmeros em solucao.
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Figura 29: Espectros °C e DEPT-135 do [Ru(L-Glu)(dppm),]PFs em DMSO-dg
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O grupo entre 27,66 e 31,81 ppm, pertence aos carbonos CH, da bifosfina e os
carbonos CH, do aminodcido 4cido glutamico, sendo possivel atribuir os sinais em
45,46, 54,44 e 56,35 ppm aos C2 do aminodcido. Essas atribui¢cdes foram confirmadas
pelo experimento DEPT-135, onde carbonos CH, possuem intensidade negativa como o
observado para os carbonos da bifosfina e do aminoécido possui intensidade positiva
como o apresentado para o CH do amino4cido.

O grupo de sinais (127 e 135 ppm) € referente aos carbonos dos anéis
arométicos das bifosfinas, sendo este constituido por carbonos quaternarios e carbonos
ligados a hidrogénios conforme pode ser visto pela correlacio direta destes sinais com
os picos do espectro de hidrogénio, o que proporciona os acoplamentos C-H observados
no espectro de RMN HSQC (Apéndice A). O grupo referente ao carbono quaternario do
grupo carboxilico que sdo evidenciados pela auséncia de acoplamento no espectro de
HSQC e também pela auséncia nos espectros de RMN DEPT-135.

Uma das principais observacdes realizada nos espectros de RMN °C ¢ a
duplicacgdo dos sinais, confirmando a presenca de diastereoisdmeros. Isto € ainda melhor
observado para o carbono do grupo carboxilico do aminoécido que se encontra em uma
regido mais limpa, com deslocamento em (173,83 e 178,07 ppm). Isto € justificdvel,
uma vez que, quando o aminodcido se coordena ao metal, ocorre uma redistribui¢cdo
eletronica, onde seu nicleo “C fica mais desprotegido sentindo mais o campo
magnético e, portanto, indo para maiores deslocamentos. Os espectros de RMN BCe

DEPT-135 para os demais compostos sdo mostrados (Apéndice A).
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4.1.3. Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho

Na literatura existem vdrios trabalhos descrevendo espectros FTIR de
complexos com aminodcidos. Tais espectros, tem como perfil caracteristico, modos
vibracionais intensos simétricos (vs) e assimétrico (v,s) para o anion carboxilato
complexado no centro metédlico e deformacdes dentro de fora do plano para o grupo
amino (-NH,). Na Figura 30, € exibido o espectro FTIR para os complexos obtidos neste
trabalho, por meio do monitoramento dos deslocamentos sofridos pelos estiramentos
assimétricos e simétricos do grupo. Vale ressaltar que, os cinco compostos tiveram

deslocamentos em relac@o as bandas vibracionais do precursor cis-[Ru(Cly(dppm),].

Figura 30: Espectro de absor¢do na regiao do infravermelho, do precursor e dos

compostos obtidos, de formula geral [Ru(AA)(dppm),]PFs, em KBr
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Legenda: (1) Precursor cis-[RuCl,(dppm),], (2) [Ru(Gly)(dppm),]PFg, (3) [Ru(L-Ala)(dppm),]PFs,
(4) [Ru(L-Met)(dppm),]PF, (5) [Ru(L-Trp)(dppm),|PF e (6) [Ru(L-Glu)(dppm),|PF.

Os espectros FTIR dos complexos obtidos apresentam bandas similares,
inclusive se assemelhando a complexos do mesmo tipo descrito por (ALMEIDA et al.,
2014b, 2014a; SANTOS et al., 2013), com atribui¢des condizentes com o esperado.
Estiramentos tipicos do grupo carboxilato [v,(COO") e v{(COO")] entre a regido 1622 -
1630 cm™ foram observados. Nakamoto, (2006), descreve esses estiramentos

observados para o grupo carboxilico, caracterizando-se os mesmos como “Zwintterions”
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no estado cristalino, (pH neutro) onde os grupos carboxilatos estdo desprotonados,
coordenando-se facilmente a ions metdlicos, especialmente com os de transi¢ao.

De acordo com (PEARSON, 1963, 1968), os ions metalicos de ruténio (II)
possui um caréter intermedidrio, segundo a classificacdo de dcidos duro/mole, e o grupo
carboxilato tende agir como uma base dura e pode se ligar as bases com sitios (duros)
quanto a sitios (moles) e além disso, a coordenacdo de fons carboxilato pode ocorrer de
dois modos, monodentada ou bidentada (quelatos). Na Tabela 2, sdo mostradas
mudancas na diferenca entre os estiramentos assimétricos e simétricos dos complexos
obtidos e dos ligantes aminoacidos livres, com os valores correspondentes valores de (A

cm™) do grupo (COO") e atribui¢des de outros modos vibracionais.

Tabela 2: Tentativa de atribui¢des das frequéncias vibracionais (cm™) nos espectros de

absorc¢do na regido do infravermelho dos novos compostos

Modos vibracionais Niimero de onda (cm™)

(Banda) (1) 2 (3) 4 &)
Vass NH 3341 3378 3410 3668 3452
Vass (COO") e 6 NH 1626 1622 1630 1625 1624
v, (COO) 1378 1376 1368 1381 1384
Acm™ ligante 179 180 205 169 182
Acm’' complexo 243 246 262 244 240
v (C-S) - - 1267 - -
Vass (P-F) 834 827 836 843 838
vs (P-F) 559 557 557 556 557

Legenda: (1) - [Ru(Gly)(dppm),]PF; (2) - [Ru(L-Ala)(dppm), IPFe; (3) - [Ru(L-Met)(dppm),] PF;
(4) - [Ru(L-Trp)(dppm),]PFy ¢ (5) - [Ru(L-Glu)(dppm),] PF.

As tentativas de atribuicdes dos espectros FTIR para os complexos neste
trabalho sdo coerentes com os resultados reportados na literatura (COVALEST, 1958;
NAKAMOTO, 2006). O grupo carboxilato dos ligantes AA coordena-se de forma
monodentada, por meio da diferenca entre os estiramentos assimétricos e simétricos do
grupo (COQO") que pode ser observado na Tabela 2. Entdo, quando coordenado de forma
monodentada apresenta (A cm™") maior do que o grupo (COO") do aminodcido livre e a
forma bidentada sio mostrados valores significativamente menores do que (A cm™) do

grupo (COOQO") do aminoécido livre.
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Nos espectros foram observadas frequéncias para a banda caracteristica da
vibracdo do grupo NH, aparecendo em 3341-3668 cm™, correspondendo ao estiramento
assimétrico e ao estiramento simétrico. Nos espectros dos complexos, essa banda se
sobrepde aos bem definidos e muitos estiramentos devido a ligagdo de hidrogénio da
dgua de cristalizacdo. Essas bandas sdo mais intensas nos espectros dos ligantes livres.

Confirma-se nos espectros FTIR, o modo vibracional préximo de 823 cm'l,
atribuido para a ligacdo P-F do contra-ion PFs’, mostrando que os compostos sdo
catidnicos, e que as vibracdes em relagdo ao fon metdlico e halogénio aparecem
basicamente na regido de menores valores de energia.

Na Figura 31, é exibido o espectro FTIR para o composto (5). Diferente dos
demais espectros, este apresenta uma banda de menos intensidade em 1667 cm™ e outra
em 1624 cm™. O ligante 4cido glutdmico, apresenta dois grupos carboxilatos em sua
estrutura, que aparece na forma “zwitterionica”. Quando este aminoacido se coordena
ao um centro metédlico (neste caso), somente um grupo carboxilato é usado para se
coordenar ao centro metdlico, restando o outro grupo livre. Portanto, neste espectro o
estiramento em 1667 cm’™ grupo (COQO’) coordenado e em 1624 cm™ podem ser
atribuidos para grupo (COO’) ionizado e ndo-coordenado, consequentemente, ndo €
trivial identificar o estiramento simétrico do grupo (COQO") da forma ionizada, por ser

pouco afetado pelo processo de complexacao.

Figura 31: Espectro de absorcao de infravermelho do [Ru(L-Glu)(dppm),]PFs, em KBr
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Na Figura 32, encontra-se o espectro FTIR do [Ru(L-Met)(dppm),]PFs além

dos modos vibracionais ja descritos anteriormente, possui um timido estiramento em

1267 cm'l, o qual pode ser atribuido ao estiramento vs(C-S), caracteristica também
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observado por Nakamoto, (2016).

Figura 32: Espectro de absor¢do de infravermelho do [Ru(L-Met)(dppm),]PFs, em KBr
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Os resultados observados nos espectros de absor¢do na regido do infravermelho
com a complexacdo pelos quelatos (N-O) do ligante e a presenca do contra-ion PF,
indicando a formacdo de compostos catidnicos monocarregados. Confirma-se, por meio
dos estudos feitos pela técnica de andlise elementar, que os resultados dos compostos
sintetizados condizem com as formulagdes sugeridas. Além do mais, foi observado a
existéncia de solvente na esfera de coordenagdao dos compostos sintetizados. E a técnica
de condutividade molar dos compostos, variam entre 12 -77 p,LS.cm'1 em CH,Cl, que
conforme a literatura e os valores de condutividade para eletrélitos foram 1:1.
Demonstrando que os compostos possuem carga (+1) e o contra-ion carga (-1), que
ocorre um balanceamento de cargas € o composto se torna neutro. Os valores

encontram-se numa tabela (Apéndice).

4.14. Espectroscopia de absor¢do na regidao do UV/Vis

Os espectros de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel foram obtidos como
uma técnica complementar a fim de conseguir maiores informagdes a respeito da
energia associada as transi¢des eletronicas que envolvem o precursor € 0S compostos

obtidos. Os processos de absor¢do ocorrem devido a transi¢cdo de niveis eletronicos
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quando excitados de um nivel mais baixo ocupado para um nivel mais alto desocupado.
Foram obtidos os espectros eletronicos na regido do ultravioleta e do visivel para o
precursor e o composto [Ru(Gly)(dppm),]PF¢, os demais compostos encontram-se no

Apéndice C, sdo apresentados na Figura 33.

Figura 33: Espectros de absor¢do na regido ultravioleta e visivel do (1) precursor e do (2)

- composto [Ru(Gly)(dppm),]PFs em DMSO
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Pode-se predizer que, algumas transi¢cdes, conforme a literatura (LAZIC et al.,
2016; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2010), devem-se as bandas de absorcdo estdo
associadas as transicdes envolvendo principalmente o ifon metdlico (transicoes d-d),
contribuindo para a cor dos compostos de coordenacdo. Segundo, (HOUSECROFT;
SHARPE, 2001, 2011) outras bandas referem-se a transi¢Oes de transferéncias de carga-
metal ligante como esperadas para as fosfinas por ser conhecidas por suas propriedades
doadora (o) e receptora (m), possuindo orbitais d vazios em baixo estado de energia,
assim, quando ligadas aos fons metélicos de baixo estado de oxidagdo, como o Ru (II).
Na Tabela 3, sdo apresentadas tentativas de atribui¢cdes das bandas (260 — 352
nm) nos espectros de absor¢do na regido UV/Vis dos compostos, bem como os seus

respectivos valores de absortividade molar (g) calculados pela Lei de Lambert-Beer.
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Tabela 3: Dados de espectroscopia de absor¢do UV/Vis para os compostos, em DMSO

Compostos A (nm) £ (mol™ em'L) Transicao
264 28309 (Tt >7n*)
§)) d-d
354 3179
dTc(Ru) - 7t*(fosﬁna)
264 32528 (m >7n*)
(2) d-d
352 7578
dTc(Ru) - 7t*(fosﬁna)
264 32496 (m >7n*)
3 d-d
352 5533
dmRu) — T (fosfina)
264 51712 (m >7*)
4 d-d
356 2779
ARy — T (fosfina)
264 25716 (m >1*)
% d-d
354 3026

dmRru) — T (fosfina)

Legenda: (1) - [Ru(Gly)(dppm), IPFe, (2) - [Ru(L-Ala)(dppm),]PFe, (3)- [Ru(L-Met)(dppm),|PFe,
(4) - [Ru(L-Trp)(dppm),]PF4, (5) - [Ru(L-Glu)(dppm), |PF,

Conforme Sullivan e Meyer, (1982), o precursor cis-[RuCl,(dppm);] utilizado
neste trabalho, exibe um espectro com quatro bandas na regido entre 260 e 420 nm. No
precursor, foi possivel observar uma transicdo em 264 nm, atribuida as transigdes (m
—->7*) dos anéis aromaticos da bifosfina. E outra transicio em 419 nm, a qual esta
associada as transi¢des de carga entre os ligantes cloretos e o fon Ru (II). Também
apresentam uma banda na regido de 350-370 nm, atribuida a transi¢do de carga TCML
(dt = 7*) envolvendo fon Ru (II) e os dtomos de fésforos.

Os compostos possuem um perfil caracteristico de uma mistura entre as
transicdes ja apresentadas pelo precursor, exibindo-se uma banda bem definida na
regidao de 260 nm, que também se pronuncia caracteristica como transigdes (m >7*)
referentes aos anéis aromaticos das bifosfinas. E outra banda em 352 nm, atribuida a
transi¢ao de carga TCML (dn 7*) envolvendo ion Ru (II) e os atomos de fosforo das

fosfinas. Essa transicdo refere-se ao deslocamento para os valores de menor
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comprimento de onda, ou seja, maior energia. Logo que, os dtomos de fosforos das
fosfinas quando livres, apresentam transi¢des (proibidas) com menor comprimento de
onda (maior energia) e quando coordenados sofrem um deslocamento e apresentam uma
maior intensidade (GARBIN SOBRINHO, 2015; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2010).
Vale destacar que, as transicdes (d-d) do metal devem estar encobertas pelas
bandas de transferéncia de carga do metal para o ligante. Uma observacdo a ser
acrescentada, é que as bandas de transi¢do (d-d) sdo proibidas por Laporte, possuindo
baixos valores de coeficientes de extin¢cdo molar e sdao facilmente encobertas por outras

bandas, como bandas de TCML, TCLM e IL.

4.1.5. Medidas eletroquimicas

Os métodos eletroanaliticos possuem vantagens que se baseiam principalmente
na alta sensibilidade, baixo custo. Essa técnica, permite relacionar os compostos de
coordenacdo com a densidade eletronica de um determinado centro metélico
(caracteristica diretamente relacionada ao potencial de oxidacao). E uma ferramenta
eficiente na determinacdo da troca de ligantes ou mudangas estereoquimicas. Neste
trabalho, utilizou-se voltametria ciclica e onda quadrada. Na Figura 34, representa o

voltamograma ciclico e onda quadrada do precursor cis-[RuCly(dppm),].

Figura 34: Voltamograma ciclico e de onda quadrada, do precursor em CH»Cl»(1 mol L'
de PTBA) com eletrodo de trabalho carbono vitreo, o eletrodo de referéncia Ag/AgCl em

KCl e o eletrodo auxiliar de platina
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Analisando-se o voltamograma ciclico do precursor e de acordo com Sullivan e
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Meyer, (1982), percebe-se um processo de oxidag¢do para o isomero cis-[RuCl,(dppm);]
em E= 990,0 mV, com a formag¢do de um subproduto, o trans-[RuCl,(dppm),] em E=
526.0 mV, para o par redox Ru (III) / Ru (II), mostrando a reversibilidade do processo
eletroquimico (HIGGINS, 2001). Na Figura 35 sdo mostrado os voltamogramas ciclicos
e na Figura 36 s@o apresentados os voltamogramas de onda quadrada dos compostos
[Ru(Gly)(dppm),]PFe, [Ru(L-Glu)(dppm),]PFs, que sdo tipicos para os demais, que

encontram-se no Apéndice D.

Figura 35: Voltamograma (a) ciclico e (b) onda quadrada do composto
[Ru(Gly)(dppm),]PFs em CH,Cl; (1 mol L' de PTBA) com eletrodo de trabalho carbono

vitreo, o eletrodo de referéncia Ag/AgCl em KCl e o eletrodo auxiliar de platina
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Figura 36: Voltamograma (a) ciclico e (b) onda quadrada do composto [Ru(L-
Glu)(dppm),]PFs em CH,Cl, (1 mol L' de PTBA) com eletrodo de trabalho carbono
vitreo, o eletrodo de referéncia Ag/AgCl em KCl e o eletrodo auxiliar de platina
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E possivel observar nos voltamogramas ciclicos dos compostos, o
deslocamento de potenciais de oxidacdo Ru (II) / Ru (III) para regides de mais alto
potencial, quando se comparando com o precursor, visto que, ocorre a substituicdo de
dois cloretos do precursor pelos quelatos (N-O) dos ligantes AA. Os cloretos sdo bons
doadores ¢ e m, enquanto os atomos de oxigé€nio e nitrogénio apresentam um fraco
carater doador de densidade eletronica. Ocorrendo diminui¢cdo da densidade eletronica
do ruténio, conduzindo a um aumento do potencial de oxidagao.

Vale ressaltar que, os compostos apresentam um perfil caracteristico de
irreversivel. Mas, o composto [Ru(Gly)(dppm),|PFs, apresenta um processo de
reducdo na regido catddica, caracteristico do aminodcido e na regido encontra-se
sobreposto, devido ao elevado potencial de varredura referente ao processo do ion
metalico. Os demais compostos nido apresentam nitidamente o processo da regido de
varredura catddica.

Observa-se nos voltamogramas de onda quadrada, o segundo processo de
oxidacdo, por se trata de uma voltametria mais sensivel, ao qual encontra-se sobreposto
nos voltamogramas ciclicos para os compostos e assim € possivel atribuir ao
aminodcido livre. Visto que, para confirmar o segundo processo de oxidagdo referente
ao aminodcido livre, obteve-se voltamogramas de onda quadrada para os aminodcidos
deste trabalho. Na Figura 37, é exibido o voltamograma de onda quadrada para o

aminodcido triptofano e os demais estdao no Apéndice D.

Figura 37: Voltamograma de onda quadrada do triptofano, tipico dos aminoécidos, em
solucdo Tampao Trizma (1 mol L") com eletrodo de trabalho carbono vitreo, o eletrodo

de referéncia Ag/AgCl em KCl e o eletrodo auxiliar de platina.
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Observam-se potenciais de oxidagdo mais baixos em 850,66 mV e 1022,90 mV
por ndo estarem coordenados. E na literatura sdo descritos processos de oxidacdo do
grupo (-COO). Na Tabela 4 sdo apresentados os dados da voltametria ciclica referentes
aos potenciais anddicos e a razdo das correntes anddicas e catédicas para todos os

compostos.

Tabela 4: Dados eletroquimicos dos compostos

Voltametria Ciclica
Composto __
Ep, (mV) Ep. (mV) AEp (mV) Al (A) Reversibilidade
1) 1692,14 - - 19,80 Irreversivel
2) 1637.,47 - - 7,70 Irreversivel
3) 1729,90 - - 17,80 Irreversivel
(@) 1402,26 - - 15,83 Irreversivel
5) 1686,85 - - 36,99 Irreversivel

Legenda: (1) - [Ru(Gly)(dppm), IPFe, (2) - [Ru(L-Ala)(dppm),]PFe, (3)- [Ru(L-Met)(dppm),|PFe,
(4) - [Ru(L-Trp)(dppm),]PF4, (5) - [Ru(L-Glu)(dppm),|PF,

Justifica-se que, por meio dos estudos eletroquimicos, a estabilidade os
compostos obtidos, devido a coordenacdo dos aminodcidos pelos quelantes (N-O) ao
ruténio, demonstram ser atomos que possuem uma capacidade menor de doacdo de

elétrons. Os compostos estabilizam o ruténio no estado de oxidagao +2.

4.1.6. Difragdo de raios X por monocristal

Essa técnica foi de fundamental importancia para elucidacdo da estrutura dos
compostos. Os cristais foram obtidos por meio da difusdo lenta de metanol na solu¢do
dos complexos em diclorometano. Os resultados das técnicas de espectroscopia de
absor¢do na regidao do ultravioleta e visivel, infravermelho, andlise elementar,
condutividade molar e as demais técnicas foram confirmadas mediante as estruturas de
raios X dos compostos. Na Figura 38, € mostrado a estrutura cristalina do precursor cis-
[RuCl(dppm);], compostos (1), (2) e (3). Os refinamentos cristalograficos das

estruturas encontram-se no (Apéndice F).
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Figura 38: Estrutura cristalina do precursor cis-[RuCl2(dppm),], compostos (1), (2a),

(2b) e (3) e os deslocamentos da elipsoide sdo estimados com nivel de 30%

P3

Cl1]
2.33459(13)

2.30327 (12)
.47733(15)

.44177 (12
Ru (12)
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Legenda: cis - -[RuCl,(dppm),]

1)

Legenda: (1) - [Ru(Gly)(dppm),]PFg
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(2a)

(2b)

Legenda: (2b) - [Ru(L-Ala)(dppm),]PF¢, com 2* desordem

7



Qmﬂoaoae@hmmo

3

Legenda: (3) - [Ru(L-Met)(dppm),]PFq

Os compostos [Ru(Gly)(dppm),]PFs, [Ru(L-Ala)(dppm);]PFs e [Ru(L-
Met)(dppm).]PFs cristalizaram-se no sistema monoclinico com grupo espacial P2,/n,
P2,/c e P2, respectivamente. Apresentaram-se uma geometria octaédrica distorcida
devido ao impedimento estérico dos grupos fenilas das fosfinas e ao pequeno “angulo
de mordida” do ligante que se encontra coordenado de forma bidentado pelos quelatos
nitrogénio e oxigénio (N-O). Observou-se que a ligagdo Ru-P nos complexos com duas
bifosfinas com comprimentos de ligacdo dos foésforos axiais sdo ligeiramente maiores
do que os fosforos equatoriais, semelhante as ligacdes do precursor cis-[RuCly(dppm),].
Vale ressaltar que, o [Ru(L-Met)(dppm),]PFg, apresentou-se na esfera de coordenagdo o
solvente metanol.

Na Tabela 5, foi observado que a ligacdo Ru-P nos compostos com duas
bifosfinas com comprimentos de ligacdo dos fdsforos axiais sdo ligeiramente maiores
do que os fosforos equatoriais. Os comprimentos de ligagdao Ru-P para P, e P3 sdo 0,08
A maiores do que os fosforos trans aos atomos nitrogénio e oxigénio. Esse fato é
elucidado pelo efeito trans competitivo dos 4tomos de fdsforos que alongam o

comprimento da ligacdo oposta a0 mesmo.
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Tabela 5: Comprimentos (A) e angulos (°) de ligacdo selecionados da estrutura dos compostos (1), (2) e (3)

Comprimento de ligacao A) Ligacoes Angulos de ligacdo (°)
Ligacoes €)) (€)] 3)
§)) ?2) 3 P;-Ru-P, 70,91 71,02 102,42
Ru-P; Trans O,
2,305 2,308 2,300 P;-Ru-P; 102,02 98,99 71,19
Ru-P; Trans P;
2,339 2,337 2,342 P;-Ru-P, 92,22 92,05 92,97
Ru-P; Trans P,
2,419 2,417 2,375 P,-Ru-P; 166,46 166,89 100,21
Ru-P, Trans N,
2,332 2,333 2,324 P,-Ru-P; 69,46 69,75 70,51
Ru- N; Trans P,
2,193 2,186 2,152 P;-Ru- N; 94,06 94,38 97,80
Ru- O, Trans P,
2,141 2,141 2,132 P,-Ru- N; 92,79 92,84 90,80
Ci- O 1,276 1,272 1,270 P;i-Ru- N; 99,33 98,99 97,37
Ci-N; 1,479 1,390 1,474 P;-Ru- N; 168,12 168,04 165,12

Legenda: (1) - [Ru(Gly)(dppm),]PFs, (2) - [Ru(L-Ala)(dppm),]PFs, (3)- [Ru(L-Met)(dppm),]PF
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4.1.7. Estudo de interacao dos compostos com BSA

A técnica de supressdo de fluorescéncia foi utilizada para investigar a interagao
entre moléculas e proteinas por ser sensivel e rdpida. A fluorescéncia da BSA estd
associada aos residuos de triptofano situados nos sitios 134 e 212 nos subdominios IB e
ITA. Na Figura 39, sdo observados os espectros de fluorescéncia de BSA na presenca do
composto (1), onde é percebivel a diminui¢c@o na intensidade de fluorescéncia a partir da
adicao do composto, indicando interacdo com BSA nas temperaturas 25 °C e 37 °C. O
espectro de fluorescéncia da BSA foi obtido na presenca de diferentes quantidades dos

compostos, numa faixa de 300 a 500 nm sobre uma excitagdo em 280 nm.

Figura 39: Espectro de supressdo de fluorescéncia do - [Ru(Gly)(dppm),]PFs em 280 nm

nas temperaturas 25 °C e 37 °C
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A etapa principal para racionaliza¢do de novos farmacos é o estudo envolvendo
interacdo com biomoléculas em especial as proteinas (albuminas). Neste trabalho o
intuito principal do experimento foi interagir os novos compostos com albumina, para
avaliar se podem ser possiveis candidatos a firmacos. Vale ressaltar que, € essencial este
experimento, para buscar entender como serd o comportamento dos complexos no
organismo (BARREIRO; FRAGA, 2015; MOREIRA et al., 2015a).

E o processo de supressdo da fluorescéncia foi analisado nesse quesito, pela
intensidade de fluorescéncia relativa (Fo/F) como uma fun¢do da concentracdo de [Q] em
diferentes temperaturas utilizando a equacdo de Stern-Volmer (Equacdo 1) (LI et al.,

2014):
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Fo/F=1+K[complexo] =1 +kq.to[complexo] (Equacio 1)

onde, Fy e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenga dos
compostos, respectivamente, K, a constante de velocidade de supressdo bimolecular e tg
o tempo de meia- vida médio da BSA na auséncia do supressor. Pela equagao 1 pode-se
observar que a constante de Stern-Volmer (Ksv) € igual ao produto ty.Kq € pode ser obtida
pelo coeficiente angular do gréafico plotado Fyo/F versus [composto]. Na Tabela 6,
encontram-se os valores de K, e K, obtidos para os complexos nas duas temperaturas de
estudo. O valor de Kq foi calculado considerando que o tempo de meia-vida da BSA no

estado excitado é de 6,2. 107 s (PEREIRA, 2016).

Tabela 6: Dados de K, e K, obtidos para os compostos

Compostos T(K) Ksv (10* L mol™) K, (10" L mol's™) R’
298,15 6,80 11,3 0,989
@ 310,15 6,02 10,4 0,970
298,15 1,57 26,3 0,973
@ 310,15 1,52 254 0,988
298,15 1,14 19,1 0,964
@) 310,15 1,08 10,6 0,954
298,15 1,73 28,9 0,994
@ 310,15 1,32 22,0 0,992
298,15 8,46 14,1 0,993
©) 310,15 8,03 12,6 0,988

Legenda: (1) - [Ru(Gly)(dppm),|PFs, (2) - [Ru(L-Ala)(dppm),]PF, (3)- [Ru(L-Met)(dppm),]PFs, (4) -
[Ru(L-Trp)(dppm),|PFs, (5) - [Ru(L-Glu)(dppm),]PFs

Observa-se os valores obtidos para K, € ndo ha diferencga significativa com a
variacdo da temperatura de cada composto. Entretanto, verifica-se que os resultados
obtidos para Kq estdo na ordem de 10'%, que excedem o valor maximo permitido para o
mecanismo dindmico (2,0 x 10" L mol™ s™), podendo sugerir desta forma que a supressdo
da fluorescéncia da BSA pelo complexo ocorre de forma estatica. Dessa forma, a
constante de ligacdo (K;) pode ser obtida a partir do modelo de local de ligacdo que

pressupde a existéncia de sitios de ligacdo (n) para um inibidor (composto) numa
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biomolécula expresso na Equacao 2.
Log (Fo/F) F=Log k, + Log[complexo](Equacao 2)
Na Figura 40, é representado estes parametros que podem ser extraidos pela
regressdo linear do gréfico plotado de log (Fy — F) /F versus log[complexo], onde log Ky, é

dado pelo coeficiente linear, o nimero de sitios de ligacdo (n) e o coeficiente angular.

Figura 40: Curvas de Stern-Volmer para BSA na presenca de diferentes concentracdes do

[Ru(Gly)(dppm),]PFs , excitagdao = 280 nm, [BSA] = 1,6 x10” mol
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O valor da constante de ligacdo (Kp) nos dd uma ideia da forca de interacao
BSA/complexo. Tem sido comprovado que a proteina pode ligar-se reversivelmente a uma
variedade de compostos enddgenos ou exogenos, tais como farmacos. Conseguir
quantificar a forca dessas interacdes € de extrema importancia, uma vez que ela pode
influenciar nas propriedades farmacocinéticas como a armazenagem, O transporte,
evacuacdo, e podem ter efeitos na eficiéncia dos medicamentos (ROSS;
SUBRAMANIAN, 1981). Os complexos apresentaram valores de K;, na ordem entre 10*
— 10°%, os quais estdo associados 2s interacdes de moderadas a forte.

A Tabela 7, mostra os valores da intera¢do com a albumina, que em sendo forte,
pode levar a uma diminui¢ao da biodisponibilidade do composto, uma vez que somente
os farmacos livres podem se difundir através das barreiras celulares para atingir seus

alvos terapéuticos.
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Tabela 7: Resultados obtidos para as constantes Kb e n para os compostos sintetizados

Compostos T(K) Kb N R?
" 298,15 49 x 10* 0,978 0,968
310,15 2,93 x10* 0,988 0,977
o 298,15 1,44 x10° 1,210 0,993
310,15 1,31 x10° 1,202 0,996
& 298,15 3,42 x10° 0,963 0,974
310,15 1,52 x10* 0,944 0,988
@ 298,15 5,30 x10* 1,311 0,989
310,15 1,89 x10° 1,246 0,994
- 298,15 5,60 x10° 1,178 0,996
310,15 3,72 x10° 1,274 0,972

Legenda: (1) - [Ru(Gly)(dppm), |PFe, (2) - [Ru(L-Ala)(dppm),]PFe, (3)- [Ru(L-Met)(dppm),|PFo,
(4) - [Ru(L-Trp)(dppm),]PF4, (5) - [Ru(L-Glu)(dppm),|PF,

As forgas relacionadas a associacdo de um firmaco com uma biomolécula
envolvem algumas interacOes ndo covalentes fracas, incluindo as forcas hidrofébicas,
eletrostiticas, van der Waals e ligacOes de hidrogénio. A andlise dos parametros
termodindmicos (energia livre de Gibbs - AG®, variagdo de entalpia - AH® e entropia -

AS®) podem ser obtidos com base nas equacdes 3 e 4.

In kbz / kbl = (1 /Ty-1 /Tz) AHofR (Equa(;ﬁo 3)

AGo =-RT InK = AHy - T AS, (Equacao 4)

A andlise por meio destas equacdes, nos dar o indicio de qual tipo de interacao

estd associada, e os parametros termodinamicos calculados para os compostos. Na Tabela

8, informa os dados referentes as equacdes (3 e 4).
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Tabela 8: Resultados obtidos para AG, AH, AS dos compostos obtidos

Compostos T(K) AG (kJ.mol™) AH (kJ.mol™) AS (J.mol".K™")

298,15 -32,90

6)) 81,05 398,78
310,15 -39,50
298,15 -34,26

) 90,78 416,93
310,15 -38,36
298,15 -30,33

3) 62,70 318,33
310,15 33,16
298,15 26,01

4) 50,56 274,75
310,15 31,25
298,15 -38,30

(5) 80,78 433,95
310,15 -35,40

Legenda: (1) - [Ru(Gly)(dppm),]PF¢, (2) - [Ru(L-Ala)(dppm),]PF¢, (3)- [Ru(L-Met)(dppm),]PFe,
(4) - [Ru(L-Trp)(dppm),]PF, (5) - [Ru(L-Glu)(dppm),|PF¢

Conforme exposto os valores da energia livre de Gibbs, € possivel associar todos
os compostos por meio da albumina de forma espontanea, nas temperaturas de estudo. O
estudo feito por (MOREIRA et al., 2015b), observaram parametros termodindmicos para
caracterizar a interacdo proteina/farmaco, em vdrios sistemas. E foi observado valores
positivos para variagdo de entropia e entalpia, indicando ligacdes de hidrogénio entre os
compostos e a proteina. E as variacdes positivas ocorrem devido as quebras de ligacdes

de hidrogénio e a liberacao de algumas moléculas de dgua do sitio ativo da proteina.

4.1.8. Ensaios de citotoxicidade dos compostos

A citotoxicidade dos novos compostos se da a partir do indice de viabilidade
celular, conhecido como ICsy (Concentragdo minima necessdria para impedir 50 % da
viabilidade celular) que foi realizado por reprodutibilidade do ensaio (triplicata). As
células vidveis (que apresentam atividade metabdlica) sdo capazes de reduzir o MTT
(coloracao amarela) ao Formazan, que exibe uma coloragcdo azul-ptrpura, ocorrendo o
processo que se torna dependente ao ciclo metabdlico dos cofatores NADH e NADPH. O
ensaio MTT € colorimétrico que permite determinar o nimero de células vidveis apds
exposicdo a um agente, determinado e de maneira indireta a citotoxicidade do mesmo, a
qual € dada pelo valor do ICsyo (ABE; MATSUKI, 2000; ANGIUS; FLORIS, 2015;

GRELA; KOZLOWSKA; GRABOWIECKA, 2018). Na Figura 41, é mostrado graficos
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com valores obtidos de ICsy dos compostos sintetizados por meios das linhagens MDA-

MB-231 (adenocarcinoma de mama), A549 (carcinoma de pulmio humano) e MRC-5

(Fibroblasto de pulmao humano).

Figura 41: Gréficos de IC50 dos novos compostos (1)- [Ru(Gly)(dppm),]PFg, (2)- [Ru(L-

[Ru(L-Trp)(dppm),]PFs e (5)-
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Figura 42: Gréficos de ICsy dos novos compostos (1)- [Ru(Gly)(dppm),]PF, (2)- [Ru(L-
Ala)(dppm),]PFs, (3)- [Ru(L-Met)(dppm),]PFes, (4)- [Ru(L-Trp)(dppm),|PFs e (5)-
[Ru(Gly)(dppm),]PFs, na linhagem tumoral MDA-MB-231
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Figura 43: Gréficos de ICsy dos novos compostos (1)- [Ru(Gly)(dppm),]PF, (2)- [Ru(L-
Ala)(dppm)2]PFg, (3)- [Ru(L-Met)(dppm),]PFs, (4)- [Ru(L-Trp)(dppm).]PF¢ e (5)-
[Ru(Gly)(dppm),]PFs, na linhagem tumoral MRC-5
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A coordenacdo dos ligantes aminodcidos ao fon metélico proporcionou um

aumento considerdvel da atividade citotéxica para os complexos formados desde os
precursores. Os compostos obtidos, formam claramente grupos de ligantes com distintas
ramificagdes, 4 exemplo os compostos [Ru(L-Met)(dppm),]PFs (0,340 + 0,047 umol L
1) e (4) (0,400 = 0,108 umol L'1), ambos apresentaram boas atividade citotdxica na
linhagem MDA-MB-231 e sdo mais ativos quando comparado a seus precursores. Por
meio de valores similares a outros compostos jd descritos na literatura, decidiu-se

pesquisar aminoacidos com diferentes ramificacdes. O composto ja descrito na literatura
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[Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]PF¢ apresentou a melhor atividade citotéxica (5,00 = 1,50 umol
L") na linhagem MDA-MB-231 (ALMEIDA et al., 2014a).

No caso da linhagem A549 os compostos mais ativos foram [Ru(L-
Met)(dppm),]PF¢ (1,272 + 0,4818 umol L'1) e [Ru(L-Trp)(dppm),]PFs (1,67 + 0,112
umol L'1). Vale ressaltar, que os compostos mais ativos ndo chegam intactos nas células.
Na Tabela 9, € mostrado os valores de indice de seletividade (IS) para todos os
compostos. Conclui-se que, de um modo geral os compostos sdo seletivos dependendo da
linhagem. Os compostos [Ru(Gly)(dppm).]PFs, [Ru(L-Trp)(dppm).]PFs e [Ru(L-
Glu)(dppm),]PFs sdo mais seletivos para a linhagem MDA-MB-231. Esta é uma
caracteristica desejada, porque compostos mais seletivos, podem causar menos danos as

células sadias e consequentemente, menos efeitos colaterais

88



Tabela 9: Atividade citotdxica in vitro (ICsp) e indice de seletividade para os compostos nas linhagens celulares A549, MDA-MB-231 e MRCS,

depois de 48 h
ICso (umol.L™")
Compostos AS549 MDA-MB 231 MRCS IS* / MCR5/MDA-MB-231 IS* MCRS/ A549
dppm >100 >100 >100 - -
cis-[RuCl,(dppm),] 0,35 £ 0,07 1,10 £ 0,09 -
(@))] 22,88 £1,23 3,41 £ 0,09 46,78 £ 4,06 13,72 2,05
2) 6,24 + 0,25 0,89 + 0,03 7,44 0,57 8,36 1,19
(3) 1,67 £ 0,11 0,34 + 0,10 2,34 + 0,07 6,88 1,40
@) 1,27 £ 0,42 0,40 + 0,10 4,68 + 0,61 11,70 3,68
Q)] 11,33 £ 0,37 2,43 £0,20 21,46 £ 0,61 8,83 1,89
Cisplatina 11,84 +1,19 2,43 + 0,20 29,09 £ 0,078 11,96 2,45

Legenda: (1) - [Ru(Gly)(dppm);]PFe, (2) - [Ru(L-Ala)(dppm),]PFs, (3)- [Ru(L-Met)(dppm),]PFs, (4) - [Ru(L-Trp)(dppm),IPFs, (5) - [Ru(L-

Glu)(dppm),]PFs

89



5.  CONDISERACOES FINAIS

Neste trabalho foram sintetizados cinco compostos inéditos de ruténio (II)
contendo aminodcidos quirais e ndo-quiral, bem como ligantes bifosfinicos e
caracterizados por diversas técnicas espectroscopicas, confirmando a pureza dos
COompostos.

Os compostos foram evidenciados por resultados de andlise elementar CHNS e
as caracterizadas pelas técnicas de condutividade molar, espectroscopia de absor¢do na
regido do IR, Uv-Vis, RMN de 31P{IH}, 'H, 13C{1H}, voltametria ciclica e onda
quadrada e difracdo de raios X.

Os dados de condutividade molar mostraram que os compostos sintetizados sao
eletr6litos 1:1. A partir dos espectros de absor¢cdo na regido do infravermelho foi
possivel observar bandas caracteristicas dos ligantes AA, indicando a coordenagdo. A
banda referente ao estiramento C-O do grupo carboxilato, indicando a coordenagdo do
aminodcido de forma monodentada por esse grupo funcional e outra banda caracteristica
foi NH,. A presenca do contra-ion PFs foi confirmada por suas bandas caracteristicas
em torno de 827 ¢ 556 cm™.

Os dados de voltametria ciclica mostraram que os compostos obtidos
apresentam potenciais de oxidagdo maiores do que os precursores. Isso mostra a
substitui¢do dos ligantes cloretos pelos quelatos (N-O). Provocou uma menor densidade
eletronica no ruténio conduzindo um aumento do potencial de oxidacgao.

OS espectros de RMN de *'P{'H}, permitiu verificar a influéncia da
coordenacdo dos quelatos (N-O) dos ligantes aminoacidos na esfera de coordenagdo do
ruténio (II). O composto [Ru(Gly)(dppm),]PFs ndo apresentou diastereoisomeros, e foi
confirmado por RMN Jp{'H} e PC. Acoplando entre si com forte e fraca intensidade e
ocorreu fendmeno de coalescéncia para os dtomos fosforos Pg € Pc com multiplicidade
dublo tripleto e os dtomos de fosforos P, e Pp apresentam a multiplicidade dublo duplo
dubletos. E outra evidéncia que ndo possui diastereoisdmeros, € o resultado de RMN
13C a carbonila ndo apresentou duplicacio.

Enquanto, os ligantes aminodcidos (L-Ala, L-Met, L-Trp e L-Glu) possuem
carbono quiral e os compostos adquirem um perfil caracteristico para formar
diastereoisomeros, e foi observado por RMN S'p{'H} e C. Aparecem duplicidade de

sinais quando comparados com o composto [Ru(Gly)(dppm),]PFs, evidenciando a
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formacdo de diastereoisdmeros. Os espectros de RMN C confirma o diastereoisdmeros
destes compostos por meio dos sinais da carbonila que aparecem duplicados.

A técnica de difracdo de raios X foi importante na elucida¢do das estruturas
dos compostos. As estruturas de raios X dos compostos confirmou a coordenagdo dos
ligantes Aa de forma bidentada.

Os estudos de fluorescéncia da BSA, foi possivel determinar o mecanismo de
interacdo dos compostos pelo modo estdtico. Apresentaram uma interacao relativamente
forte com a BSA com a constante ky da ordem de 104 — 106. E os parametros
termodinamicos elucidaram a forma de interacdo dos compostos com BSA. Infere-se
que a interacdo € espontinea e as forcas de interacdo sdo hidrofébicas. Nos ensaios
citotoxicos, todos os compostos foram ativos, com destaque para célula de cancer de

mama MDA-MB-231, que apresentaram altos indices de seletividade.
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7.  APENDICE

Apéndice A1- Espectro COSY (‘H-"H) dos compostos

Figura A2 — Espectro COSY (IH—IH) do composto [Ru(L-Ala)(dppm),;]PFs em DMSO — dg
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Figura A2 — Espectro COSY (IH-]H) do composto [Ru(L.-Met)(dppm),|PFs em DMSO — d¢
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Figura A3 — Espectro COSY (lH—lH) do composto [Ru(L-Trp)(dppm),]PFs em DMSO — d¢
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Apéndice B — Espectros de absor¢ao na regiao do ultravioleta e visivel —

UV/Vis

Figura B1 — Espectro de UV/Vis do composto [Ru(L-Ala)(dppm),]PFs em DMSO
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Figura B2 — Espectro de UV/Vis do composto [Ru(L-Met)(dppm),]PFsem DMSO
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Figura B3 — Espectro de UV/Vis do composto [Ru(L-Trp)(dppm),]PFs em DMSO
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Figura B4 — Espectro de UV/Vis do composto [Ru(L-Glu)(dppm),|PFs em DMSO
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Apéndice C — Voltamogramas ciclicos e onda quadrada

Figura C1: Voltamograma ciclico do composto [Ru(L-Ala)(dppm),]PFs em diclorometano
(1 mol L' de PTBA) com eletrodo de trabalho carbono vitreo, o eletrodo de referéncia
Ag/AgCl em KCl e o eletrodo auxiliar de platina
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Figura C2: Voltamograma ciclico do composto [Ru(L-Met)(dppm),]PFs em diclorometano
(1 mol L' de PTBA) com eletrodo de trabalho carbono vitreo, o eletrodo de referéncia
Ag/AgCl em KCl e o eletrodo auxiliar de platina.
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Figura C3: Voltamograma ciclico do composto [Ru(L-Trp)(dppm),]PFs em diclorometano
(1 mol L' de PTBA) com eletrodo de trabalho carbono vitreo, o eletrodo de referéncia
Ag/AgCl em KCl e o eletrodo auxiliar de platina.
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Figura C4: Voltamograma de onda quadrada do composto [Ru(L-Ala)(dppm),]PFs em
diclorometano (1 mol L' de PTBA) com eletrodo de trabalho carbono vitreo, o eletrodo
de referéncia Ag/AgCl em KCl e o eletrodo auxiliar de platina.
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Figura CS: Voltamograma de onda quadrada do composto [Ru(L-Met)(dppm),]PFs em
diclorometano (1 mol L™ de PTBA) com eletrodo de trabalho carbono vitreo, o eletrodo

de referéncia Ag/AgCl em KCl e o eletrodo auxiliar de platina.
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Figura Cé6: Voltamograma de onda quadrada do composto [Ru(L-Trp)(dppm),]PFs em
diclorometano (1 mol L™ de PTBA) com eletrodo de trabalho carbono vitreo, o eletrodo

de referéncia Ag/AgCl em KCl e o eletrodo auxiliar de platina.
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Apéndice D — Tabela de analise elementar e condutividade molar

Compostos %) %) %) %) ndutividade(pnS/cm)
(1) CsHysFeNO,PsRu .90 0 a 80
(tedrico) 7,36) 14) h1)
(2) Cs5HsF¢NO;PsRu .94 1 2 - 70
(tedrico) 7,72) 57) 23)
(3) Cs¢HssFsNO5PsSRu ,69 9 & B 40
(teodrico) 5,28) 19) D6) h8)
(4) C4HssFsN,O,PsRu .80 4 6 60
(tedrico) D,42) 25) 30)
(5) CssHsFsNO,PsRu ,60 1 8 80
(tedrico) h,90) 51) h2)

Legenda: (1) - [Ru(Gly)(dppm),|PFs, (2) - [Ru(L-Ala)(dppm),]PFy, (3) - [Ru(L-Met)(dppm),|PFs, (4) -
[Ru(L-Trp)(dppm),]PFs e (5) - [Ru(L-Glu)(dppm),|PF.
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Apéndice E — Parametros de refinamento cristalografico dos compostos [Ru(Gly)(dppm),]PFg, [Ru(L-Ala)(dppm),]PF¢, [Ru(L-Met)(dppm),]PF

Compostos [Ru(Gly)(dppm),]PFg [Ru(L-Ala)(dppm),]PFg [Ru(L-Met)(dppm),]PF,
Empirical formula C52 H48 F6 N O2 P5 Ru C53 H50 F6 N O2 PS Ru C55 H54 N O2 P4 Ru S F6
Formula weight 1088.83 1102.86 1195.01
Temperature 296(2) K 293(2) K 293 K
Wavelength 0.71073 = 0.71073 = 0.71073
Crystal system Monoclinic Monoclinic Monoclinic
Space group P21/n P21/c P21

Unit cell dimensions

a = 13.2407(6) a= 90co.
b = 19.0084(9) b= 107.117(2)c0.

a = 13.5407(7) a = 90co.
b =19.2475(10) b =106.985(2) co.

a=12.2621(2) b=17.9504(3)
c=12.4576(2) alpha=90 beta=90.525(1)

¢ =21.6454(10) = g = 90co. ¢ =21.6295(12) g = 90c0. gamma=90
Volume 5206.5(4) ~3 5391.3(5) ~3 2741.92
Z 4 4 2
Density (calculated) 1.389 Mg/m3 1.359 Mg/m3 1.447 Mg/m3
Absorption coefficient 0.516 mm-1 0.499 mm-1
F(000) 2224 2256
Crystal size 0.610 x 0.280 x 0.230 mm3 0.54 x 0.46 x 0.27 mm3 0.535

Theta range for data collection

1.455 to 26.458x.

1.445 t0 26.418x

Index ranges

-16<=h<=16, -23<=k<=23, -27<=1<=25

-16<=h<=16, -24<=k<=24, -27<=1<=27

Reflections collected 86062 100435
Independent reflections 10685 [R(int) = 0.0340] 11062 [R(int) = 0.0326] 0.0399 (12664)
Completeness to theta = 25.242 100.0 % 100.0 % 28.283
Absorption correction Semi-empirical from equivalents Semi-empirical from equivalents
Max. and min. transmission 0.7454 and 0.7078 0.7454 and 0.6575 Tmin=0.948 Tmax=1.000
Refinement method Full-matrix least-squares on F2 Full-matrix least-squares on F2
Data / restraints / parameters 10685 /0 / 604 11062 /0/634
Goodness-of-fit on F2 1.046 1.202

Final R indices [I>2sigma(I)]

R1=0.0382, wR2 =0.0936

R1=0.0476, wR2 =0.1079

R indices (all data)

R1 =0.0483, wR2 =0.1030

R1=0.0532, wR2 =0.1108

Extinction coefficient

n/a

n/a

Largest diff. peak and hole

0.765 and -0.509 e.~3

1.018 and -0.702 e.~"3
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Apéndice F — Espectro de supressao de fluorescéncia dos compostos (1) [Ru(L-
Ala)(dppm),]PFg, (2)[Ru(L-Met)(dppm):]PFs, (3)[Ru(L-Trp)(dppm),]PFs,
(4[Ru(L-Glu)(dppm),]PF¢em 280 nm nas temperaturas 25 °C e 37 °C,

.
respectivamente.
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