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RESUMO

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados quatro novos complexos de Ru(ll) a
partir do precursor cis-[RuCly(dppm).], onde dppm = 1,1-bis(difenilfosfina)metano, com os
ligantes quinolina carboxilatos derivados dos acidos: quinaldico, quinolinico, quinurénico e
xanturénico. Os complexos formados apresentam férmula geral cis-[Ru(O-O)(dppm),]PFs
e foram caracterizados por espectroscopia vibracional de absor¢do na regido do
infravermelho (IV), espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel,
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de fésforo — RMN *'P{'H}, analise
elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) e medidas de condutividade. A partir
dosespectros de RMN *'P{"H} foi possivel confirmar a coordenacéo dos ligantes na forma
bidentada ao Ru(ll) devido a observacdo de dois sinais tripletos. No espetro IV dos
complexos existem estiramentos das bandas do C=N e do COO", caracteristicos dos
ligantes quinolina carboxilatos. Os resultados de analise elementar (CHN) mostraram-se
compativeis com as férmulas propostas, indicando a pureza dos compostos. Os
complexos contendo os anions do acido quinaldico e acido quinurénico, bem como o
precursor cis-[RuCly(dppm),] € a metalodroga de referéncia cisplatina foram avaliados nas
linhagens de células tumorais HepG2 (carcinoma hepatocelular humano-figado), MCF-7
(adenocarcinoma da mama humano) e MO59J (glioblastoma humano - cérebro) e uma
linhagem celular normal, a GMO07492A (fibroblastos de pulm&o humano normal).Os
complexos estudados apresentaram resultados promissores frente as células tumorais
avaliadas. O cis-[Ru(quin)(dppm);]PFs foi o que apresentou melhores resultados de
atividade citotéxica nas trés linhagens tumorais HepG2, MCF-7 e MOS59J quando
comparado ao precursor e a cisplatina. Em relacdo ao precursor, a atividade foi
potencializada mais de 10 vezes para as linhagens HepG2 e MCF-7 e cerca de 2 vezes
para MO59J. Quando comparado a cisplatina, observou-se uma diminuicdo da
citotoxicidade em aproximadamente 2 vezes para as linhagens celulares MO59J e MCF-7
e um aumento de 1,6 vezes para a linhagem HepG2. O complexo cis-
[Ru(quinu)(dppm),]PFs apresentou um MIC de 18 uM contra o Mycobacterium
tuberculosis, valor apenas ligeiramente melhor que o encontrado para o complexo

precursor.

Palavras-chave: Complexos de ruténio(ll). Quinolina Carboxilatos. Citotoxicidade. dppm.
RMN *'P{'H}.



ABSTRACT

In this work were synthesized and characterized four new complexes of Ru(ll) from the cis-
[RuCly(dppm),] precursor, dppm =1,1-bis(diphenylphosphino)methane, with the quinoline
carboxylate ligands obtained from the acids: quinaldic, quinolinic, kynurenic and
xanthurenic. The obtained complexes have the general formula cis-[Ru(O-
O)(dppm),]JPFsand were characterized by IR, UV-vis and *'P{"H} NMR spectroscopies,
elemental analysis of carbon, hydrogen and nitrogen (CHN) and conductivity
measurements. From the *'P{"H} NMR spectra was possible to confirm the ligand
coordinationto the Ru(ll) in the bidentate fashion due to the observation of two triplets
signals. In the IR spectra of the complexes there are vibrational modes corresponding to
C=N and COO™ groups characteristic of the quinoline carboxylate ligands. The elemental
analysis (CHN) results were consistent with the proposed formulas indicating their purity.
The complexes containing the anions of quinaldic acid and kynurenic acid, as well as the
cis-[RuClz(dppm),] precursor and the reference metallodrug cisplatin were evaluated in the
tumor cell lines HepG2 (human hepatocellular carcinoma, liver), MCF-7 (human breast
adenocarcinoma) and MO59J (glioblastoma human-brain) and one normal cell line,
theGMO07492A (normal human lung fibroblasts). The studied complexes have shown
promising results in the studied cell lines. The cis-[Ru(quin)(dppm),]PFs showed the best
results of cytotoxicity in the three tumor cell lines HepG2, MCF-7 and MO59J when
compared to the precursor and cisplatin. The activity increased more than 10 times against
the cell lines HepG2 and MCF-7 and about 2 times to MO59J when compared with the
precursor. When compared with cisplatin the activity decreased approximately 2 times
against the cell lines MCF-7 and MO59J and increased 1.6 times against HepG2. The cis-
[Ru(quinu)(dppm),]PFs complex displayed a MIC of 18 uM against Mycobacterium

tuberculosis, this value was only slightly better than that found for the precursor complex.

Keywords: ruthenium(ll) Complexes. Quinoline Carboxylates. Cytotoxicity.dppm. *'P{"H}
NMR.
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1 INTRODUGAO: QUIMICA INORGANICA & BIOINORGANICA.

A Quimica é conhecida como ciéncia central que possibilita o estudo da matéria,
levando em conta a sua composicao, as reacgdes e as transformacdes sendo fundamental
para a existéncia da vida e garantia do bem estar a humanidade (SHRIVER; ATKINS,
2008).

A Quimica Inorgénica é uma vertente da quimica que se ocupa da investigacéo
experimental e interpretagdo tedrica das propriedades e reagcdes dos elementos e seus
compostos, exceto os hidrocarbonetos e seus derivados. Os compostos inorganicos
podem ser liquidos e sélidos idnicos, que podem ser descritos pelas aplicacbes simples
da eletrostatica classica, aos compostos covalentes e aos metais (SHRIVER; ATKINS,
2008).

Dois tipos de reagdes fundamentais ajudam a sistematizar a quimica inorganica: as
reacbes de acidos e bases, resultantes da transferéncia de um préton ou
compartilhamento de pares de elétrons e aquela que ocorre pela oxidacao e pela redugao
(HOUSECROFT; SHARPE, 2013).

Os compostos de coordenacdo podem ser definidos como sendo aqueles que
apresentam um atomo ou ion central, ao qual estdo ligados moléculas neutras ou ions,
cujo numero geralmente excede o numero de oxidagdo ou valéncia do atomo ou ion
central. Nesses compostos, o atomo central € usualmente, um metal de transicdo. Os
complexos metalicos, nos quais o atomo central metalico ou ion esta rodeado por varios
atomos ou ions, tém um papel importante em quimica inorgénica, especialmente para os
elementos do bloco d (HOUSECROFT; SHARPE, 2013).

Grandes areas da quimica inorganica permanecem inexploradas, assim
constantemente novos compostos inorganicos estdo sendo sintetizados. A industria
quimica é fortemente dependente da quimica inorganica. Esta € essencial para a
formulacdo e o0 melhoramento de materiais modernos, como catalisadores,
semicondutores (guia de luz), dispositivos o6pticos nao lineares, supercondutores e
materiais ceramicos avancados (HOUSECROFT; SHARPE, 2013).

Nas ultimas décadas, com o crescente desenvolvimento da quimica bioinorganica,
incluindo-se a quimica inorganica medicinal, tem desempenhado um papel de destaque,
no desenvolvimento de novos medicamentos. A bioinorganica tem um papel primordial no
estudo dos metais em compostos de coordenagédo em sistemas bioldgicos, que tem como
objetivo melhorar a qualidade de vida do ser humano e a descoberta de novos farmacos.

Também possibilita estudar e avaliar a toxicidade dos metais em compostos de
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coordenagdo nos sistemas bioldgicos. Através da bioinorganica € possivel estudar as
funcdes, metabolismos e aplicagbes de ions inorganicos e seus complexos em sistemas
bioldgicos, correlacionando a atividade biolégica apresentada por um sistema inorganico

com suas caracteristicas estruturais e eletrénicas (SHRIVER; ATKINS, 2008).
1.1 Caracteristicas do ruténio.

O ruténio esta entre os metais de transicdo muito importante na formacao de
complexos, especialmente nos baixos estados de oxidagdo, formando complexos de
Ru(ll) e Ru(lll) quase invariavelmente numero de coordenacgdo seis, baixo spin e
geometria octaédrica. Como tais, os trés orbitais toq orientados para as faces do octaedro,
que sao totalmente preenchidos nos complexos de Ru(ll) (FIGURA 1) e possuem uma
vacancia eletronica nos de Ru(lll). A diferenga de um elétron entre os estado de oxidagao
Il e Ill afeta de maneira significativa seu comportamento quimico (ZIGLER et al., 2008).

O Ru(lll) tem configuragdo ty,° e e,”. Geralmente comporta-se como um ion

metalico m-receptor, € um acido com carater intermediario bastante inerte em relacdo a
troca de ligantes (ZIGLER et al., 2008). De maneira geral, o Ru(lll) tem preferéncia por

ligantes saturados (duros), tais com H,O, NH3, OH e CI".

FIGURA 1 — Representagao pela teoria do campo cristalino para os orbitais atdbmicos do
Ru(ll).

Fonte: Autor (2015).

O Ru(ll) tem simetria t,° e e,’ comportando-se como um ion metalico n-doador
(&cido mole) sendo, portanto, encontrado associado a ligantes insaturados, que

apresentam orbitais n* vazios, tais como: N, CO, organonitrilas, piridinas, fosfitos, NO,



17

arsinas dentre outros que aceitam densidade eletrbnica do centro metalico. Essa
interacdo que o ligante aceita densidade eletronica do metal é chamada de retrodoacéo,
onde doagdo o0 e a retrodoagédo © s&o sinérgicas, isto é, elas se reforcam. Quanto mais
densidade eletrbnica é transferida ao metal pela ligacdo o, mais densidade € deslocada
para o ligante através da ligagéao n (ZIGLER et al., 2008). Assim, a ligagao entre um metal
e um ligante tem um carater de dupla ligagcéo, por isso € bastante forte (FIGURA 2)
(SHRIVER e ATKINS, 2008). Isto normalmente ocorre com centros metalicos que
possuem densidade eletrbnica elevada e os ligantes possuem orbitais atbmicos vazios
com simetria adequada para interagir com o orbital to,yg do metal formando a ligagéo
n (BUGARCIC et al., 2008).

A alta densidade eletrénica sobre o ruténio, devido a coordenagao dos ligantes,
teria como consequéncia uma baixa estabilidade termodindmica do complexo formado.
Entretanto, quando o ligante € um receptor de elétrons n, é possivel a estabilizagdo do
complexo e dessa forma, varios complexos de ruténio com ligantes que os estabilizam
tem sido estudados (BURKHEAD et al., 2008).

FIGURA 2 - Representacao esquematica da visdo classica de retrodoagao.

— e M-L o*

e =N
CA =5
S gl

Fonte: Autor. Adaptado de Shriver e Atkins (2008).
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1.2 Caracteristicas das fosfinas.

As fosfinas sdo ligantes importantes na quimica dos metais de transigdo, séo
extremamente reativas e formam catalisadores versateis, porém, um processo chamado
degradacgao de fosfinas tende a limitar a sua aplicagao industrial (SHUTTLEWORTH et al.,
2013). Em geral, had duas propriedades dos ligantes fosfina que sédo consideradas
importantes nas discussdes sobre a reatividade dos seus complexos: o volume estéreo e
a capacidade de doar e receber elétrons (SHUTTLEWORTH et al., 2013). As fosfinas tém
um par de elétrons isolado no atomo de P que € apreciavelmente basico e nucleofilico e
pode servir como um doador . As fosfinas também tém orbitais vazios no atomo de P
que podem sobrepor-se com os orbitais ocupados dos ions de metais 3d e comportarem-
se como receptores w, ou seja, sdo capazes de acomodar densidade eletrdbnica doada
pelos centros metalicos. A ligagdo das fosfinas com um atomo de metal ou ion metalico
de transicao, é feita por uma ligacdo o do ligante para o metal e uma ligagado n do metal
de volta para o ligante (SHRIVER e ATKINS, 2008).

Existem dois modos de visualizar a retrodoacdo em ligagcbes M-PR3. A visao
classica considera que os ligantes fosforados tém orbitais d desocupados, de simetria
adequada e de baixa energia, para recobrimento com os orbitais d preenchidos do centro
metalico, e consequentemente, sdo capazes de receber densidade eletrbnica retrodoada
pelo centro metalico, como mostra a (FIGURA 2) (SHUTTLEWORTH et al., 2013). A visao
mais recente baseada em calculos da mecanica quantica suporta a retrodoagao a partir
dos orbitais d preenchidos do centro metalico para os orbitais moleculares c* das ligagbes
P-R (SHRIVER e ATKINS, 2008).

A 1,1-bis(difenilfosfina)metano (dppm), (FIGURA 3) é uma fosfina bidentada, onde
os atomos de fosforo estdo ligados a dois grupos fenilicos e ligados entre si através de
um carbono sp® (-CH3-). Comporta-se como uma base de Lewis usando o seu par isolado
de elétrons para doar densidade eletrénica para um acido de Lewis. As fosfinas podem
formar uma variedade de complexos, com atividades diversas, tanto em processos
cataliticos como atividades antitumorais (SHUTTLEWORTH et al., 2013).



19

FIGURA 3 - Estrutura da bifosfina.

o™

1.3 Ligantes quinolina carboxilicos.

Fonte: Autor (2015).

Os ligantes quinolina carboxilicos sdo moléculas organicas que contém em sua
composi¢cdo atomos de carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio. Sdo acidos organicos
que apresentam varias caracteristicas em comum. Todos apresentam em sua férmula
estrutural dois anéis aromaticos, um atomo de nitrogénio como heteroatomo e um grupo
carboxilico. Dois dos compostos estudados apresentam hidroxila em sua composicao,
(FIGURA 4) (MALECKI et al., 2013). Esses ligantes podem coordenar ao centro metalico
de maneiras diferentes, que depende da esfera de coordenacgao existente (MALECKI et
al.,, 2013). Quando a esfera de coordenagdo do centro metalico contém bifosfina, a
coordenagao ocorre preferencialmente pelo carboxilato (COO™) e quando a esfera de
coordenagao possui outros ligantes como: H,O, PPh;, CO e CI, ha outras possibilidades
de coordenagdo que pode ser com O oxigénio e nitrogénio ou para 0s que possuem
hidroxila, como é o caso do acido xanturénico, pode coordenar oxigénio nitrogénio e
hidroxila (MALECKI et al., 2013).

FIGURA 4 - Ligantes quinolina carboxilicos.
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Fonte: Autor (2015).
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Os ligantes quinolinicos sao adequados a retrodoagdo, 0s mesmos possuem
orbitais n* vazio e pares de elétrons capazes de formar ligagbes o fortes podendo
estabilizar ions metalicos em estado de oxidag&o baixo. Um grande numero de complexos
de Ru(ll) com ligantes N-heterociclico tem sido extensivamente estudado, no intuito de
avaliar suas citotoxicidades (MALECKI et al., 2013).

Os derivados quinolinicos representam uma das principais classes de heterociclos,
presente em varios produtos naturais com potencial atividade farmacoldgica, como por
exemplo, atividade antiviral, antitumoral, anti-inflamatéria, antileishmania, antifungica,
antimalarica, dentre outras (SOUZA et al., 2009).

1.4 Modos de coordenagao dos ligantes: anions dos acidos quinolinico, xanturénico e

picolinico.

Estudos sobre complexos de cobre(ll), mostram-se interessantes pela quimica
diversificada e também pela grande utilidade que estes apresentam com atividade contra
uma variedade de tumores (CER-KERCMAR et al., 2012). Ha também muitas evidéncias
que alguns complexos de cobre(ll) séo efetivos agentes antituberculose (CER-KERCMAR
et al., 2012).

Os complexos (FIGURA 5) de cobre(ll) e cadmio Cd(ll) tém sido obtidos e
estudados com ligantes quinolina carboxilatos explorando os possiveis diferentes modos
de coordenagdo (TRATAR PIRC et al, 2012). Para o complexo de cobre(ll)
[Cu(Xan)(H20),], o ambiente de coordenacgao é constituido por cinco atomos doadores c:
dois atomos de oxigénio de duas moléculas de agua e outros trés do ligante, sendo dois
oxigénios e um nitrogénio que possui uma forma de coordenagao tridentada (TRATAR
PIRC et al., 2012). Tais coordenagdes resultam em anéis quelato de cinco membros.
Onde os atomos doadores definem os vértices de uma piramide quadrada distorcida cujo
plano é ocupado pelas duas moléculas de agua (FIGURA 5) (TRATAR PIRC et al., 2012).

O complexo [Cdy(Xan)2(H20)4] € composto por dois atomos de cadmio, ligados por
um par de atomos de oxigénio do carboxilato dos dois ligantes Xan. Os ambientes de
coordenacao dos dois atomos de metal sdo semelhantes, cada um constituido por dois
ligantes Xan e duas moléculas de agua. Cada ion metalico se encontra num ambiente de
coordenagao octaédrico e os seis atomos o doadores definem os vértices de uma
piramide pentagonal distorcida (TRATAR PIRC et al., 2012).
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Ja o anion do acido picolinico em um complexo de Ru(ll) de férmula cis-
[Ru(pic)(dppm);]PFs coordenou-se na forma bidentada através dos atomos de oxigénio e

nitrogénio, como mostrado na FIGURA 5.

FIGURA 5 — Complexos de cobre(ll), cadmio(ll) e ruténio(ll) contendo anions dos acidos

quinolinico, xanturénico e picolinico.
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Fonte: Tratar Pirc (2012) e Pavan (2010).

1.5 Cancer.

O processo de formagédo de cancer, em geral se da lentamente, podendo levar
varios anos para que uma célula cancerosa prolifere e dé origem a um tumor visivel. Esse
processo passa por varios estagios antes de chegar ao tumor. No primeiro estagio as
células sofrem o efeito dos agentes cancerigenos ou carcinbgenos que provocam
modificagbes em alguns de seus genes. Nessa fase as células se encontram,
geneticamente alteradas, porém ainda nao € possivel se detectar um tumor clinicamente.
(ALDERTON, 2014).
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1.6 O que causa o cancer.

As causas do cancer sido variadas, podendo ser externas ou internas ao
organismo, estando ambas inter-relacionadas. As causas externas relacionam-se ao meio
ambiente e aos habitos ou costumes proprios de um ambiente social e cultural. De todos
os casos, 80% a 90% dos cénceres estdo associados a fatores ambientais. Alguns deles
sdo bem conhecidos: o cigarro pode causar cancer de pulmao, a exposi¢cao excessiva ao
sol pode causar cancer de pele, e alguns virus podem causar leucemia. Outros estdo em
estudo, tais como alguns componentes dos alimentos que ingerimos, e muitos sao ainda
completamente desconhecidos (ALDERTON, 2014).

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima-se que cerca de
580 mil casos novos da doenga para 2015. De acordo com o Ministério da Saude, os
canceres mais incidentes na populagdo brasileira no proximo ano serdo de pele,
melanoma (182 mil), préstata (69 mil); mama (57 mil); célon e reto (33 mil), pulmao (27
mil) e estdbmago (20 mil). Ao todo estao relacionados na publicagéo os 19 tipos de cancer
mais incidentes, sendo 14 na populagdo masculina e 17 na feminina (INCA) (ALDERTON,
2014).

1.7 Complexos metalicos cisplatina no tratamento do cancer.

A cisplatina cis-[PtCly(NH3)2], (FIGURA 10 (a)) comegou a ser submetido a testes
clinicos no inicio da década de 70, inicialmente em pacientes terminais e posteriormente
em tumores localizados, como cancer de testiculo e ovario, tendo sido langado no
mercado americano em 1979 (BENITE, 2007). O carcinoma testicular, que era quase
sempre letal tornou-se curavel em cerca de 90% dos casos quando diagnosticados na
fase inicial (CORTES-DERICKS et al., 2014). Atualmente a cisplatina é usado em varios
outros tipos de neoplasias, como cancer de pulmé&o, cabeca, eséfago, estbmago,
linfomas, melanoma, colorretal, pulmao, entre outros, sobretudo em associacdo com
outras drogas, em varios esquemas terapéuticos. (BENITE, 2007). Este foi o
medicamento precursor com metal utilizado no tratamento do cancer, aprovado pelo FDA
(Food and Drug Administration), nos Estados Unidos. (CORTES-DERICKS et al., 2014).
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1.8 Mecanismo de acgao da cisplatina.

Esses estudos mostraram que, antes de alcangar as células, cisplatina passam por
reagdes de substituicdo, sendo a mais importante a reagédo de hidrolise (FIGURA 7) para
formar as espécies ativadas [Pt(NHs),CI(H20)]" e [Pt(NH3)2(H20).]**, que reagem mais
rapidamente com os alvos celulares (BENITE, 2007). Do lado externo da célula, no
plasma sanguineo, a concentragao dos ions cloretos é alta cerca de (100 mM), o que
impede a hidrolise dos ligantes cloretos e mantém a cisplatina no estado neutro
[Pt(NH3)Cl;] (CORTES-DERICKS et al., 2014). Apos entrar na célula, a concentracao de
ions cloreto € muito menor (cerca de 4 mM) o que permite a hidrélise do complexo,
formando espécies contendo agua coordenada (FIGURA 7) (CORTES-DERICKS et al.,
2014).

FIGURA 6 — Hidrdlise da cisplatina intracelular.
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Fonte: Autor. Adaptado de Fontes, César e Beraldo (2005).

Apds sofrer hidrolise no meio intracelular, uma das questdes a ser respondida era a
de qual seria o alvo biolégico do complexo, ja que muitos componentes celulares, como o
DNA, o RNA e as proteinas podem interagir com a cisplatina (PEREZ-REBOLLEDO,
2005). Os mecanismos bioquimicos envolvidos na entrada da cisplatina na célula ainda
estdo sob investigacdo, mas a difusdo passiva foi, por muito tempo, considerada o
principal modo pelo qual esse composto atravessa a membrana celular. Estudos mais
recentes apontam a importdncia da difusdo ativa, através da participacdo de
transportadores de cobre e transportadores catibénicos orgénicos (TCO) (FIGURA 8)
(PEREZ-REBOLLEDO, 2005).
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FIGURA 7 - Representagdo esquematica da entrada da cisplatina na célula e sua

posterior ligagdo com o DNA no nucleo.
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Fonte: Autor. Adaptado de Neves e Vargas (2011).

1.9 Acéo da cisplatina.

Atualmente, ha um consenso de que o alvo principal da cisplatina € o DNA,
macromolécula constituida por duas fitas, cada uma delas composta por uma sequéncia
de nucleotideos, os quais por sua vez sao formados por trés diferentes tipos de
moléculas: um agucar, um grupo fosfato e uma base nitrogenada. As bases nitrogenadas
podem ser puricas (guanina e adenina) ou pirimidicas (citosina e timina) (PEREZ-
REBOLLEDO, 2005). A ligacao da platina com o DNA ocorre preferencialmente através
de um dos atomos de nitrogénio de guanina ou de adenina. A interagcdo mais estavel é
com o nitrogénio da guanina, em razdo da possibilidade de formacdo de ligacdo de
hidrogénio do grupo NH3 da cisplatina com o oxigénio da guanina, conforme a (FIGURA
9). Esta interagdo nédo ocorre com a adenina e varios tipos de adutos com o DNA podem
ser formados (BERALDO, 2004).
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FIGURA 8 — Interagdes da cisplatina com as bases adenina (a) e guanina (b).
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Fonte: Fontes, César e Beraldo (2005).

Para a cisplatina, o aduto encontrado em maior quantidade € o que corresponde a
ligacao intrafita, envolvendo bases guaninas adjacentes, o que sugere ser a formagao
desses adutos o maior responsavel pela sua atividade anticancerigena, uma vez que
provoca lesdes mais dificeis de serem reparadas. A habilidade da cisplatina de se ligar ao
DNA e de distorcer sua estrutura sugere que o composto interfere no funcionamento
normal desse componente celular (PEREZ-REBOLLEDO, 2005).

Os processos de replicacao e de transcricao do DNA sao essenciais para a divisao
celular e para a produgao de proteinas. Qualquer agente que interfira nesses processos
pode ser citotoxico. A inibigdo da replicacdo do DNA sugere que o composto poderia
causar a apoptose das células cancerosas ao bloquear sua habilidade de sintetizar novas

moléculas de DNA, necessarias para a diviséo celular (BERALDO, 2004).

1.10 Alguns obstaculos ao uso da cisplatina e a busca de novos compostos.

Apesar de ser amplamente utilizada como metalodroga a cisplatina apresenta
alguns problemas, dentre eles: o surgimento de resisténcia celular, a baixa solubilidade
em agua e o estreito espectro de atividade, além de graves efeitos colaterais, como
neuro-toxidez, nefro-toxidez e toxidez ao trato intestinal, que se manifestam através de
nauseas e vOmitos intensos (BERALDO, 2004). Os efeitos adversos surgem
principalmente pela complexagdo da cisplatina com proteinas e peptideos, como por
exemplo, a glutationa, o que leva ao seu acumulo no organismo e consequente toxidez. A

toxidez renal pode ser reduzida por meio de pré e pos-hidratacao intensa do paciente e do
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uso de manitol para aumentar a diurese, além da diluicdo do medicamento em solugcao
salina hipertonica (PEREZ-REBOLLEDO, 2005).

Com o objetivo de se obter compostos mais eficazes e menos tdxicos, cerca de
3000 complexos de platina ja foram sintetizados e submetidos a ensaios de atividade
antitumoral, mas somente alguns mostraram atividade comparavel a da cisplatina
(BERALDO, 2004).

Estudos relacionando estrutura quimica com atividade biolégica mostraram que a
atividade antineoplasica de compostos de platina estava relacionada aos isbmeros cis, ja
que os correspondentes isdbmeros trans se mostravam inativos (BERALDO, 2004).
Contudo, na literatura ja se encontram descritos complexos com geometria trans que
apresentam alguma atividade. Os complexos devem ser preferencialmente, eletricamente
neutros, pois presumem que esses atravessam membrana celular mais facilmente do que
aqueles que possuem carga. Como um complexo de platina sofre reagdes de substituicdo
de ligantes no organismo, ele deve ter em sua estrutura um grupo denominado
abandonador, que deve apresentar labilidade moderada, sendo o cloreto (CI") o mais
amplamente utilizado (PEREZ-REBOLLEDO, 2005).

Posteriormente uma série de compostos de platina foram sintetizados e tiveram
suas atividades antitumorais avaliadas e apresentaram resultados satisfatérios, porém,
somente trés destes complexos estdo sendo atualmente utilizados no tratamento do
cancer. A cisplatina (cis-diamindicloroplatina(ll)), carboplatina (diamina(ciclobutano-1,1-
dicarboxilato) platina(ll)) e oxaliplatina ((trans-L-diaminaciclohexano)oxalatoplatina(ll))
(FIGURA 10), so6 foram aprovados para o tratamento de céancer a nivel mundial em 1979,
1998 e 2002 respectivamente. No entanto a nedaplatina (cis-diamina-glicoloatoplatina(ll)),
a lobaplatina (1,2-diaminometilciclobutano-platina(ll)) e a heptaplatina (cis-malonatol
[(4R,5R)-4,5-bis(aminometil)-2-isopropil-1,3-dioxolano] platina(ll) s6 foram aprovadas com
agentes anticancer no Japao,China e Coréia do Sul (CORTES-DERICKS et al., 2014;
TSENG et al., 2014).

Dados recentes apontaram que os compostos de platina, sozinhos ou em
combinagao com outros farmacos, sdo usados para tratar de 40 a 80% dos pacientes com
cancer, o que comprova a importancia destes compostos para o tratamento desta doenca,
além de encorajar a busca por novos farmacos mais eficientes (NEVES e VARGAS,
2011).
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FIGURA 9 — Férmulas estruturais dos complexos de platina. cisplatina (a); carboplatina

(b); oxaliplatina (c); nedaplatina (d); lobaplatina (e) e heptaplatina (f).
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Fonte: Autor. Adaptado de Neves e Vargas (2011).

Os farmacos dos complexos de platina, assim como a maioria dos quimioterapicos,
possuem efeitos colaterais diversos. Com intuito de diminuir esses efeitos, € que se
buscam nos compostos de coordenagédo, novos complexos com atividades bioldgicas
antitumorais suficientes para combater as neoplasias e que possuam menores efeitos

colaterais.

1.11 Complexos de ruténio no tratamento do cancer.

Estudos envolvendo complexos de ruténio como agentes antitumorais iniciaram-se
na década de 80, por Clarke, que descobriu as atividades antitumorais dos complexos de
Ru(lll) contendo aminas. Porém, esses compostos apresentavam inviabilidade para uso
clinico, devida sua baixa solubilidade em &agua. No entanto descobriu-se que a
solubilidade talvez n&o seja um papel decisivo, pois, um dos complexos derivado neutro, o
fac-[RuCl;(NHs)s], apresentava uma atividade, tdo boa quanto a cisplatina (ALESSIO et
al., 2004).

Novos complexos de ruténio tém sido muito estudados e os resultados mostram
que os mesmo apresentam boa atividade como agentes anticancerigenos. Alguns
complexos possuem atividade anticancerigena superior ao da cisplatina (SANTOS et al.,
2013).

As vantagens da utilizacdo de ruténio no desenvolvimento de drogas antitumorais

tém sido uma alternativa contra o cadncer com excelentes resultados. Os beneficios da
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exploracdo de ruténio incluem: uma quimica de coordenagdo bem desenvolvida
proporcionando novos compostos; uma taxa de troca dos ligantes, muitas vezes
comparavel ao de platina ou que pode ser adaptado pela coordenacdo de ligantes
auxiliares apropriados; geometria de coordenagdo octaédrica em contraste com a
geometria quadrada planar de platina(ll), o que implica numa reatividade e modo de
atuacdo diferente da cisplatina; a acessibilidade aos estados de oxidacédo 2, 3" e 4" sob
condigdes fisiologicas e a capacidade para adaptar as taxas de transferéncia de elétrons
e os potenciais de redox; a capacidade do ruténio de imitar o ferro na ligagdo com
biomoléculas, tais como a transferrina e outras proteinas, o que faz com que os agentes a
base de ruténio apresentem menos toxicidade do que as drogas de platina; e aumentar o
conhecimento sobre os efeitos biologicos de complexos de ruténio (JAKUPEC et al.,
2008).

Atualmente ha duas drogas anticdncer em desenvolvimento baseada em
complexos de ruténio, NAMI-A de formula [ImH][trans-RuCl4(DMSO)(ImH)] e o KP1019 -
[ImH][trans-RuCl4(Im)], (Im=imidazol), (FIGURA 10) que completaram com sucesso 0s
testes clinicos da fase |, |l e estdo atualmente em fase Il de testes no Instituto do Cancer
Netherlands, em Amsterdam (JAKUPEC et al., 2008).

FIGURA 10 — Complexos de ruténio com alta atividade antitumoral: KP-1019 (a) e NAMI-

A (b).
R
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Fonte: Autor. Adaptado de Jakupec (2008).

Vale ressaltar que o complexo NAMI-A apresenta baixa citotoxicidade contra
células tumorais in vitro, porém, in vivo, apresenta elevada atividade contra metastase
(JAKUPEC et al., 2008).
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Em uma suposicgéo inicial simplificada da analogia com as drogas da platina, o DNA
tem sido considerado o alvo critico do KP1019, que foi investigado em varios estudos.
Apesar da sua citotoxicidade moderada, exerce efeitos impressionantes em doses nao
téxicas numa variedade de tumores. A fase | desse estudo conduzido em pacientes com
tumores solidos avangados produziram atividades bioldgicas satisfatorias em cinco dos
seis pacientes avaliados, apesar dos pacientes nao terem sido totalmente curados
(JAKUPEC et al., 2008).

Testes clinicos mostram que compostos de ruténio normalmente exibem menos
problemas de toxicidade que as metalodrogas baseadas na platina e muitas vezes sao
ativas contra tumores que desenvolveram resisténcia a cisplatina ou nos quais a cisplatina
é inativa (GROESSL et al, 2007). O ruténio € um metal muito estavel e exibe
propriedades farmacoldgicas interessantes e pode ser administrado oralmente contra
varios tipos de tumores como carcinoma pulmonar de Lewis, melanoma B16 e carcinoma
mamario M-Ca (MOHTY et al., 2014).

Os mecanismos de agao e alvos bioldgicos do KP1019 e NAMI-A ainda nao estao
elucidados (JAKUPEC et al., 2008). Provavelmente suas atividades biologicas estédo
relacionadas primeiramente pela dissociacdo do cloreto, por uma redugdo para o
ruténio(ll) (BRINDELL et al., 2007); sendo reduzido in vivo para se coordenarem mais
rapidamente a biomoléculas, como proteinas do soro, tais como albumina e transferrina,
apesar de ainda nao estar elucidado o modo como essas ligagdes influenciam no
mecanismo de agao desses metalofarmacos (JAKUPEC et al., 2008). Sugere-se que 0s
complexos de Ru(lll) mantenham o seu estado de oxidag&o até atingirem o tumor, onde o
baixo nivel de oxigénio, permite a ativagao por reducéo levando a espécie a Ru(ll), que
podem provocar a quebra das fitas do DNA (FIGURA 11) (JAKUPEC et al., 2008).
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FIGURA 11 — Possivel mecanismo de reagdao do KP1019 — Keppler (JAKUPEC et al.,
2008).

% Meio extracelular Membrana celular

Meio intracelular

Mitocondria

Fonte: Autor. Adaptado de Jakupec (2008).

Um possivel mecanismo de agao para o complexo de ruténio(lll) NAMI-A, seria sua
ativagdo por reducdo. Primeiramente, o composto € transportado para dentro da célula
através da transferrina e ao chegar a célula, é reduzido a Ru(ll) por moléculas redutoras,
como glutationa ou ascorbato, que estdo em maior concentragdo, para s6 entdo ocorrer a
dissociagao do cloreto e interagdo com o DNA ou alguma outra biomolécula (FIGURA 11)
(JAKUPEC et al., 2008). O que favorece a redugédo do Ru(lll) a Ru(ll) nos tumores em
comparagao a tecido normais sdo a diferengas no metabolismo das células normais e
tumorais (MOHTY et al., 2014). A glutationa e varias proteinas sdo capazes de reduzir
complexos de Ru(lll) in vivo.

Outros complexos de ruténio também apresentaram atividades promissoras como
agentes anticancer, dentre eles: a-[RuCly(azpy),] (HOTZE et al., 2000; HOTZE et al.,
2003)  mer-[RuCls(terpy)] (NOVAKOVA et al, 2000), [Ru(lV)(cdta=1,2-
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ciclohexanodiamintetraacetato)] e complexos organometalicos, do tipo [RuCl(n®-
arene)(en)]PFg (en=etilenodiamina) (MORRIS et al., 2001). Complexos de Ru(ll) também
apresentam atividades antitumorais, como o cis-[RuCl,(DMSO),] (ALDERFER et al., 2014;
VERSTOVSEK et al., 2014), que mostra alguma atividade e complexos estabilizados por
ligantes heteroaromaticos, que tem significativa atividade citotoxica (GUILHOT et al.,
2014; MOHTY et al., 2014).

1.12 Quimica inorganica no tratamento da tuberculose.

A utilizagdo de complexos metalicos tem sido também uma estratégia utilizada na
tentativa de obtencdo de novos farmacos no tratamento da tuberculose (COKER et al.,
2007). Existe uma grande busca por novos farmacos mais eficazes e que tenham menos
efeitos colaterais e baixo custo, para ajudar no tratamento da tuberculose. Varios artigos
na literatura mostram a potencialidade dos complexos metalicos como agente
antimicobacterianos, mostrando que a atividade biolégica € bastante satisfatoria, assim a
complexacado de um bioligante com um ion metélico pode levar a compostos mais ativos
que o ligante livre. Ja conhecido que a presenca do metal € de fundamental importancia

para a atividade do composto, devido ao acréscimo da lipofilicidade (PAVAN et al., 2011).

1.13 Complexo de ruténio no tratamento da tuberculose.

Existem diversos estudos na literatura sobre complexo de Ru(ll), os quais tém
mostrado grande potencial como metalodrogas. Trabalhos recentes mostram que
complexos de Ru(ll) com os ligantes bifosfinas/diiminas e picolinato apresentam atividade
in vitro contra o Mycobacterium tuberculosis Hz;Rv, com concentragdes inibitorias
minimas (MICs) muito proximas ao da droga de referéncia (isoniazida) (TABELA 1)
(PAVAN et al., 2011). Outros complexos de ruténio que também estdo sendo estudados,
sdo os complexos contendo o picolinato formando o cis-[Ru(pic)(dppe):]PFs e cis-
[Ru(pic)(dppm):]PFs (FIGURA 12), e os resultados apresentaram valores melhores ou
iguais aos dos farmacos utilizados no tratamento da tuberculose (TABELA 1),
assegurando assim a capacidade dos complexos de Ru(ll) em combater o bacilo da
tuberculose (PAVAN et al., 2010).
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FIGURA 12 — Complexos de Ru(ll) com o picolinato formando o cis-[Ru(pic)(dppm).]PFes e
cis-[Ru(pic)(dppe)2]PFs.
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cis-[Ru(piC)(dppe)z]PF6 cis-[Ru(pic)(dppm),|PF

Fonte: Pavan (2010).

TABELA 1 — Valores de MIC em (ug mL" e uM) para o complexos de ruténio(ll) e os
ligantes livres contra o Mycobacterium tuberculosis, comparado com o medicamento de
referéncia (PAVAN et al., 2010).

Compostos MIC (ug mL™) MIC (uM)
cis-[Ru(pic)(dppm),]PFs 0,78 0,69
cis-[Ru(pic)(dppe)2]PFs 0,256 0,22
[Ru(pic)2(PPhs).] >50 >57
cis-[RuCly(dppm)] 25 26,6
cis-[RuCly(dppe)] 25 25,8
HPic >50 >406
dppm 25 65
dppe 6,25 15,7
PPhs 25 95
isoniazida 0,03 0,36

Fonte: Pavan (2010).



33

1.14 Objetivos.

> Sintetizar e caracterizar novos complexos de Ru(ll) de férmulas: cis-
[Ru(quin)(dppm),]PFs, cis-[Ru(quinu)(dppm)2]PFs, cis-[Ru(quino)(dppm).]PFs e cis-
[Ru(xant)(dppm),]PFs, a partir do precursor cis-[RuCly(dppm),]; quin = anion do acido
quinaldico; quinu = anion do acido quinurénico; quino = anion do acido quinolinico; xant =
anion do acido xanturénico.

> Caracterizar os novos compostos por técnicas espectroscépicas (IV, UV-vis, RMN
¥P{'H}), analise elementar de carbono, hidrogénio, nitrogénio (CHN) e condutividade
molar.

> Avaliar a atividade citotéxica in vitro dos novos compostos utilizando linhagens de
células tumorais bem como uma linhagem normal, buscando-se compostos com o menor
valor possivel de ICso € com bons indices de seletividade.

> Avaliar a atividade biolégica dos complexos sintetizados contra o Mycobacterium
tuberculosis, calculando os valores das concentragbes inibitorias minimas (MICs)

comparando com a droga de referéncia.
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2 PARTE EXPERIMENTAL.

2.1 Atmosfera inerte.

A atmosfera inerte foi obtida pela passagem de um fluxo de argénio por um sistema
de colunas contendo silica gel, cloreto de célcio e catalisador do tipo BTS - R - 3 — 11
(Fluka Chemika), sendo que a ultima foi mantida a 60 °C para o catalisador permanecer
ativado. Esses procedimentos foram necessarios para desoxigenar e secar O gas

comercial.

2.2 Solventes.

Os solventes utilizados nas sinteses e purificacdo dos complexos foram: metanol
UV-HPLC espectroscopico com teor (99,9%), 1,2-dicloroetano UV-HPLC espectroscdpico
com teor (99,5%), diclorometano UV-HPLC espectroscopico com teor (99,5%), etanol P. A

com teor (99,5%), éter etilico P. A com teor (99,9%) e agua destilada.

2.3 Reagentes quimicos utilizados.

O composto tricloreto de ruténio hidratado (RuCl3;.3H,O) de procedéncia Sigma-
Aldrich foi utilizado na sintese do complexo precursor cis-[RuCly(dppm).], hexafluorfosfato
de amoénio (NH4PFs) de procedéncia Sigma-Aldrich.

1,1-bis(difenilfosfina)metano = dppm de procedéncia Aldrich, com grau de pureza
(97%).

Acido quinaldico com grau de pureza 98%, acido quinurénico com grau de pureza
98%, acido quinolinico com grau de pureza 98% e acido xanturénico com grau de pureza

96%, ambos de procedéncia Aldrich.
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2.4 Sintese do precursor trans-[RuCly(dppm),].

Em um baldo de duas bocas (50 mL) foram adicionados 30,0 mL de etanol que foi
desaerado sob atmosfera de argbénio por 1 hora. Apds esse tempo, foi adicionado 0,26 g
(1,0 mmol) do sal RuCl3.3H20, mantido sob refluxo por 30 minutos, em seguida foi
adicionado 1,153 g (3,0 mmol) da fosfina dppm e novamente mantida em refluxo por 3
horas a uma temperatura de 80 °C.

Essa solugao foi resfriada e obtido um precipitado amarelo o trans-[RuCly(dppm)2],
que foi filtrado e lavado com etanol gelado e éter (CHATT; HAYTER, 1961; SULLIVAN;
MEYER, 1982).

RuCl;.3H,0 + dppm trans-[RuCl,(dppm)

C,HsOH/Ar >

2.5 Sintese do precursor cis-[RuCly(dppm)2].

Em um baldo de duas bocas (50 mL) desaerou-se 30,0 mL de 1,2-dicloroetano
(para cada 0,5 g de trans-[RuCly(dppm),]) e adicionou-se o composto trans-
[RuClz(dppm)2] mantendo-se sob refluxo por 10 horas em atmosfera inerte. Ao final desse
tempo resfriou-se a solugdo e a mesma foi gotejada sobre 150 mL de pentano ocorrendo
a precipitagdo do solido amarelo cis-[RuCly(dppm),]. O sodlido foi filtrado, lavado com
etanol e éter e colocado para secar (SULLIVAN; MEYER, 1982). Rendimento. 90,6%.

trans-[RuCl,(dppm),]  crc./a, cis-[RuCly(dppm),]

2.6 Sintese do complexo cis-[Ru(quin)(dppm).]PFs.

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 31,1 mg (0,033 mmol) de cis-
[RuCly(dppm)2] em 70 mL de metanol que ficou em aquecimento e agitagdo magnética por
20 minutos e em seguida adicionou-se 11,4 mg (0,033 mmol) de acido quinaldico
(proporgéao 1:2) em 10 mL de metanol e 0,014 mL (0,132 mmol) de trietilamina que foi
transferida a solugdo que estava em refluxo. A solugao foi mantida em refluxo e agitagéo
magnética por 48 horas. Apos esse tempo, a mesma foi rotaevaporada diminuindo seu
volume para aproximadamente 10 mL, em seguida, foi resfriada e adicionado 52 mg
(0,320 mmol) de hexafluorofosfato de aménio (NH4PFg) levando a formagdo de um

precipitado amarelo que foi filtrado, lavado com agua destilada e éter etilico.
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31,1 mg : 24,6 mg (precursor : ligante); M. M = 1186,973 g mol™. Cor: Amarelo.
Analise elementar para (CgoHs0FsNO2PsRu): C = 60,97; H = 4,93 e N = 1,10. Encontrado:
C=60,71; H=4,24 e N =1,18. Rendimento: 62,5%.

2.7 Sintese do complexo cis-[Ru(quinu)(dppm),]PFe.

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 70 mg (0,074 mmol) de cis-
[RuCly(dppm)2] em 70 mL de metanol que ficou em aquecimento e agitagdo magnética por
20 minutos. Em seguida foram adicionados 15,4 mg (0,074 mmol) de acido quinurénico
(proporgéao 1:2) em 10 mL de metanol e 0,022 mL (0,162 mmol) de trietilamina que foi
transferida a solugédo que estava em refluxo.

A reacao foi mantida em refluxo e agitagdo magnética por 48 horas. Apds esse
tempo, o solvente foi rotaevaporado até aproximadamente 10 mL. Em seguida, a solugéo
foi resfriada e adicionado 24,2 mg (0,148 mmol) de hexafluorofosfato de aménio (NH4PFg)
que formou um precipitado amarelo que apds filtrado e lavado com agua destilada e éter
etilico, forneceu o produto.

70 mg : 54,2 mg (precursor : ligante); M. M = 1202,973 g mol™. Cor: Amarelo.
Analise elementar para (CgoHs0FsNO3PsRu): C = 59,87; H = 4,68 e N = 1,14. Encontrado:
C=59,90; H=4,18 e N = 1,16. Rendimento: 60%.

2.8 Sintese do complexo cis-[Ru(quino)(dppm),]PFe.

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 70 mg (0,074 mmol) de cis-
[RuCly(dppm)2] em 70 mL de metanol mantido em aquecimento e agitagdo magnética por
20 minutos. Em seguida foram adicionados 25,8 mg (0,074 mmol) de acido quinolinico
(proporgéao 1:2) em 10 mL de metanol e 0,016 mL (0,148 mmol) de trietilamina que foi
transferida a solugcdo que estava em refluxo.

A solugao foi mantida em refluxo e agitagdo magnética por 48 horas. Apds esse
tempo, a mesma foi rotaevaporada diminuindo seu volume para 10 mL aproximadamente,
em seguida, foi resfriada e adicionado 52 mg (0,320 mmol) de hexafluorofosfato de
amoénio (NH4PFg) formando um precipitado amarelo que foi filtrado lavado com agua
destilada e éter etilico afim de remover as impurezas presentes no complexo.

70 mg : 56,4 mg (precursor : ligante); M. M = 1186,973 g mol™. Cor: Amarelo. Analise
elementar para (CeoHs0FsNO2PsRu): C = 60,71; H= 4,24 e N = 1,18. Encontrado:
C=59,93; H=4,39 e N = 1,12. Rendimento: 64%.
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2.9 Sintese do complexo cis-[Ru(xant)(dppm);]PFs.

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 70 mg (0,074 mmol) de cis-
[RuCly(dppm)2] em 70 mL de metanol que ficou em aquecimento e agitagdo magnética por
20 minutos e foram adicionados 30,5 mg (0,074 mmol) de acido xanturénico (proporgéo
1:2) em 10 mL de metanol e 0,020 mL (0,148 mmol) de trietilamina que foi transferida a
solugéo que estava em refluxo.

A solugao foi mantida em refluxo e agitagdo magnética por 48 horas. Apds esse
tempo, a mesma foi rotaevaporada diminuindo seu volume para 10 mL aproximadamente.
Em seguida, foi resfriada e adicionado 36,4 mg (0,223 mmol) de hexafluorofosfato de
amoénio (NH4PFg) formando um precipitado amarelo que foi filtrado lavado com agua
destilada e éter etilico a fim de remover as impurezas presentes no complexo.

70 mg : 63,3 mg (precursor : ligante); M. M = 1218,972 g mol”. Cor: Amarelo. Analise
elementar para (CeoHs0FsNO4PsRu): C =59,97; H= 4,24 e N = 1,36. Encontrado: C = 59,11;
H=4,13 e N = 1,14. Rendimento: 69%.
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3 INSTRUMENTAGAO E TECNICAS EXPERIMENTAIS.

Os complexos sintetizados foram caracterizados no estado sélido e em solugao

pelas técnicas descritas abaixo:
3.1 Analise elementarde C, He N.

As determinagdes dos teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio da amostra foram
realizadas em um analisador CHN modelo Perkin Elmer Precisely - Series || CHNS/O
Analizer 2400 que pertence ao Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Uberlandia — UFU.

3.2 Analise condutimétrica.

As medidas de condutividades molares dos complexos foram realizadas utilizando
um condutivimetro modelo mCA - 150 equipado com cela de platina e uma constante
igual a 1,03236 uS.cm™, em solugdo de metanol com concentracéo de 1,0 x 10™ mol L™.
O equipamento usado na analise pertence ao laboratério de quimica inorganica do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia — UFU.

3.3 Espectroscopia de absorg¢ao na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis).

As medidas de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel foram feitas em solugao
no espectrofotdbmetro UV-2501 PC Shimadzu em cubetas de quartzo, com um caminho
optico de 1 cm. Os espectros foram obtidos em solugdo de diclorometano com solucdes
de concentracdo na ordem de 1,0 x 10*mol L™, que foi diluida para 1,0 x 10° e 1,0 x 10°

mol L™ na faixa de 200 a 800 nm. Os maximos de absorcdo (hmax) € Os valores das

absortividades molares (€max) foram determinadas diretamente dos espectros.

3.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear RMN de fésforo 3'P{'H}.

Os espectros de RMN de *'P{'H} foram obtidos em um espectrémetro BRUKER 9.4
T espectrédmetro (400 MHz para frequéncia do hidrogénio) pertencente ao Laboratério de

Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da Universidade Federal
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de Sao Carlos — UFSCAR. Os espectros de RMN foram realizados em diclorometano
(CH2CI;) e um capilar de D,O foi introduzido no interior do tubo funcionando como
referéncia externa para a frequéncia do deutério. Os deslocamentos séo reportados
relativos ao H3sPO4 85% (aq).

3.5 Espectroscopia de absor¢ao vibracional na regido do infravermelho (IV).

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em um
espectrofotometro FT. IR SPECTRUM TWO, na regiao compreendida entre 4000 e 600
cm™. Este equipamento pertence ao Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Uberlandia — UFU.
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4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE IN VITRO.

Antes das células serem utilizadas nos ensaios de citotoxicidade, uma série de

procedimentos e materiais foram utilizados como descritos a seguir:
4.1 Linhagem de células tumorais.

As linhagens celulares utilizadas neste trabalho foram; GM07492A (fibroblastos de
pulmdo humano normal), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano - figado), MCF-7
(adenocarcinoma mamario humano) e MO59J (glioblastoma humano - cérebro). As
diferentes linhagens de células foram mantidas em monocamadas em frascos de cultura
de plastico (25 cm?) contendo HAM-F10 mais DMEM (1:1 Sigma-Aldrich) ou apenas
DMEM, dependendo da linhagem de células, suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Nutricell) e 2,38 mg mL™" de Hepes (Sigma-Aldrich), a 37 °C umidificada numa atmosfera
de 5% de CO,. Antibidticos (0,01 mg mL™" de estreptomicina e 0,005 mg mL" de
penicilina, Sigma-Aldrich) foram adicionados ao meio para prevenir o crescimento

bacteriano.
4.2 Atividade antiproliferativa.

O rastreio para a atividade citotoxica de cis-[RuCly(dppm),], cis-
[Ru(quin)(dppm)2]PFs, cis-[Ru(quinu)(dppm);]PFe € a cisplatina contra diferentes linhagens
de células foram avaliadas utilizando o Kit de XTT toxicolégico de ensaio colorimétrico in
vitro (Roche Diagnésticos). Para as experiéncias, 1,0 x 10 mol L™ de células foram
semeadas em microplacas com 100 uL de meio de cultura (1:1 HAM F10 + DMEM
sozinho ou DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino contendo concentragdes
dos complexos variando 12,5 a 1600 pug mL™". Negativo (sem tratamento), o solvente
(0,02% de DMSO) e positivo (25% de DMSO) foram incluidos controles. O controle
positivo utilizado foi a cisplatina (Sigma-Aldrich, 98% = pureza).

Apds serem incubados a 36,5 °C durante 24 horas, o meio de cultura foi removido
e as celulas lavadas com 100 uL de PBS para a remogédo do reagente e depois foi
adicionado a 100 puL do meio de cultura HAM-F10. Posteriormente, 25 uL de XTT foram

adicionados e incubados a 36,5 °C durante 17 horas. A absorbancia das amostras foi feita
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utilizando um leitor de placas multiplas (ELISA - Tecan - SW Magellanvs 5.03 STD 2P)
nos comprimentos de onda de 450 e 620 nm.

4.3 Analise estatistica.

A citotoxicidade foi avaliada usando o parametro de resposta de ICs (50% de
inibicdo do crescimento celular) calculada com o programa Graph Pad Prism, tragando a
sobrevivéncia das células contra as respectivas concentra¢des dos tratamentos. O indice
de seletividade foi calculado dividindo-se o valor de IC5y em células GM07492-A pelo valor

ICs50 determinado para as células cancerosas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES.

Nesta secédo serdo apresentados os resultados e discussdes dos complexos de
Ru(ll) que foram caracterizados em solugcdo e no estado solido, por técnicas
espectroscopias de (IV; U.V-vis; RMN *'P{'H}), analise elementar de carbono, hidrogénio,
nitrogénio (CHN) e condutividade molar. Dentro de cada uma das técnicas inicialmente
sera apresentado a caracterizagdo do precursor cis-[RuCly(dppm),] e posteriormente dos
novos complexos de Ru(ll): cis-[Ru(quin)(dppm).]PFs, cis-[Ru(quinu)(dppm).]PFe, cis-
[Ru(quino)(dppm),]PFs e cis-[Ru(xant)(dppm),]PFe.

5.1 Novos complexos de Ru(ll).

Os novos complexos de Ru(ll) sintetizados a partir do cis-[RuCly(dppm).], onde os
dois cloros foram substituidos por ligantes quinolina carboxilatos na forma bidentada tem
suas estruturas mostradas na (TABELA 2). O modo de coordenacgao foi confirmado pelas

técnicas espectroscopicas que serdo discutidas a seguir.



TABELA 2 - Estruturas do precursor, ligantes e complexos sintetizados.
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5.2 Analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN).

Os complexos de Ru(ll) foram obtidos com rendimentos variando de 60 a 69% e a
analise dos teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN) estdo de acordo com as

férmulas propostas, como mostrado na (TABELA 3).

TABELA 3 - Resultados da analise elementar e rendimentos para os complexos
sintetizados.

%C exp %H exp %N exp

Complexos Formula empirica
(calc) (calc) (calc)

60,97 4,93 1,10

cis-[Ru(quin)(dppm)z]PFs C60H50F6N02P5RU
60,71 4,24 1,18
59,87 4,68 1,14

cis-[Ru(quinu)(dppm)z]PFs C60H50F6N03P5RU
59,91 4,18 1,16
59,93 4,39 1,12

cis-[Ru(quino)(dppm)z]PFs C60H50F6N02P5RU
60,71 4,24 1,18
59,97 4,24 1,36

cis-[Ru(xant)(dppm),IPFs  CgoHsoFsNOsPsRu
59,12 4,13 1,15

Fonte: Autor (2015).

5.3 Dados de condutividade molar (A) dos complexos Ru ().

As medidas de condutividade foram feitas em solugdo de metanol e os valores
estdo mostrados na (TABELA 4). Os valores de condutividade molar ficaram no intervalo
de 66 a 102 S cm? mol™' sendo coerentes com a formacao de eletrdlito 1:1 em solucéo,
uma vez que a faixa esperada para este tipo de eletrdlito no solvente utilizado situa-se
entre 62 e 123 S cm? mol™' (GEARY, 1971).
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TABELA 4 - Valores de condutividade molar (A) para os complexos de Ru(ll).

Complexos A(S cm? mol™)
cis-[Ru(quin)(dppm)]PFs 79
cis-[Ru(quinu)(dppm),]PFs 102
cis-[Ru(quino)(dppm),]PFs 66
cis-[Ru(xant)(dppm),]PFs 79

Fonte: Autor (2015).
5.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear RMN de fésforo 3'P{'H}.

A ressonancia magnética nuclear RMN de fdésforo *'P{'H} ¢ um método
espectroscopico fundamental para a determinacdo estrutural de complexos metalicos
diamagnéticos contendo ligantes fosfinicos. Particularmente, nesse trabalho a técnica
permitiu definir a isomeria cis das bifosfinas nos novos complexos bem como definir a
coordenagao bidentada pelos oxigénios dos grupos carboxilatos dos anions dos ligantes
quinolina carboxilatos. Os ligantes de interesse desse trabalho apresentam mais de uma
possibilidade de coordenagao ao precursor cis-[RuCly(dppm),] (TABELA 14) e apenas
uma delas leva ao padrao de sinais com multiplicidade do tipo tripleto como observado
experimentalmente.

O complexo precursor cis-[RuCly(dppm),] apresenta dois tripletos em -0,16 e -26,14
ppm indicando que os fosforos sdo equivalentes dois a dois (fésforo frans fosforo e
fésforos trans a cloros), como mostrado na (FIGURA 13).
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FIGURA 13 — Espectro de RMN de fésforo *'P{'H} do cis-[RuCly(dppm),], em CH,Cl»/D,0
e frequéncia de 162 MHz.
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Fonte: Autor (2015).

TABELA 5 — Possiveis modos de coordenacdo do anion do acido quinaldico ao cis-
[RuClz(dppm).].

Formula molecular Férmula estrutural Padrao de sinais

cis-[Ru(quin)(dppm),]PFe / C 0 Tripleto

e,
g Duplo duplo

dubleto

cis-[Ru(quin)(dppm),]PFe CON

Fonte: Autor (2015).
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Os espectros de RMN de fosforo *'P{'H} dos complexos de formula geral cis-
[Ru(O-O)(dppm),]PFs, O-O = ligantes quinolina carboxilatos, apresentaram perfil
semelhante entre si pela presenga de dois tripletos com deslocamentos quimicos
proximos a 9 e -12 ppm, além do sinal do anion PFg centrado em -143 ppm e (ZJp_F =710
Hz). Na FIGURA 14 esta representado o espectro de RMN *'P{'H} do complexo cis-
[Ru(quin)(dppm)2]PFs € no Apéndice A os espectros dos demais complexos. Os valores
de deslocamento quimicos e constantes de acoplamento sdo mostrados na TABELA 6.
Ambos os tripletos deslocam-se para campo baixo, ou seja, estdo desblindados em
relacao aos tripletos do precursor. Os fésforos mais blindados deslocam-se cerca de 14
ppm e os fésforos menos blindados cerca de 9 ppm em relacdo ao precursor. Tais
deslocamentos estdo relacionados a substituigdo dos cloros pelos ligantes quinolina
carboxilatos e, além disto, € possivel afirmar que a coordenac&o ocorreu via oxigénios do
grupo carboxilato uma vez que apenas dois ambientes diferentes para os atomos de

fésforos sao observados (sinais tripletos).
FIGURA 14 — Espectro de RMN de fésforo *'P{'H} do cis-[Ru(quin)(dppm);]PFs e
ampliagao na regido do PFg’, em CH2Cl,/D,0 e frequéncia de 162 MHz.
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Fonte: Autor (2015).
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TABELA 6 — Valores de deslocamento quimico (ppm) e constante de acoplamento (2Jp.p)

para os complexos de Ru(ll).

Complexos 5P - (ppm) 2)pp Hz
cis-[RuClx(dppm)] -0,16(t); -26,14(t) 36
cis-[Ru(quin)(dppm).]PFs 9,70(t); -12,19(t) 39
cis-[Ru(quinu)(dppm),]PFe 9,94(t); -12,08(t) 39
cis-[Ru(quino)(dppm),]PFs 8,83(t); -12,54(t) 39
cis-[Ru(xant)(dppm),]PFg 9,77(t); -12,05(t) 39

Fonte: Autor (2015).
5.5 Espectroscopia de absor¢ao vibracional na regido do infravermelho (IV).

Nesse trabalho foi utilizado a espectroscopia na regido do infravermelho (IV) para
identificar os modos vibracionais do precursor e dos ligantes quinolina carboxilatos
coordenados bem como a presenca do contra-ion hexafluorfosfato (PFg"). A atribuicdo
dos modos vibracionais foi feita pela comparagéao dos espectros de infravermelho (IV) dos
novos complexos com os espectros do precursor cis-[RuCly(dppm),], bem como dos
ligantes livres, utilizando-se as referéncias adequadas. Os complexos foram
caracterizados pela espectroscopia de infravermelho na regido compreendida entre 4000
a 600 cm™, regiao suficiente para identificar os principais modos vibracionais do complexo
precursor e dos novos complexos. Nas figuras 16 e 17 sdo apresentados os espectros
(IV) do precursor e do cis-[Ru(quin)(dppm);]PFs, respectivamente. No Apéndice B séo

mostrados os espectros dos demais complexos.
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FIGURA 15 — Espectro de absor¢ao na regido do (IV) do precursor cis-[RuCly(dppm)2].
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Fonte: Autor (2015).

Os principais modos vibracionais presentes no precursor cis-[RuCly(dppm),] estao
descritos na (TABELA 7), sendo muitos deles pertencentes aos anéis aromaticos das
dppm. No entanto, ficam bem definidos os modos vibracionais mais significantes no
espectro. Em 3055 cm™ocorrem os modos de estiramentos de intensidade fraca atribuida
ao C-H dos grupos fenilicos das fosfinas; 1479 e 1434 cm™ sdo atribuidas aos
estiramentos C=C dos anéis aromaticos; 1099 e 722 cm™ representam o estiramento
pertencentes ao P-C das fosfinas; em 692 cm™ os modos vibracionais de deformac&o
angular pertencente aos anéis aromaticos (GUIRGIS et al., 2000; HIREMATH et al.,
2007).

No espectro de (IV) do complexo cis-[Ru(quin)(dppm),]PFs foi possivel observar a
presencga do ligante pelo aparecimento de novos modos vibracionais em 1523 a 1455 cm’”’
correspondentes ao estiramentos assimétricos (vasCOQ™) e simétricos (vsCOQO™) do grupo
carboxilato com A = 68 cm™ que esta de acordo com proposto por (NAKAMOTO, 1997),
que sugere um Ade 42 a 77 cm™' para o carboxilato coordenado na forma bidentada.
Para os demais complexos o A varia de 43 a 64 cm™' indicando a coordenacdo na forma
bidentada em todos os casos (NAKAMOTO, 1997). Para os complexos cis-
[Ru(quinu)(dppm),]PFs e cis-[Ru(xant)(dppm);]PFs sdo observado em 3365 e 3385 cm’’



50

estiramentos simétrico vO-H; de 1418 a 1373 cm™' aparecem bandas atribuidas aos

modos vibracionais de estiramentos simétricos caracteristico de ,C=N. Também foi

observado o modo vibracional que corresponde ao contra-ion PFg em 840 cm™. Os

modos vibracionais correspondentes a bifosfina dppm permaneceram praticamente

inalterados nos novos complexos.

TABELA 7 — Frequéncia (cm‘1) correspondentes as principais bandas e atribuicdes dos

espectros no (IV) do complexo precursor cis-[RuCly(dppm),].

Atribuicao cis-[RuCly(dppm)-]
vC-H 3054 f
vC=C 1479 f
vC=C 1434 m
vP-C 1099 m
vP-C 722 m
Anéis aromaticos 692 F

Fonte: Autor (2015).

F = forte; m = média; f = fraca; v = designa uma vibragao de estiramento.



FIGURA 16 - Espectro de absorgéo

na regidao do (IV)

[Ru(quin)(dppm),]PFs sobreposto ao do precursor cis-[RuClz(dppm)a].
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Fonte: Autor (2015).
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do complexo cis-

TABELA 8 - Principais bandas de absor¢cdo observadas nos espectros (IV), dos
complexos de Ru(ll) obtidos neste trabalho.

Complexos vO-H vC=N vasCOO~  v¢COO"~ vPFg
cis-[Ru(quin)(dppm),]PFs -- 1417 1523 1455 840
cis-[Ru(quinu)(dppm).]PFs 3365 1418 1516 1454 840
cis-[Ru(quino)(dppm),]PFe -- 1374 1511 1468 840
cis-[Ru(xant)(dppm),]PFs 3385 1373 1516 1452 840

Fonte: Autor (2015).

F = forte; m = média; f = fraca; v = designa um vibracéo de estiramento.
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5.6 Espectroscopia de absorg¢ao na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis).

Os complexos de metais de transicdo possuem espectros eletrbnicos
caracterizados pelo aparecimento de quatro tipos de transicdes. Uma banda de transicdes
internas dos ligantes proveniente da transigcdo n — =*. Outra banda das transicbes do
campo cristalino, caracterizadas pelo desdobramento dos orbitais d do ion metalico frente
a interagdes eletrostaticas dos ligantes; uma banda de transferéncia de carga relativa as
transferéncias de elétrons dos orbitais c e wdoadores dos ligantes para orbitais de
energia apropriada do metal (TCLM); e uma banda de transferéncia de carga referente as
transferéncias de elétrons dos orbitais d do metal para os orbitais dos ligantes (TCML)
(HOUSECROFT; SHARPE, 2013).

Os espectros eletrénicos dos complexos cis-[Ru(O-O)(dppm);]JPFs sdo muito
similares entre si caracterizando-se por uma banda e um ombro, como ilustrado para o
complexo cis-[Ru(quin)(dppm);]PFs na FIGURA 18. A transigcdo em 325 nm é atribuida a
uma transferéncia de carga (TCML) e o ombro em 256 nm uma transi¢ao interna dos
ligantes (n — n*) pertencente aos anéis aromaticos das bifosfinas. As transigbes em 293,
318 e 331 nm sao transi¢céo (r — n*) pertencente ao ligante quinolina carboxilato (quin). O
precursor apresenta bandas em 420 e 360 nm, além de ombros na regido de 260 nm
(FIGURA 18). Quando compara-se o espectro do cis-[Ru(quin)(dppm).]PFs com o do
precursor, nota-se que a banda em 420 nm desaparece e a banda em 360 nm desloca-se
para 325 nm no complexo. A banda em 420 nm no precursor envolve a transigao (n — n*)
do Cl para P, que desaparece no novo complexo que nao tem mais os cloros, substituido
pelo ligante quinaldato. A banda em 360 nm foi atribuida a transicdo TCML Ru(ll) para o
fésforo. O deslocamento de 360 para 325 nm foi relacionado a presenga do quinaldato
que substitui os cloros do precursor, por isso, o Ru(ll) tem menos elétrons disponiveis e a

TCML fica mais energética.
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FIGURA 17 - Espectro de absor¢do na regido do UV-vis do complexo cis-
[Ru(quin)(dppm),]PFs sobreposto ao do precursor cis-[RuCly(dppm),] em CH,ClI, (5,0 x 10°
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Fonte: Autor (2015).

Na (TABELA 9) estado representados os comprimentos de onda (1), os valores de
absortividades molares (¢) e as transi¢oes (r — n* e TCML) na mesma regido indicando
uma similaridade entre os complexos. Os complexos apresentam duas bandas de
absorgcdo, uma com maximo de absor¢ado em aproximadamente 250 nm e outra de baixa

absortividade com maxima em 354 nm.
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TABELA 9 — Dados de espectroscopia de absorgao na regido do UV-vis dos complexos

de ruténio(ll).

Absortividade molar (g) L.
Complexos A(nm) 5 . . Transigao
(5,0 x 10 mol™ cm™)

287 20720 T — Uk
cis-[RuCly(dppm),] 357 3040 TCML
416 1920 Cl(pr) — P(dn)
256 43320
293 17400
IL (m — 7*)
cis-[Ru(quin)(dppm).]PFe 318 10420
332 6200
325 8000 TCML
249 23800
IR Y oF 330 7100 IL (t — %)
cis-[Ru(quinu m
[Ru(quinu)(dppm)2]PFs 344 2440
363 4000 TCML
256 32800
295 16720
IL (t — =)
cis-[Ru(quino)(dppm);]PFs 306 16280
320 16420
319 7220 TCML
_ 254 33800 IL (1 — 7*)
cis-[Ru(xant)(dppm),]PFs
342 6900 TCML

Fonte: Autor (2015).
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5.7 Testes de citotoxicidade in vitro.

Os complexos cis-[Ru(quin)(dppm)]PFs, cis-[Ru(quinu)(dppm).]PFs, o precursor cis-
[RuCly(dppm),] e a metalodroga de referéncia cisplatina tiveram suas atividades citotoxicas
avaliadas in vitro utilizando linhagens de células derivadas de tumores humanos HepG2
(carcinoma hepatocelular humano), MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano) e MO59J
(glioblastoma humano) bem como uma linhagem de células normais, a GMO07492A
(fibroblastos de pulm&o humano normal), para avaliar a citotoxicidade.

A (FIGURA 19) mostra os graficos de viabilidade celular para cada uma das
linhagens celulares utilizadas.

A anadlise dos graficos de viabilidade celular permite verificar que em todos os
casos ha uma grande dependéncia da porcentagem de viabilidade celular em fungdo da
concentragdo do complexo utilizado, ou seja, sdo dose-dependentes. Foi possivel notar
que as viabilidades celulares, correspondentes ao complexo precursor (FIGURA 19 (a)),
sd0 menos sensiveis a concentragdo do complexo, quando comparado com os graficos
dos derivados contendo acido quinaldico (FIGURA 19 (b)) e acido quinurénico (FIGURA
19 (c)).

Para o complexo cis-{Ru(quin)(dppm);]PFs (FIGURA 19(b)), observa-se um
comportamento similar da viabilidade celular em funcdo da concentragao para as quatro
linhagens celulares utilizadas, com um grande decréscimo da porcentagem de viabilidade
celular ocorrendo aproximadamente na mesma concentragdo. Tal comportamento nao
ocorre para o complexo cis-[Ru(quinu)(dppm),]PFs que apresenta maior atividade para as
linhagens celulares HepG2 e GM07492A e uma sensivel menor atividade para a linhagem
MCF-7.
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FIGURA 18 - Efeito dos complexos de ruténio cis-[RuCly(dppm)z] (A), cis-
[Ru(quin)(dppm),]PFs (B) e cis-[Ru(quinu)(dppm);]PFs (C) sobre a viabilidade celular das
linhagens GM07492A, hepG2, MCF-7 e MO59J avaliado pelo ensaio colorimétrico do XTT
apos 24 horas.
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Fonte: Autor (2015).
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A partir dos graficos de viabilidade celular foram obtidos os valores de ICs para
os complexos (TABELA 10) sintetizados e para a metalodroga utilizada de referéncia
cisplatina. Para a comparagao da eficiéncia da atividade citotoxica entre os complexos de
ruténio e a cisplatina ficar mais facil de ser observada, os valores de ICsy foram

convertidos de pg mL™" para pmol L.

TABELA 10 - Valores de IC5y dos complexos de Ru(ll) e da cisplatina nas linhagens
celulares HepG2, MCF-7, MO59J e GM07492A.

ICs0-pg mL™ (uM)

Complexos
HepG2 MCF-7 MO59J GMO07492A
102 + 26 178 £ 13 26 £ 10 62+4
cis-[RuCly(dppm),]
(108 £ 28) (191 £ 13) (27 £ 10) (66 £ 4)
12 +1 14 + 1 1312 11+ 1
cis-[Ru(quin)(dppm)2]PFe
(10£1) (12+1) (11+2) (10£1)
3116 162 + 14 44 + 3 45 + 1
cis-[Ru(quinu)(dppm),]PFs
(26 £ 5) (135 £ 12) (36 £ 2) (37 £1)
2+1 10 + 1 7+1 8 %1
cisplatina
6x1) (33+3) (22 £ 3) (26 £ 3)

Fonte: Autor (2015).

O complexo precursor cis-[RuCly(dppm),] apresentou efeito citotoxico menos
pronunciado que a cisplatina o que pode ser observado pelos maiores valores de 1Csg
quando comparado com as linhagens de células cancerosas.

A atividade citotdxica in vitro do cis-[Ru(quinu)(dppm);]PFs demonstra um aumento
da atividade de 4 vezes para a célula de HepG2, atividade ligeiramente melhor para MCF-
7 e similar para a linhagem MO59J em relacdo ao complexo precursor. Quando a

comparagao € realizada frente a cisplatina observa-se que o complexo cis-
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[Ru(quinu)(dppm),]PFs possui menor atividade citotdoxica nas quatro linhagens celulares
estudadas.

O complexo cis-[Ru(quin)(dppm)2]PFe foi 0 que apresentou melhores resultados de
atividade citotdxica nas trés linhagens tumorais HepG2, MCF-7 e MO59J. Em relagcédo ao
precursor a atividade foi potencializada mais de 10 vezes para as linhagens HepG2 e
MCF-7 e cerca de 2 vezes para MO59J que pode ser comprovado pelos valores de ICs.
Quando a comparacao foi realizada com a cisplatina foi possivel observar diminuigdo da
citotoxicidade em aproximadamente 2 vezes para as linhagens celulares MO59J e MCF-7
e citotoxicidade da mesma magnitude para linhagem HepG2.

Os resultados obtidos a partir dos ensaios de citotoxicidade indicam que os novos
compostos sdo, em geral, moderadamente ativos. Mostram efeitos citotéxicos para os
novos complexos. Tal atividade se manteve em uma linhagem celular sadia, a GM07492A
(tecido pulmonar humano), de modo que os compostos n&o sao seletivos.

O indice de seletividade dos complexos foi obtido calculando a razdo do valor de
ICs0 obtido no ensaio com linhagem celular GM07492A e os valores de IC5sy nas linhagens
tumorais (ICso GMO07492A/ICsy HepG2, MCF-7 e MOS59J) sendo os resultados
apresentados na (TABELA 11). Para o complexo cis-[Ru(quin)(dppm);]PFs foram
encontrados valores de (IS) proximos a 1 para as trés linhagens tumorais. Ja para o
complexo cis-[Ru(quinu)(dppm),]PFs, os valores encontrados séao 1,2; 0,3 e 1,0. A falta de
seletividade também foi observada para a cisplatina, com excegéo da linhagem HepG2,

cujo o (IS) fica préximo a 4.
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TABELA 11 - indice de seletividade IS dos complexos de Ru(ll) e da cisplatina nas
linhagens celulares HepG2, MCF-7 e MO59J.

IS*
Complexos
HepG2 MCF-7 MO59J
cis-[Ru(quin)(dppm),]PFs 1,0 0,83 0,91
cis-[Ru(quinu)(dppm),]PFs 1,2 0,3 1,0
cisplatina 4,12 0,79 1,18

*IS = 1Cs50 GM07492A/IC5p linhagem tumoral
Fonte: Autor (2015).

5.8 Atividade antimicobacteriana.

A isoniazida € importante farmaco de primeira linha no tratamento da tuberculose.
No entanto, devido ao desenvolvimento de bactérias resistentes e super-resistentes, a
utilizacdo desse farmaco tem sido comprometida. Nesse contexto, a busca encontrar
farmacos mais potentes, com menores efeitos colaterais e reducdo do tempo de
tratamento, que possam combater bactérias resistentes e super-resistentes (SOUZA et
al., 2009).

Os derivados quinolinicos representam uma das principais classes de heterociclos,
apresentando boa de atividade biolégica, como atividade antiviral, antitumoral, anti-
inflamatadria, leishmania, antifungica, antimalarica, dentre outras (SOUZA et al., 2009).
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TABELA 12 — Os valores de MIC em (ug mL™" e uM) para a atividade antimicobacteriana

dos complexos Ru(ll), o ligante livre e a droga de referéncia (isoniazida).

Complexos MIC (ng mL") MIC (uM)
cis-[RuCly(dppm);] 25 26,6
cis-Ru(pic)(dppm)z]PFs 0.78 0.69
cis-[Ru(quinu)(dppm),]PFs 21,38 18
Isoniazida 0,03 0,36

Fonte: Autor (2015).

A TABELA 12 mostra os valores da atividade antimicobacteriana dos complexos
cis-[Ru(pic)(dppm);]PFs e cis-[Ru(quinu)(dppm),]PFs comparado com o precursor cis-
[RuClyx(dppm),] e a droga de referéncia (isoniazida). Nota-se que o novo complexo cis-
[Ru(quinu)(dppm).]PFs apresentou atividade apenas ligeiramente melhor que o precursor
cis-[RuCly(dppm),] € muito menor que um composto similar, o cis-[Ru(pic)(dppm)2]PFe.

Este ultimo apresenta o ligante picolinato (pic) coordenado na forma bidentada N-O
formando um quelato de 5 membros com o ruténio, enquanto no cis-
[Ru(quinu)(dppm),]PFs a coordenagéo do quinu ocorre via O-O formando um anel de 4
membros. Sugere-se que no meio biolégico o anel de 4 membros seja mais facilmente
rompido levando a uma diminui¢do da atividade, uma vez que o complexo nao atinge os

alvos bioldgicos.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS.

No trabalho foram sintetizados quatro novos complexos de Ru(ll) de férmula geral
cis-[Ru(O-0O)(dppm).]PFs a partir do complexo precursor cis-[RuClx(dppm),], sendo O-O
os anions dos ligantes acido quinaldico, acido quinurénio, acido quinolinico e acido
xanturénico. Todos os complexos obtidos foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas e dois deles juntamente com o precursor tiveram a citotoxicidade
avaliada em linhagens de células tumorais.

As caracterizagbes realizadas indicaram uma grande similaridade entre os novos
complexos, como por exemplo, a observacao de dois sinais tripletos no RMN 31P{1H},
indicando que ha dois tipos de fésforos e confirmando a coordenagao do ligante quinolina
carboxilato na forma bidenta através dos oxigénios do carboxilato. Os espectros
vibracionais na regido do infravermelho apresentaram bandas caracteristicas da
coordenacgao do carboxilato vas € v COO™ na forma bidentada.

O cis-[Ru(quin)(dppm),]PFs e cis-[Ru(quinu)(dppm),]PFs foram avaliados como
agentes citotoxicos in vitro contra trés linhagens de células tumorais, HepG2 (cancer de
figado humano), MCF-7 (cancer de mama humano) e MO59J (cancer de cérebro
humano), apresentando-se promissores agentes antitumorais com valores de 1Csy na faixa
de 10 a 36 pmol L', com excecdo do composto cis-[Ru(quinu)(dppm)2]PFs na linhagem
MCF-7 cujo ICsy foi de 135 pmol L. O composto cis-[Ru(quin)(dppm),]PFs apresentou
atividade citotoxica superior a droga de referéncia cisplatina para as linhagens celulares
MCF-7 e MO59J com valores de IC5y 12,1 e 11, contra 33 e 22 uM para a cisplatina. Os
novos compostos mostraram-se pouco seletivos uma vez que apresentaram
citotoxicidade similar nas células tumorais e na linhagem de células normais GM07492A.
Foram encontrados valores de (IS) proximos a 1 para as trés linhagens tumorais, ja para o
composto cis-[Ru(quinu)(dppm);]PFs os valores encontrados séao 1,2; 0,3 e 1,0. Essa falta
de seletividade também foi observada para a droga referéncia cisplatina, com excegao na
linhagem celular HepG2.

O complexo cis-[Ru(quinu)(dppm),]PFs apresentou atividade in vitro moderada
contra o Mycobacterium tuberculosis. O valor de MIC foi apenas ligeiramente melhor ao
encontrado para o precursor cis-[RuClz(dppm),].
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APENDICE A - Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear RMN de fésforo
3p{"H}.

FIGURA A1 — Espectro de RMN de fésforo *'P{'H} do cis-[Ru(quinu)(dppm).]PFs, em
CH,ClI,/D20 e frequéncia de 162 MHz.
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Fonte: Autor (2015).

FIGURA A2 — Espectro de RMN de fésforo *'P{'H} do cis-[Ru(quino)(dppm).]PFs, em
CH.CI,/D,0 e frequéncia de 162 MHz.
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FIGURA A3 — Espectro de RMN de fésforo *'P{'H} do cis-[Ru(xant)(dppm),]PFs, em
CH,ClI,/D20 e frequéncia de 162 MHz.
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APENDICE B - Espectroscopia de absorgio na regido do infravermelho (IV).

FIGURA B1 - Espectro de absor¢cdo na regido do (IV) do complexo cis-

[Ru(quinu)(dppm)2]PFs, com o complexo precursor cis-[RuClx(dppm)].
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Fonte: Autor (2015).

FIGURA B2 - Espectro de absor¢gdo na regido do (IV) do complexo cis-

[Ru(quino)(dppm)2]PFs, com o complexo precursor cis-[RuClx(dppm)z].
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FIGURA B3 - Espectro de absor¢gdo na regido do (IV) do complexo cis-
[Ru(xant)(dppm),]PFs com o complexo precursor cis-[RuClz(dppm)].
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APENDICE C - Espectroscopia de absorgio na regido do ultravioleta-visivel
(UV-vis).

— Espectro de absor¢édo na regido do (UV-vis) do complexo cis-

FIGURA C1
[Ru(quinu)(dppm)2]PFe, obtido em CH.Clz (5,0 x 10 mol ™).
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Fonte: Autor (2015).
FIGURA C2 - Espectro de absor¢cdo na regido do (UV-vis) do complexo cis-

[Ru(quino)(dppm),]PFs, obtido em CHCl; (5,0 x 10™° mol L™).
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FIGURA C3 - Espectro de absor¢cdo na regido do (UV-vis) do complexo cis-
[Ru(xant)(dppm),]PFs, obtido em CH,Cl, (5,0 x 10° mol L™).
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