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Resumo

A descoberta das propriedades medicinais dos compostos de ouro impulsionou o design € a sintese
de novos metalo-farmacos para a terapia anticancer. No presente trabalho procurou-se desenvolver
complexos de ouro(0/I/II) com ligantes estratégicos que possam conferir maior estabilidade
quimica, reatividade e seletividade ao composto final para efetiva interagdo com os alvos
bioldgicos em ambiente fisiolégico. Recentemente, a aplicagdo de nanotecnologia também tem se
mostrado uma estratégia em nanomedicina para gerar sistemas de drug-delivery, diagndstico por
imagem ou mesmo em terapia, como no caso das nanoparticulas de ouro (AuNPs). A estabilidade
quimica limitada dos compostos a base de ouro em ambiente fisioldgico tem sido um desafio na
descoberta de novos medicamentos de ouro, mas a quimica organometalica pode superar esse
problema. No primeiro capitulo, foram sintetizados novos complexos organo-ouro(IIl) (Cla —
C4a) de estrutura [(C"N)Au"DTC]PFs, com o ligante C”N, 2-anilinopiridina, e ligantes
ditiocarbamato (DTC =L1 — L4). Estes ligantes consistem em L1 ((N-(2,2-dimetoxietil)-N-(metil)-
ditiocarbamato de sddio, Cla), L2 (1-piperidinaditiocarbamato de sodio, C2a), L3 (1-piperidina-
4-oxo-ditiocarbamato de sodio, C3a) e L4 (1-pirrolidinoditiocarbamato de amonio, C4a). Além
disso, foram obtidos os analogos de coordenacdo de ouro(Ill)-ditiocarbamato (Clb — C4b) de
estrutura [Au(DTC)Clz], como potenciais farmacos antitumorais. As duas séries de complexos
de ouro(IIl), foram avaliadas quanto a citotoxicidade frente a linhagens de células de tumores de
mama: MCF-7 e MDA-MB-231 e contra células sadias de mama, MCF10a. A partir dos resultados
de 1Cso, observa-se que os complexos sintetizados inibem o crescimento celular e, com destaque,
o complexo C3a apresentou efeito antiproliferativo em concentragdo sub-micromolar contra
cé¢lulas de MDA-MB-231 com seletividade moderada (ICso = 0,4 uM, IS = 2,0). C3a ¢ os
compostos analogos foram escolhidos para estudos de estabilidade em solugao e reatividade frente
a biomoléculas, como N-acetil-L-cisteina (NAC) e albumina (BSA). O complexo organometélico
C3a apresenta elevada estabilidade em solu¢do PBS pH 7.4, enquanto o C3b, andlogo de
coordenacao, parece sofrer reagcdes de hidrdlise. Os estudos de reatividade de C3a frente a NAC
exploram uma potencial via de agdo que implica na ligagdo covalente entre a fragdo organo-
ouro(III) e o tiolato, sugerindo conversao para um aduto C3a/NAC. Interagdes similares para C3b
e NAC ndo foram observados, revelando que o complexo ndo € reativo sob as mesmas condigdes.
Ainda, C3a demonstrou uma maior capacidade de suprimir a fluorescéncia da BSA em
experimentos que investigam a possibilidade de a proteina agir como um carreador do farmaco
para os seus alvos biologicos. Os resultados revelam que a inclusdo do ligante C*N para formacao

do composto organo-ouro(Ill) amplificou significativamente os efeitos de estabilidade e



reatividade dos complexos derivados de ouro(Ill)-ditiocarbamato quando comparados com seus
analogos de coordenacdo; assim, contribuindo para demonstrar o grande potencial da quimica
organometalica no desenvolvimento de novos metalo-farmacos para a quimioterapia do cancer. O
segundo capitulo descreve a sintese de duas novas nanoparticulas plasmodnicas de ouro,
estabilizadas por ligantes NHC: NHC-COOEt@AuNPs (em que NHC-COOEt: 1,3-dietil-5-
propionil benzimidazol-2-ilideno) ¢ NHC-COOH@AuNPs (em que NHC-COOH: 1,3-dietil-5-
acido carboxilico benzimidazol-2-ilideno ). As AuNPs foram caracterizadas por espectroscopia no
UV-vis, infravermelho, TEM e TGA, sendo possivel identificar a banda de ressonincia de plasmon
de superficie localizadas em ambas as nanoparticulas, que apresentam morfologia esférica e
tamanho médio de 6 nm. A AuNP funcionalizada com um &cido carboxilico apresenta solubilidade
em agua, sendo possivel caracterizd-la por RMN, potencial zeta e quanto a sua estabilidade em
meios biologicos relevantes. Também pode-se avaliar em meio aquoso preliminarmente o
potencial catalitico das nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs na reacdo de reducdo do 4-
nitrofenol. As AuNPs sdo cataliticamente ativas para essa reagdo, apesar de mostrarem uma
velocidade moderada de conversdo do substrato. Ainda, resultados preliminares demonstram que,
dada a presenca do grupamento carboxilato em seu esqueleto, as nanoparticulas NHC-
COOH@AuNPs soluveis podem ser conjugadas com aminas primarias em reagdes de
acoplamento amida. Espera-se, assim, contribuir para os estudos sobre a funcionaliza¢do de
biomoléculas em nanoparticulas de ouro, buscando novas estratégias terapéuticas para
nanomateriais, ¢ promovendo o avanco do desenvolvimento de plataformas versateis para

aplicagdes em nanotecnologia.
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Abstract

The discovery of the medicinal properties of gold compounds has driven the design and synthesis
new metallopharmaceuticals for anticancer therapy. The aim of this work was to develop
gold(0/1/1T) complexes with strategic ligands that can confer greater chemical stability, reactivity,
and selectivity to the final compound for effective interaction with biological targets in a
physiological environment. Recently, the application of nanotechnology has also proved to be a
strategy in nanomedicine to generate drug-delivery systems, diagnostic imaging or even therapy,
as demonstrated by gold nanoparticles (AuNPs). The limited chemical stability of gold-based
compounds in physiological environments has been a challenge in the discovery of new gold drugs,
but organometallic chemistry might overcome this problem. In the first chapter, new organo-
gold(IIT) complexes (Cla - C4a) with the structure [(C*"N)Au'! DTC]PFs were synthesized, with
the C”N ligand, 2-anilinopyridine, and dithiocarbamate ligands (DTC = L1 - L4). These ligands
consist of L1 ((sodium N-(2,2-dimethoxyethyl)-N-(methyl)- dithiocarbamate, C1a), L2 (sodium
1-piperidinedithiocarbamate, C2a), L3 (sodium 1-piperidine-4-oxo-dithiocarbamate, C3a) and L4
(ammonium 1-pyrrolidinedithiocarbamate, C4a). In addition, the gold(Ill)-dithiocarbamate
coordination analogues (C1b - C4b) with the structure [Au'(DTC)Cl:] were obtained as potential
antitumor drugs. Both series of gold(IIl) complexes underwent evaluation for their cytotoxic
effects on breast tumor cell lines, namely MCF-7 and MDA-MB-231, as well as on healthy breast
cells, MCF10a. The ICso results demonstrated that the synthesized complexes effectively inhibited
cell growth. Notably, C3a exhibited a significant antiproliferative effect at sub-micromolar
concentrations against MDA-MB-231 cells, displaying moderate selectivity (ICso = 0.4 uM, IS =
2.0). C3a, as well as its analogous compounds, were selected for further stability studies in solution
and reactivity assessments with biomolecules such as N-acetyl-L-cysteine (NAC) and albumin
(BSA). The organometallic complex C3a has shown high stability in PBS pH 7.4, whereas C3b,
its coordination analog, appeared to undergo hydrolysis reactions. Reactivity studies revealed that
C3a, concerning NAC, explore a potential mode of action that involves covalent bonding between
the organo-gold(IIl) fraction and the thiolate, suggesting conversion into a C3a/NAC adduct. In
contrast, similar interactions were not observed for C3b and NAC, suggesting that the complex is
not reactive under the same conditions. Furthermore, in experiments exploring the possibility of
the albumin to act as a drug carrier to its biological targets, C3a has shown a greater ability to
suppress the protein fluorescence. The results highlight that the insertion of the C"N ligand to form
the organo-gold(Ill) compounds significantly enhances the stability and reactivity effects of the

gold(Il)-dithiocarbamate complexes when compared to their coordination analogs, thus



underscoring the great potential of organometallic chemistry in the development of novel metallo-
drugs for cancer chemotherapy. The second chapter details the synthesis of two novel plasmonic
gold nanoparticles, both stabilized by NHC ligands: NHC-COOEt@AuNPs (with NHC-COOEt
representing 1,3-diethyl-5-propionyl benzimidazol-2-ylidene) and NHC-COOH@AuNPs (with
NHC-COOH denoting 1,3-diethyl-5-carboxylic acid benzimidazol-2-ylidene). These AuNPs
underwent comprehensive characterization using UV-vis, infrared, TEM, and TGA spectroscopy.
These analyses revealed the presence of the surface plasmon resonance band in both nanoparticles,
which exhibited a spherical morphology and an average size of 6 nm. The AuNP functionalized
with carboxylic acid is water-soluble and was further characterized using NMR, zeta potential, and
assessments of its stability in biologically relevant media. Additionally, the preliminary catalytic
potential of NHC-COOH@AuNPs nanoparticles in the 4-nitrophenol reduction reaction in
aqueous environments was evaluated. The results indicated that AuNPs exhibit catalytic activity
for this reaction, albeit with a moderate rate of substrate conversion. Moreover, preliminary
findings suggest that owing to the presence of the carboxylate group in their structure, soluble
NHC-COOH@AuNPs nanoparticles can be linked with primary amines through amide coupling
reactions. This promising discovery is expected to contribute to research in the functionalization
of biomolecules within gold nanoparticles, thereby facilitating the exploration of novel therapeutic
strategies involving nanomaterials and the advancement of versatile platforms for various

nanotechnology applications.

Key words: gold; organometallic chemistry; nanoparticles; antineoplastic agents.
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Capitulo 1 - Complexos organo-ouro(lll)-ditiocarbamato e compostos de

coordenacio analogos como potenciais agentes anticancer
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1.1 INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO

1.1.1 Cancer: a doenca do século XXI

O cancer ¢ um dos desafios de saude publica mais urgentes em nivel global, representando
uma das principais causas de obito e, consequentemente, constituindo um obstaculo significativo
para o aumento da expectativa de vida. Em muitos paises, o cancer ocupa o primeiro ou segundo
lugar entre as causas de mortalidade prematura antes dos 70 anos no contexto de doengas nao-
transmissiveis.[1,2] A pandemia da COVID-19, doenga causada pelo coronavirus SARS-CoV-2,
que acometeu o mundo todo em 2020 e foi a causadora de cerca de 7 milhdes de mortes, dificultou
ainda mais o acesso aos servi¢os de saide e o diagnoéstico/tratamento de cancer foram em
consequéncia prejudicados. Ainda ndo se sabe a magnitude dos efeitos de subdiagnostico e
auséncia de tratamento para o cancer no aumento da mortalidade devido a pandemia e este
panorama deve ser atualizado nos proximos anos.[3—6]

“Cancer" ¢ uma designagdo que engloba uma variedade de mais de 100 tipos distintos de
doencas malignas que t€ém em comum a caracteristica de apresentar crescimento anomalo das
células. Essas células, que se proliferam de maneira acelerada, sdo caracterizadas por alteragdes
nas suas fungdes fisiologicas, que levam ao crescimento anormal e descontrolado de 6rgaos e/ou
tecidos, resultando na geracdo de tumores que podem se disseminar para areas distantes do
corpo.[7] O cancer estd, muitas vezes, associado a irregularidades na replicagao celular por fatores
intrinsecos (como mutagdes genéticas e condi¢des imunoldgicas) e/ou fatores externos (por
exposicao a fatores de risco, como luz ultravioleta, cigarros e substincias carcinogénicas). Esses
fatores causais podem aumentar a probabilidade de modifica¢cdes malignas, agindo em conjunto
ou em sequéncia para iniciar ou promover o processo de iniciagdo da doenga. Esse processo pode
ser lento e levar muitos anos para que a célula cancerosa se prolifere e origine um tumor visivel.[8]
As estatisticas mostram que no Brasil para o triénio 2023-2025 sdo esperados cerca de 704 mil
novos casos de cancer. Entre mulheres, o tipo de cancer mais incidente ¢ o cancer de mama. As
estatisticas para 2023-2025 estimam cerca de 73 mil novos casos e a taxa de mortalidade por cancer
de mama, ajustada pela populagdo mundial, foi 11,84 6bitos/100.000 mulheres em 2020.[6] O
diagnostico precoce, em estagios iniciais da doenga, ¢ a principal estratégia para melhorar os
resultados do tratamento.[7] Em outros estagios, o tratamento pode ser feito de forma local, com
cirurgia e/ou radioterapia e, de forma sistémica, com quimioterapia e hormonioterapia, sendo a
escolha para o melhor tipo de tratamento dependente do estagio e progressao da doenca e do tipo

de tumor.
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O cancer de mama ¢ uma doenga de natureza complexa e heterogénea, com distintos
subtipos. A categorizacao dos subtipos do cancer de mama ¢ realizada mediante avaliacdo imuno-
histoquimica, com base na expressao de receptores de estrogénio (ER) e progesterona (PR), bem
como receptores do fator de crescimento epidérmico humano (HER2).[9] Um subtipo que merece
grande atencdo ¢ o cancer de mama triplo negativo, também conhecido como TNBC (sigla do
inglés triple-negative breast cancer), que se caracteriza pela auséncia dos receptores de
progesterona e estrogénio, além de ndo apresentar amplifica¢do do fator de crescimento (ER-/EP-
/HER2-).[10]

Os tumores de mama triplo negativos constituem aproximadamente 15 a 20% de todos os
casos de cancer de mama e exibem um perfil altamente agressivo. Esse tipo de cancer ¢ associado
ao prognostico mais desfavoravel em comparagdo com outros subtipos, principalmente devido ao
seu elevado potencial de disseminacdo metastatica e as opgdes terapéuticas limitadas disponiveis.
A incidéncia e a mortalidade relacionadas ao TNBC costumam ser altas ndo apenas entre as
mulheres mais jovens, mas também desproporcionalmente entre as mulheres de origem africana e
hispanica.[11-13]

Um fato importante que impulsiona a letalidade do TNBC ¢ a sua "heterogeneidade
molecular", descrita como "a falta de alteragdes recorrentes de fatores oncogénicos".[14] Enquanto
pacientes com tumores do subtipo ER+ e/ou HER2+ podem se beneficiar de tratamentos
direcionados, como Tamoxifeno e Trastuzumab, (Figura 1), respectivamente, ainda ndo existem
abordagens direcionadas especificas para tumores TNBC.[15] Diferentemente da abordagem
utilizada para tumores com superexpressdo do HER2, o tratamento para o TNBC baseia-se
principalmente em quimioterapia ndo especifica, uma vez que, até recentemente, havia apenas um
unico tipo de terapia direcionada aprovada pela FDA (do inglés Food and Drug Administration)
em 2020. Essa terapia envolve conjugados de firmacos e anticorpos, como o Sacituzumabe
govitecana (Trodelvy®), projetado para atacar a proteina Trop-2, presente em varias células
cancerigenas de mama. Em muitos casos, terapias quimioterapicas que incorporam antraciclinas,
taxanos e metalo-farmacos de platina sdo amplamente empregadas.[16] A estratégia
quimioterapica atual tem como alvo o reparo do DNA (compostos de platina), a proteina p53
(taxanos) ou a proliferacdo celular (antraciclina).[14,17,18]

Infelizmente, a expectativa média de sobrevivéncia para mulheres com tumores triplo
negativos metastaticos ¢ inferior a um ano. Isso ocorre apesar da administracdo de tratamentos

quimioterapicos intensivos e caros. Nesse contexto ¢ no contexto do cancer de forma geral, a
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investigacdo de novos farmacos quimioterapicos mais efetivos e seletivos para o tratamento de

tumores permanece vital.

/

Figura 1 Representagdo estrutural de medicamentos usados no tratamento de cancer de mama.

Como mencionado, o fracasso de muitos tratamentos na quimioterapia do cancer
geralmente resulta da falta de seletividade dos medicamentos em relagdo as células cancerigenas
e em comparagdo aos tecidos ndo-tumorais. Isso se manifesta como uma baixa especificidade em
relagdo ao tumor, a incapacidade de atingir e eliminar com precisdo as metastases do cancer e a
ocorréncia de toxicidade sistémica ou local devida a atividade fora do alvo. O advento da
nanomedicina tem contribuido para o desenvolvimento de terapias inovadoras e essa pode ser uma
alternativa promissora para lidar com as mencionadas limitagdes da quimioterapia, por exemplo
com as nanoparticulas de ouro, que tem propriedades teranosticas, ou seja, com possiveis

aplicagdes terapéuticas e de diagndstico por imagem.[19]

1.1.2 Morte celular programada: apoptose

Quando sdo detectadas anormalidades em uma célula (por exemplo, a célula ndo possui as
organelas necessarias para o seu correto funcionamento ou o seu DNA encontra-se danificado de
forma irreversivel), um processo fisioldgico normal ¢ desencadeado induzindo sua propria morte.
Esse processo ¢ chamado de apoptose e atua na regulagdo do numero de células no corpo. Existem
duas vias de sinalizag@o celular que induzem a apoptose: via extrinseca ou via intrinseca. A via
extrinseca ¢ desencadeada pela ativagdo extracelular de receptores de morte na superficie da célula,
podendo ativar outras vias de sinalizagdo, como em respostas inflamatorias. A via intrinseca

(também conhecida como via mitocondrial) pode ser ativada dentro da célula, iniciada
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intracelularmente como resposta a um DNA danificado, stress oxidativo e terapia

anticancer.[20,21]

1.1.3 Compostos de ouro para uso medicinal

Entre os agentes quimioterapicos anticancer, pequenas moléculas organicas e biologicas
predominam, mas o uso de firmacos baseados em metais de transicdo tem se mostrado muito
eficaz. Como o exemplo mais bem-sucedido nesse contexto, tem-se a cisplatina — cis-
diamindicloretoplatina(Il), Figura 2 — e os quimioterapicos a base de platina que s@o usados para
tratar varios tipos de cancer, como no caso do cancer de pulmio de pequenas células.[22,23]
Entretanto, os complexos antitumorais de platina causam efeitos adversos graves, como
nefrotoxicidade, neurotoxicidade, toxicidade gastrointestinal, neuropatia periférica, ototoxicidade,
astenia e toxicidade hematologica, que limitam sua eficdcia terapéutica. Além disso, o
desenvolvimento da resisténcia celular a platina representa um problema central e resulta em um

prognostico ruim devido a falta de tratamentos alternativos.[24]

Figura 2 Estrutura da cisplatina, farmaco inorganico de Pt(Il), referéncia no tratamento do cancer.

Compostos de ouro(0/I/IlI) tém demonstrado um potencial promissor para o
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos. O uso do ouro com fins medicinais remonta
aos anos 2500 a.C. na China, associado a busca por longevidade. O ouro em pd era aplicado em
feridas abertas e se dizia que removia toxinas associadas a variola e ulceras da pele.[25] Com o
desenvolvimento da dgua régia, tornou-se possivel dissolver o ouro, tornando seu uso mais popular
no periodo da alquimia e da medicina pré-moderna. As propriedades terapéuticas de um complexo
chamado “aurum vitae”, contendo uma mistura de ouro, mercurio € antimonio, desenvolvido no
século XVII por Bartholomius Kretschmar, puderam ser confirmadas recentemente por sua
atividade citotoxica frente a linhagens celulares tumorais.[26] No século XIX, usava-se uma
mistura de ouro e cloreto de s6dio, chamado “muriato de ouro e soda”, para tratar sifilis. Até a
metade do século, essa mistura era prescrita como um farmaco secundario para tratar anemia,
lapus, alcoolismo, dentre outras doencas. Na era moderna figura o primeiro uso racional de um
complexo de ouro na medicina atribuido a Robert Koch em ~1890, que observou que o complexo
K[Au(CN);] possuia atividade bacteriostatica contra “fubercle bacillus”’, uma cepa de bactérias

hoje conhecida como o agente causador da tuberculose (Mycobacterium tuberculosis). Durante os
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testes clinicos, no entanto, o complexo mostrou-se ineficaz e altamente tdxico, e o uso foi
interrompido. Compostos contendo ouro(I)-tidis, como o aurotiomalato de s6dio na Figura 3, se
mostraram menos toxicos € foram administrados em pacientes com tuberculose em 1925-1935,
mas o uso decaiu quando observagdes sobre a toxicidade intensificaram-se, aliadas as poucas
evidéncias de eficacia no tratamento.[27] Os tiolatos de ouro, mais tarde, foram estudados contra
artrite reumatoide quando surgiu a (erronea) hipotese de que o “tubercle bacillus” causava a
doenca e que resultou na introdu¢do clinica do aurotiomalato de sédio com administraciao
injetavel.[28,29] Nos anos 1980, um novo farmaco antirreumatico de ouro(I), com a vantagem de
ser  administrado  oralmente, foi  apresentado. @A  auranofina  (tetraacetil-B-D-
tioglicosetrietilfosfinaouro(I)), Figura 3, aprovada para uso clinico em 1985, apresentou menor
perfil de efeitos adversos, mas menor eficacia no tratamento de artrite reumatoide. No entanto, foi
utilizada clinicamente por muitos anos para artrite psoriatica e artrite reumatoide juvenil quando
outros medicamentos da linha de frente, como metotrexato, falhavam no tratamento da artrite

refrataria.[30]

Figura 3 Estruturas de farmacos de Au(l) aprovados e utilizados clinicamente no tratamento de doengas reumaticas.

Embora a auranofina tenha sido desenvolvida inicialmente como um agente quimioterapico
para o tratamento da artrite reumatoide, recentemente, foi demonstrado que ela apresenta uma
gama diversificada de atividades bioldgicas clinicamente relevantes, incluindo propriedades anti-
inflamatorias, antivirais, antifungicas, antiparasitdrias, antibacterianas, antitumorais e
antidiabéticas.[31] Assim, um numero crescente de estudos tem se concentrado no
reposicionamento da auranofina como um novo candidato para o tratamento de uma ampla
variedade de doengas e condigdes nao relacionadas ao reumatismo, até mesmo mais recentemente
como um agente inibidor do virus da SARS-CoV-2.[32,33]

A investigacdo das potenciais atividades antitumorais de compostos de Au(I) foi iniciada
a partir dos estudos de citotoxicidade in vitro da auranofina contra a linhagem de células HeLa
(adenocarcinoma cervical) que demonstraram atividade antiproliferativa similar ou, em alguns

casos, superior a atividade da cisplatina, farmaco inorganico de referéncia no tratamento do
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cancer.[34] A atividade in vivo dos compostos de Au(I), no entanto, demonstrou ser limitada a
modelos de leucemia P388 em ratos, apenas.[35] Quando injetada, a auranofina sofre troca rapida
de ligantes e se liga covalentemente ao residuo de cisteina (Cys34) da albumina, a mais abundante
proteina no plasma sanguineo, diminuindo consideravelmente a concentragdo da espécie ativa e a
taxa de uptake celular.[36] A primeira evidéncia estrutural da ligacao covalente Cys34—ouro foi
reportada recentemente por Messori e colaboradores, que cocristalizaram um complexo de Au(III)
com um ligante ditiocarbamato e a proteina albumina do soro bovino, a BSA. Na estrutura (PDB
ID: 6RJV), representada na Figura 4, observa-se que o ion Au(Ill) sofre reducdo e perde seus
ligantes (dois ions brometo e o ligante ditiocarbamato), resultando no ion Au(I) ligado ao residuo
de Cys34. Em razdo da baixa resolucdo da estrutura ndo foi possivel identificar a identidade do

segundo ligante, mas pode se pensar em agua atuando como um ligante.[37]
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Figura 4 Acima: Visualizag¢do da estrutura cristalina do aduto formado entre o ion de Au(l) e a BSA, bem como dos
aminodcidos presentes no sitio de intera¢do. PDB ID: 6RJV.[37] Abaixo. Representagdo da reagdo que ocorre entre

o complexo de Au(Ill)-ditiocarbamato e a proteina BSA.

Complexos de Au(Ill) se mostraram atrativos na Quimica Medicinal, sobretudo na

quimioterapia do cancer. Centros de Au(IIl) sdo conhecidos por originar complexos em geometria
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quadratica-plana com propriedades isoeletronicas (orbital de valéncia d®) e isoestruturais em
relacdo aos compostos de Pt(II), como a cisplatina, podendo exibir mecanismos de acdo
semelhantes. O centro de Au(Ill) atua como um 4cido de Lewis duro, ligando-se preferencialmente
aos pares de elétrons livres de hetero-atomos, como N, O, S, entre outros.[38]

Um dos principais motivos que impedem a atual aprovacdo de compostos de Au(l) e
Au(IlII) para a clinica do tratamento do cancer ¢ a solubilidade limitada e a estabilidade quimica
no meio fisiolodgico, responsavel ndo apenas pela redugdo da atividade citotoxica, mas também
pelo acimulo indesejavel do metal em 6rgdos vitais.[39,40] Embora, em alguns casos, a chamada
especiacao de Au(I)/Au(Ill) seja responsavel por sua bioatividade e sua alta citotoxicidade in vitro,
na maioria dos casos, esse fenOmeno ndo apenas resulta em troca rapida de ligantes com
nucleofilos bioldgicos, como € o caso da auranofina, mas também na redu¢@o do centro de Au(IlII)
para Au(I) ou Au(0) sob condigdes fisioldgicas devido ao seu alto potencial redox, resultando em
perda da atividade e possiveis efeitos adversos, devidos a liberagao dos ligantes ou do metal livre

em meio fisiologico.[40,41]

1.1.4 Estratégias para o desenvolvimento de novos compostos antitumorais de Au

Uma grande preocupacgdo em relagdo aos potenciais farmacos de ouro ¢ a baixa estabilidade
quando submetidos a condi¢des fisiologicas. A auranofina, por exemplo, ¢ um complexo de Au(I),
de geometria linear que tem o ligante tetraacetiltioglicose rapidamente substituido por tidis
presentes no meio celular in vivo, enquanto o ligante trietilfosfina pode ser removido lentamente
e oxidado ao seu 6xido de fosfina (Et;PO).[42]

Nesse sentido, compostos tetraédricos de Au(l) com ligantes difosfina, gerando sistemas
quelatos mais estaveis (Figura 5), foram desenvolvidos por Berners-Price e colaboradores como
uma tentativa de mitigar essa tendéncia conhecida de complexos lineares de Au(l) sofrerem
reacdes de substituicdo em meio fisiolégico. Embora esses complexos cationicos tenham avangado
até estudos pré-clinicos, eles foram descartados devido as suas altas toxicidades.[43] O tipo de
complexo mostrado na Figura 5 ¢ parte ainda de uma outra abordagem: o desenvolvimento de uma
classe de compostos cationicos chamada cations lipofilicos deslocalizados (DLCs, do inglés
delocalized lipophilic cations). Os DLCs caracterizam-se por seus elevados coeficientes de
parti¢do, com o objetivo de aumentar a lipofilicidade e a absor¢do pela membrana lipidica celular,
e pela sua carga positiva deslocalizada, que favorecem o seu direcionamento as espécies
carregadas negativamente dentro das células.[44,45] As mitocOndrias de células cancerosas

apresentam elevado potencial de membrana mitocondrial (Aym), uma vez que essas células
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necessitam de maior quantidade de energia para sustentar suas taxas mais rapidas de crescimento
e proliferagdo, levando a maior produgdo de ATP, que gera um potencial negativo sobressalente.
Assim, os DLCs acumulam-se secletivamente na mitocondria de células cancerosas devido a
diferenca de Aym em relagdo as células saudaveis, consumando a mitocondria como possivel alvo

biomolecular.[46]
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Figura 5 Estruturas de complexos de Au(l) cationicos com atividades anticancer promissora.

Nos ultimos anos, a quimica de complexos contendo ligantes carbeno N-heterociclicos
(NHC), principalmente de Au(I), experimenta seu auge. NHCs sdo ligantes neutros c-doadores,
assim como as fosfinas, com a vantagem de serem mais propensos a modificacdes estruturais e
eletronicas por métodos sintéticos convencionais para modular suas caracteristicas finais, como
por exemplo aumento da lipofilicidade.[47] Os DLCs reportados por Berners-Price e
colaboradores contendo Au(I)-biscarbeno, como o da Figura 6, foram pensados cuidadosamente
considerando seu carater lipofilico e demonstraram ser mais seletivos que os complexos de Au(I)
com ligantes bisfosfina (Figura 5). Como reportado, os grupos ligados aos atomos de nitrogénio
do heterociclo NHC foram modificados para ajustar o carater lipofilico dos complexos e se
observou uma relagdo direta entre a lipofilicidade e a atividade anti-mitocondrial.[48,49] O
balango hidrofilico/lipolifico de compostos bioativos deve ser considerado, sendo que geralmente
¢ observado que compostos mais lipofilicos sdo mais citotoxicos, mas, também, menos

seletivos.[27]
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Figura 6 Estrutura de um complexo Au(l)-(NHC):z com atividade citotoxica relevante.

No caso dos complexos de Au(Ill), que sd@o mais propensos a reacdes secundarias em

condigdes fisioldgicas, algumas estratégias podem ser empregadas para melhor estabilizar o seu
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alto estado de oxidagdo. Essas estratégias fazem uso de ligantes menos labeis, com melhor carater
o-doador como nas abordagens organometalicas ou por ligantes sulfurados, e multidentados para
formagdo de sistemas quelatos mais estaveis.[45,50,51]

Nesse sentido, um dos primeiros exemplos foram os complexos do tipo [Au(damp)X>] (em
que damp = 2-[(dimetilamino)metil]fenil e X = cloreto, tiocianato ou acetato) reportados por Parish
e colaboradores. Esses sdo bons representantes dos compostos organometalicos de ouro(III)
ciclometalados em C*N, como o complexo da Figura 7. Foi observado que os complexos sio
estaveis na presenca de agentes redutores e apresentaram atividade in vivo similar a cisplatina
contra xenoenxertos de carcinoma humano. Alguns compostos desta série inibem as cisteino-
proteases catepsina B e K, com valores de ICso em faixas submicromolar (0,6 — 1,36 uM e 1,3 —
3,3 uM, respectivamente) e sdo potentes inibidores da enzima tiorredoxina-redutase (TrxR).[52—
54] A descoberta das propriedades antitumorais dessa classe de complexos ciclometalados levou

ao renascimento do interesse em complexos de ouro(Ill) como possiveis agentes anticancer.
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Figura 7 Estrutura do complexo de organo-ouro(Ill) [Au(damp)Oac:].

A reacdo de ciclometalacdo ¢ a ativagdo de uma ligagdo C—H de moléculas contendo
grupos doadores (N, O, P, S e Se) mediada por um metal de transi¢do. A reagdo leva a formacao
de um ciclo (chamado metalaciclo) contendo uma ligagao entre o &tomo doador e o metal (M—X)
e uma liga¢do covalente M—C que no caso do ouro (Au—C) forma o que chamamos de organo-
ouro.[55] Os complexos ciclometalados sdo geralmente caracterizados pela estabilidade redox e
termodinamica: estudos com complexos organo-ouro revelam que a simples presenca de um
ligante C-desprotonado (C) ¢ suficiente para estabilizar o ion Au(IIl) contra redu¢cdo em condigdes
fisioldgicas.[39] Além disso, as propriedades estéricas e eletronicas podem ser facilmente
ajustadas pela modificag@o estrutural dos ligantes anidnicos ciclometalados ou ligantes auxiliares
para obter compostos com carater lipofilico aprimorado e/ou favorecer propriedades bioquimicas
desejadas.

Em geral, a introdu¢do de um numero cada vez maior de ligagdes Au—C torna os

compostos mais lipofilicos e, portanto, facilita o uptake celular. Entretanto, a capacidade de
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interagir com grupos tidis ou grupos de selenol das proteinas pode ser reduzida, de forma que um
equilibrio deve ser levado em consideracdo. Uma variedade de complexos de ouro(IIl)
ciclometalados com ligantes doadores de nitrogénio foram sintetizados até o momento,
apresentando ligantes doadores de nitrogénio bidentados C,N- e tridentado N,C,N-, C,N,N-, e
C,N,C-, Figura 8, gerando anéis C,N de cinco ou seis membros. Estudos recentes mostram que
complexos ciclometalados de Au(Ill) agem simultaneamente coordenando-se ao DNA e como

inibidores da TrxR.[56,57]
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Figura 8 Representagdo geral de complexos de ouro(Ill) ciclometalados com ligantes doadores de C,N (L = ligante

auxiliar).

Os complexos ciclometalados de Au(IIl) também tém sido reportados como inibidores das
proteinas zinc finger (ZF), a maior familia de fatores de transcricdo no genoma humano. ZFs sdo
motivos estruturais de proteinas que funcionam como dominios de reconhecimento para DNA,
RNA e outras proteinas.[58] As proteinas ZFs sdo alvos interessantes para o tratamento do cancer,
pois estdo envolvidas na transcricao, traducdo e reparo do DNA. Assim, muitas proteinas ZF estdo
associadas a progressao do cancer, embora os mecanismos exatos sejam objeto de pesquisa
atualmente.[59]

As poli(adenosina difosfato ribose)-polimerases (PARPs), frequentemente referidas como
“os anjos da guarda do DNA”, sdo alvos de grande interesse no contexto do tratamento do cancer.
Isso se deve ao fato de que a sobrevivéncia de muitos tumores depende do reparo de DNA mediado
pelas enzimas PARPs. Além do sitio catalitico ativo da PARP-1, que pode ser explorado como
alvo farmacoldgico, a enzima possui dois dominios ZF que se ligam ao DNA, podendo ser alvos
bioldgicos de metalo-fArmacos, permitindo uma inibicao indireta da fun¢do da proteina.[59] Os
metalo-farmacos tém a capacidade de remover os ions Zn(II) e provocar modificagdes estruturais
nos dominios ZF, resultando na interrup¢do ou inibi¢do de sua fun¢do. O deslocamento do ion
Zn(II) dos dominios ZF por espécies de ouro Au(l) ou Au(Ill) gera estruturas chamadas de gold
fingers.[60] Essa substituicdo de um centro tetraédrico de Zn(I[) por Au(I/IIl) tem como
consequéncia a modificagdo da estrutura. A redugdo facilitada do Au(Ill) para Au(I) em condi¢des

fisioldgicas frequentemente leva a formacgdo de adutos Au(I)-proteinas ZF.
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Um estudo recente demonstrou os aspectos estruturais de compostos de Au(Ill) tendo a
PARP-1 como alvo, mostrando que complexos de Au(III) ciclometalados C*N (Figura 9), C"N"C
e quelatos N*N apresentam uma forte afinidade por proteinas ZF da enzima PARP-1, evitando a
reducdo do Au(IIl) a Au(I). Essa maior estabilidade dos adutos ciclometalados de Au(Ill) favorece

o direcionamento especifico a PARP-ZF, sugerindo a ciclometalagdo como uma estratégia para
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Figura 9 Representagdo estrutural de complexos ciclometalados de Au(Ill) que formam adutos estaveis com as ZF

da PARP-1.

obter seletividade.[61]

Outros ligantes multidentados eficientes na estabilizagdo do ouro(IIl) sdo os ligantes
ditiocarbamato, que se coordenam aos metais geralmente de modo S”S bidentado.[62] Os
ditiocarbamatos (DTCs) sdo compostos organossulfurados produtos da reacdo entre uma amina
secunddria, preferencialmente em meio bésico, e o dissulfeto de carbono, que se caracterizam pela
presenca do grupo —NCSS-, extensivamente investigados na literatura por comprovadas atividades
bioldgicas interessantes.[63,64]

Como ligantes, os DTCs apresentam modos de complexagao diversos, como representados
na Figura 10, ligando-se ao ion metalico pelos atomos de enxofre, com vasto potencial de aplicagdo
em quimica de coordenagdo, podendo estabilizar cations metalicos nos mais variados estados de

oxidacdo e geometrias.[64,65]
/S\ S\ S_M
RIN=( M RN— M RN—
S S S

Figura 10 Representagdo de alguns modos de coordenag¢do comuns aos ligantes ditiocarbamatos: (a) bidentado

simétrico, (b) bidentado de baixa simetria e (c) monodentado.

Os ligantes DTCs ligam-se aos cations metalicos principalmente em modo de coordenacdo
bidentado simétrico (a) ou monodentado (c¢). Complexos com ligantes ditiocarbamato em
coordenacdo monodentada geralmente sdo formados quando os ligantes do centro metalico sao
volumosos ou quando ¢ favorecida uma geometria de coordenacdo linear, como no caso de

complexos de Au(I).[63,66]



34

Na literatura, observamos que complexos derivados do Au(Ill)-ditiocarbamato tém
demonstrado propriedades citotoxicas relevantes, muitas vezes com maior efeito citotdxico in vitro
do que a cisplatina, e capazes de superar a resisténcia intrinseca ou adquirida ao farmaco
inorganico de referéncia. Muitos artigos de revisdo se dedicaram a abordar esse tema.[62,66—69]
Interessantemente, ligantes DTC podem ser utilizados em combinag¢do com ions metalicos de
interesse farmacoldgico para prevenir efeitos adversos toxicos (como nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade, por exemplo). Em complexos com geometria quadratica, essa estratégia ¢é
baseada no forte efeito trans influenciador dos 4&tomos de enxofre no grupo —NCSS bidentado que
torna a coordenagdo trans de grupos tidis presentes em meio celular menos favordvel,
potencialmente impedindo a interacdo entre o centro metalico e proteinas tioladas, e diminuindo
provaveis efeitos toxicos resultantes dessas interacdes.[70] Motivado pelo potencial dos
ditiocarbamatos como inibidores da nefrotoxicidade induzida pela cisplatina, o grupo liderado por
Fregona sintetizou uma série de ditiocarbamatos de Au(Ill) como promissores agentes
antitumorais (alguns exemplos na Figura 11).[71] A capacidade quelante exibida por esses ligantes
impede a sua substitui¢do ndo especifica em meio bioldgico, resultando na manutengdo da
atividade e na amplificacdo da citotoxicidade efetiva. Nesse sentido, um dos exemplos mais
promissores ¢ o complexo denominado AulL 12, que demonstrou alta citotoxicidade in vitro e in
vivo e toxicidade sist€émica reduzida comparado a cisplatina.[71,72] O mecanismo de interacao

desse complexo com a albumina foi mencionado anteriormente (Figura 4).
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Figura 11 Representagdo estrutural de complexos de Au(Ill)-ditiocarbamato e o composto AuL12.

Estudos para elucidar o mecanismo de acgdo citotoxica de AuL12 demonstraram que as
proteassomas podem ser o alvo primario do complexo Au(Ill)-ditiocarbamato e, em combinacao
com a inibi¢do do sistema TrxR, leva a superproducdo intracelular de espécies reativas de oxigénio
(EROs) causando morte celular por vias apoptdticas.[34,73] Uma das grandes desvantagens do

AuL12 e outros compostos analogos ¢ a baixa solubilidade, resultando em baixa
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biodisponibilidade e especiacdo em condicdes fisioldgicas. Assim, formulagdes com ciclodextrina,
por exemplo, podem ser usadas para atenuar este problema.[74,75]

Ainda dentro deste contexto, convém destacar que nos ultimos anos uma variedade de
complexos organometalicos C*N de Au(Ill) e ditiocarbamato S*S como ligantes auxiliares foram
sintetizados com o objetivo de finalmente encontrar um novo candidato inorganico para a terapia
anticancer. Fazendo uso das j& mencionadas propriedades quimioprotetoras dos ligantes
ditiocarbamato e da estabiliza¢do do centro de Au(IIl) por ciclometalagdo, variagdes na estrutura
molecular dos esqueletos C*N e/ou S*S podem ainda influenciar suas propriedades quimicas,
reatividade e interagdes bioldgicas, podendo afetar a afinidade por alvos especificos, a estabilidade
e a solubilidade do composto final.[68,76—78]

Assim, compostos derivados de formula [Au(C*"N)(DTC)]* frequentemente demonstram
grande estabilidade em condi¢des fisiolégicas e mesmo na presenga de biomoléculas redutoras,
como a glutationa (GSH).[79]

Contel e colaboradores relataram, em 2009, os complexos catidnicos organo-ouro(IIl) com
ligantes ditiocarbamato e ligante C*N-iminofosforado, soliiveis em 4gua ou estaveis em meio
aquoso, com atividade citotoxica decorrente da interacdo com o citocromo-c € com a TrxR e da
inducdo de apoptose e/ou necrose em células tumorais.[80]

Zhang e colaboradores, por sua vez, sintetizaram uma série de complexos de
[Au(C"N)(DTC)]* derivados da 2-fenilpiridina, variando-se os substituintes nos ligantes
ditiocarbamato e ao ligante ciclometalado (Figura 12). Assim, a proposta era de que o complexo
final apresentasse caracteristicas aprimoradas resultantes da modificagdo do efeito estérico e/ou
lipofilico do ligante 2-fenilpiridina para otimizagao da especificidade biologica, bem como de um
efeito de citotoxicidade seletiva decorrente da modificagdo no ligante ditiocarbamato. Os
complexos apresentaram elevada citotoxicidade em linhagens tumorais de cancer de mama,
especialmente na linhagem MCF-7, com valores de ICso em uma faixa de 0,070 a2 6,3 uM, e elevada

seletividade.[78]
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1: R4 = 4-n-butil; R, = etil; R3 = H
2:Ry=H; Ry =etil; R3=H

3: Ry = 3-n-butil; R, = etil; R3=H

4: Ry = 4-n-butoxi; R, = etil; R3 = H

5: Ry = 4-trifluorometil; R, = etil; R3 = H
6: Ry = 4-n-butil; R, = n-butil; R3 = H

7: Ry =H; Ry = n-butil; R3=H

8: Ry = H; R, = etil; Rz = n-buitil

Figura 12 Representagdo estrutural da série [Au™'(C*"N)(DTC)]*, sintetizada por Zhang e colaboradores como

complexos de Au(Ill) promissores no desenvolvimento de farmacos para o tratamento do cancer.[78]

Mais recentemente, Mertens e colaboradores, demonstraram o aumento da atividade dos
derivados DTC modificando a estrutura do ligante C*N e o tamanho do anel ciclometalado. A
série [Au"(CAN)(DTC)]" sintetizada, contendo um anel ciclometalado de 6 membros, foi também
avaliada contra células tumorais de mama, demonstrando elevada citotoxicidade ¢ inibicao seletiva
da atividade respiratdria mitocondrial. O composto principal deste trabalho (Figura 13) apresentou
ICso de 0,773 uM contra a linhagem de cancer de mama TNBC, MDA-MB-231, e estudos mais
sofisticados de transcriptdomica revelaram interferéncias nos processos relacionados a fosforilagao

oxidativa, ciclo celular e fissdo mitocondrial.[57]

| X
/N =
7/ \ PFe
S:_-S

/N\

Figura 13 Composto principal da série [Au™(C"N)(DTC)]" presente no estudo desenvolvido por Mertens e

colaboradores.

Com base no mencionado, a avaliacdo da atividade antiproliferativa de novos compostos
de ouro(Ill) com ligantes ditiocarbamato, sejam eles compostos organometalicos ou de
coordenacdo, pode contribuir de forma valiosa para a constru¢do da biblioteca dessas classes de

potenciais metalo-fArmacos. Além disso, pode-se contribuir para a compreensdo dos beneficios de
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compostos organometalicos ou de coordenacdo como antitumorais para que eles possam

finalmente encontrar seu caminho para a clinica do tratamento anticancer.
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1.2 OBJETIVOS

Fundamentado pelos aspectos introdutorios apresentados, esse capitulo tem como principal
objetivo apresentar o desenvolvimento de novos complexos organo-ouro(Ill) ciclometalados
(C”N) com ligantes derivados do ditiocarbamato, bem como seus compostos de coordenagdo

analogos e investigar suas propriedades antitumorais.

1.2.1 Objetivos especificos
Os objetivos especificos do trabalho, descrito nesse capitulo, compreenderam:

i. A sintese e a caracterizagdo de novos complexos organo-ouro(Ill) que incorporam um
ligante aril-piridina ciclometalado para promover maior estabilidade dos complexos e ligantes
ditiocarbamatos de diferentes grupamentos R alquil;

il. A investigacdo da atividade citotdxica dos complexos organo-ouro(IlI) e ligantes, bem
como dos complexos precursores, frente as linhagens de células tumorais de mama humana, MDA-
MB-231 e MCF-7;

iii. A avaliagdo dos indices de seletividade dos compostos utilizando-se um comparativo
entre as cé¢lulas tumorais e as linhagens de células normais MCF10a;

iv. A investigacdo da estabilidade quimica dos compostos mais ativos em solugdo (DMSO
e sob condigdes fisiologicas);

v. Estudos das provaveis interagdes in vitro dos complexos e biomoléculas (N-acetil-L-
cisteina e albumina) por diferentes técnicas espectroscopicas, como forma de investigar do

mecanismo de agao.
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1.3 PARTE EXPERIMENTAL

1.3.1 Solventes e reagentes
Todos os solventes e reagentes utilizados neste trabalho foram obtidos de fontes comerciais

com padrao de pureza analitico e usados como recebidos.

1.3.2 Medidas fisicas

As analises elementares de CHN% foi realizada em um equipamento Analisador Elementar
CHNS/O Perkin Elmer 2400 Série II, disponivel na Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo.

As medidas de absorc¢do eletronica molecular na regido do UV-visivel (UV-vis) foram
realizadas em equipamento Shimadzu modelo UV-2600 com cubetas de quartzo e caminho optico
de 1 cm. Os dados obtidos foram plotados em um grafico como absorbancia (u.a.) vs comprimento
de onda (A, nm) utilizando o sofiware GraphPad Prism 9. As medidas de fluorescéncia foram
realizadas em um espectrofluorimetro Cary Eclipse.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) para os nucleos de 'H (600 MHz),
BC (150 MHz) e 3'P{'H} (242 MHz) foram obtidos no espectrometro multinuclear BRUKER
Avance III HD 600, equipamento disponivel na plataforma multiusudrio no Departamento de
Quimica da UFMG, e o sinal residual do dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dps), adquirido da
Cambridge Isotope Laboratories, em 2,50 ppm foi utilizado como referéncia interna. O software
MestReNova foi utilizado para visualizar os espectros e gerar suas figuras.

Os espectros de massa foram obtidos em um espectrometro Q-Exactive da Thermo-
Scientific com ioniza¢do por spray de elétrons em modo positivo (ESI" MS), visualizados e
analisados no software Xcalibur 4.2 (Thermo). As analises foram realizadas no Centro Regional

para o Desenvolvimento Tecnolégico e Inovagdo - CRTI da Universidade Federal de Goias.

1.3.3 Sintese e caracterizacio dos compostos

1.3.3.1 Complexos precursores de Au(III)

O precursor [(CAN)Au™ClL] foi obtido baseando-se em metodologia descrita na
literatura.[81] Em 5,0 mL de etanol foram adicionados 0,510 g (3 mmol) de 2-anilinopiridina e a
mistura foi deixadas sob agitagdo até completa solubilizagdo. Entdo, uma solugdo etandlica de
HAuCls.3H20 (0,394 g, 1 mmol, 5,0 mL) foi adicionada gota-a-gota. Essa solug¢ao foi mantida em
agitacdo magnética e protegida da luz por 24 h. O precipitado amarelado resultante foi filtrado em
funil de Biichner, lavado com 4gua, hexano e seco sob pressdo reduzida. O complexo obtido ¢

solavel em DMSO, acetonitrila e parcialmente soluvel em acetona.
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[(CAN)AuCl,] — Rendimento: 83%. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz): 6 10,71 (s, 1H, NH), 8,80
(d, J=6,3 Hz, 1H, H6’), 7,96 (t,J = 7,5 Hz, 1H, H4’), 7,55 (d, /= 8,1 Hz, 1H, H3), 7,40 (d, J =
8,4 Hz 1H, H3), 7,25 (t,J = 7,3 Hz, 1H, H5), 7,13 — 7,09 (m, 2H, H6 ¢ H5’), 7,01 (t, J= 7,4 Hz,
1H, H4) ppm. RMN BC{'H} (DMSO-ds, 100 MHz): 5 148,71 (C2°), 148,59 (C6°), 141,92 (C4°),
133,79 (C1), 132,07 (C3), 129,13 (C5), 123,48 (C4), 122,29 (C2), 117,34 (C6), 115,98 (C5’),
114,97 (C3’) ppm. Andlise elementar calculada para Ci1HoAuCLN, (437,08 g mol!): C, 30,23;
H, 2,08; N, 6,41. Experimental: C, 30,39; H, 1,71; N, 6,40. ESI" MS (m/z): 458,96877,
[C11HoAuCl:N»>-Na]* (calc. 458,97005).

1.3.3.2 Ligantes ditiocarbamatos (DTCs)

Os ligantes DTCs L1 - L3 foram obtidos por procedimentos previamente reportados na
literatura.[82] Em banho de gelo (0 — 4°C), a amina correspondente (1 eq) ¢ deixada sob agitagao
em solucdo etanolica. Adiciona-se, entdo, NaOH aquoso (1 eq) e, por fim, CS; (2 eq) gota-a-gota,
deixando o sistema em agitagdo magnética por 2 horas. Os ligantes L1 — L3 precipitam no meio
reacional, em repouso na geladeira ou favorece-se a precipitacdo com adicao de éter dietilico.
Posteriormente, os produtos foram isolados por filtragdo simples, lavados com éter dietilico e secos

sob pressao reduzida.

Para o L1, a amina utilizada foi a N-(2,2-dimetoxietil)-N-metiletilamina.

L1 — N-(2,2-dimetoxietil)-N-(metil)-ditiocarbamato de so6dio. Rendimento: 80%. RMN 'H
(DMSO-ds, 400 MHz): 6 4,73 (t,J = 5,4 Hz, 1H, He), 4,08 (d, J = 5,3 Hz, 2H, Hb), 3,38 (s, 3H,
Ha), 3,28 (s, 6H, Hd) ppm. RMN B3C{!H} (DMSO-ds, 100 MHz): 5 214,85 (N-CS>), 103,07 (Cc),
56,41 (Cb), 53,90 (Cd), 43,45 (Ca) ppm. Ponto de fusdo: 83,9 — 85,2 °C.
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Para o L2, a amina utilizada foi a Piperidina.

L2 — 1-piperidinaditiocarbamato de sodio. Rendimento: 80%. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz): §
4,31 — 4,20 (m, 4H, Ha), 1,54 (m, 2H, Hc), 1,40 (m, 4H, Hb) ppm. RMN BC{'H} (DMSO-ds,
100 MHz): 6 212,46 (N-CS»), 50,29 (Ca), 25,80 (Cb), 24,42 (Cc) ppm. Ponto de fusio: 250 °C

(decomposicao).

Para o L3, a amina utilizada foi a 4-Piperidona monoidratada.

L3 — 1-piperidina-4-oxo-ditiocarbamato de s6dio. Rendimento: 82%. RMN 'H (DMSO-ds, 400
MHz): § 4,54 (t, J = 6,1 Hz, 4H, Ha), 2,32 (t, J = 6,1 Hz, 4H, Hb) ppm. RMN BC{'H} (DMSO-
ds, 100 MHz): 5 215,01 (N-CS»), 208,82 (C=0), 47,93 (Ca), 40,51 (Cb) ppm. Ponto de fusio:
210 °C (decomposicao).

O ligante L4 (l-pirrolidinoditiocarbamato de amodnio) foi obtido comercialmente, como

mencionado.

1.3.3.3 Complexos do tipo [(C*"N)Au™DTC]PFs

Os complexos do tipo [(CAN)Au"DTC]PF¢ foram sintetizados com base em metodologia
descrita na literatura.[57]. Assim, os ligantes DTCs (0,1 mmol) foram solubilizados em 5,0 mL de
MeOH e adicionados gota-a-gota a uma suspensdo equimolar do precursor metalico
[(CA"N)Au''CL,] em 5,0 mL de MeOH. O sistema foi deixado sob agitagdo magnética por 18 h e
decorrido esse tempo, a solucdo metandlica encontrava-se sem solidos em suspensdo.
Posteriormente, uma solu¢do aquosa saturada de KPFs foi adicionada ao meio reacional para
formar os complexos Cla — C4a, sob a forma de sélidos de cor bege, que foram filtrados sob

pressdo reduzida e lavados com dgua e hexano.
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Cla — [(C"N)Au"(L1)]PFs. Rendimento: 65%. RMN 'H (DMSO-ds, 600 MHz): 5 10,95 (s, 1H,
NH), 8,35 (s, 1H, H6), 8,03 (s, 1H, H4”), 7,51 (s, 1H, H3”), 7,43 (s, 1H, H5), 7,34 (s, 1H, H6),
7,27 (s, 1H, H3), 7,06 (m, 2H, H4 ¢ H5”), 4,81 (s, 1H, He), 4,01 (s, 2H, Hb), 3,54 (d, J= 18,7 Hz,
3H, Ha), 3,40 (s, 6H, Hd) ppm. RMN B¥C{!H} (DMSO-ds, 150 MHz): 5 194,77 (N-CS>), 194,67
(N-C’Sy), 147,65 e 147,55 (C6’), 146,68 (C2), 141,11 (C4’), 131,95 e 131,87 (C1), 130,51 ¢
130,43 (C3), 129,74 (C5), 123,81 (C4), 122,54 ¢ 122,36 (C2), 118,00 (C6), 116,65 ¢ 116,62 (C5”),
116,24 (C3), 100,88 ¢ 100,62 (Ce), 55,96 e 54,47 (Cb), 55,03 ¢ 54,79 (Cd), 41,22 ¢ 40,32 (Ca)
ppm. RMN 3'P{H} (DMSO-ds, 242 MHz): -141,06 ppm (septeto, J = 10,5 Hz, PFs). Andlise
elementar calculada para Ci7H21AuFsN3O2PS; (705,42 g mol™): C, 28,95; H, 3,00; N, 5,96.
Experimental: C, 28,32; H, 2,94; N, 5,84. RP-HPLC: R¢= 17,27 min. ESI* MS (m/z): 560,07575,
[C17H21AuN;0:S2]" (calc. 560,07407).

PFg

S/\v,\s PFG

C2a — [(C"N)Au"'(L2)]PFs. Rendimento: 54%. RMN 'H (DMSO-ds, 600 MHz): 5 10,94 (s, 1H,
NH), 8,35 (d,J=6,2 Hz, 1H, H6’), 8,03 (t, /= 7,7 Hz, 1H, H4’), 7,51 (d, J= 8,6 Hz, 1H, H3’),
7,43 (t,J=17,4 Hz, 1H, HS), 7,34 (d, /= 7,8 Hz, 1H, H6), 7,28 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H3), 7,06 (m,
2H, H4 e H5’), 3,98 (m, 4H, Ha+a’), 1,77 (m, 4H, Hb+c) ppm. RMN BC{'H} (DMSO-ds, 150
MHz): 6 189,27 (N-CS), 147,45 (C6’), 146,72 (C2’), 141,07 (C4’), 131,93 (C1), 130,44 (C3),
129,67 (C5), 123,75 (C4), 122,66 (C2), 117,99 (C6), 116,60 (C5’), 116,24 (C3’), 52,09 e 50,44
(Casa’), 25,52 e 25,59 (Cb+b’), 23,28 (Cc) ppm. 3'P{'H} (DMSO-d;s, 242 MHz): -132,72 ppm
(septeto, J = 10,5 Hz, PFs). Analise elementar calculada para C17H19AuFe¢N3PS> (671,41 g mol
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N: C, 30,41; H, 2,85; N, 6,26. Experimental: C, 30,10; H, 2,79; N, 6,04. RP-HPLC: R¢= 19,91
min. ESI"MS (m/z): 526,06963, [C17H19AuN3S:]" (calc. 526,06859).

S._-S PFe

L (@) —

C3a — [(C"N)Au"Y(L3)]PFs. Rendimento: 64%. RMN 'H (DMSO-ds, 600 MHz): 5 10,97 (s, 1H,
NH), 8,37 (d,J=5,9 Hz, 1H, H6’), 8,04 (t, J= 7,4 Hz, 1H, H4’), 7,52 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H3’),
7,45 (t,J=17,2 Hz, 1H, HS), 7,34 (d, J = 7,4 Hz, 1H, H6), 7,28 (d, /= 7,6 Hz, 1H, H3), 7,08 (m,
2H, H4 e H5’), 4,32 — 4,29 (m, 4H, Ha:a’), 2,81 — 2,73 (m, 4H, Hb+b’) ppm. RMN BC{'H}
(DMSO-ds, 150 MHz): 6 205,06 (CO), 191,97 (N-CS»), 147,53 (C6°), 146,68 (C2°), 141,17 (C4’),
131,90 (C1), 130,41 (C3), 129,82 (CS), 123,85 (C4), 122,50 (C2), 118,10 (C6), 116,71 (C5’),
116,32 (C3°),47,27 € 46,12 (Ca+a’), 37,84 ¢ 37,77 (Cb+b’) ppm. 3'P{'H} (DMSO-ds, 242 MHz):
-132,73 ppm (septeto, J = 10,5 Hz, PFs). Analise elementar calculada para Ci7H17AuFsN3OPS>
(685,39 g mol™): C, 29,79; H, 2,50; N, 6,13. Experimental: C, 24,81; H, 2,30; N, 5,60. RP-HPLC:
R¢ = 14,10 min. ESI" MS (m/z): 572,07561, [C17H17AuN3OS2(CH30H)]" (calc. 572,07407).

— H -+
N | N
N~
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C4a — [(C"N)Au'"(L4)]PFs. Rendimento: 53%. RMN 'H (DMSO-ds, 600 MHz): 5 10,95 (s, 1H,
NH), 8,32 (s, 1H, H6’), 8,03 (s, 1H, H4), 7,51 (s, 1H, H3"), 7,43 (s, 1H, H5), 7,34 (s, 1H, H6),
7,25 (s, 1H, H3), 7,06 (m, 2H, H4 ¢ H5”), 3,93 (d, J = 33,7 Hz, 4H, Ha.a’), 2,11 (s, 4H, Hb:b")
ppm. RMN BC{!H} (DMSO-ds, 150 MHz): 5 186,50 (N-CS,), 147,45 (C6”), 146,61 (C2),
141,11 (C4%), 131,80 (C1), 130,38 (C3), 129,74 (C5), 123,79 (C4), 122,57 (C2), 118,06 (C6),
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116,64 (C5%), 116,28 (C3’), 52,17 € 51,72 (Ca+a’), 24,05 € 23,74 (Cb+b’) ppm. 3'P{H} (DMSO-
ds, 242 MHz): -141,05 ppm (septeto, J = 10,5 Hz, PFs). Andlise elementar calculada para
Ci6Hi7AuFeN3PS; (657,38 g mol™): C, 29,23; H, 2,61; N, 6,39. Experimental: C, 28,44; H, 2,54;
N, 6,23. RP-HPLC: R = 18,04 min. ESI* MS (m/z): 512,05440, [CicH17AuN3S2]" (calc.
512,05294).

1.3.3.4 Complexos do tipo [Au(DTC)CL]

Os complexos de tipo [Au™(DTC)Cl,] foram obtidos conforme procedimento descrito na
literatura.[83] Os compostos C2b[83] e C4b[84] foram publicados anteriormente. Assim, os
ligantes DTCs (0,1 mmol) foram solubilizados em 1,0 mL de H2O e adicionados gota-a-gota a
uma solugdo equimolar do precursor metalico HAuCls.3H20 (0,1 mmol) em 2,0 mL de H>0. O
sistema foi deixado sob agitagdo magnética por 2 h. Por fim, os sélidos amarelos resultantes foram

filtrados e lavados com H>O.

C1b — [Au(L1)Cl,]. Rendimento: 60%. RMN 'H (DMSO-ds, 600 MHz): 4,73 (t,J = 4,6 Hz,
1H, He), 3,88 (d, J = 4,7 Hz, 2H, Hb), 3,43 (s, 3H, Ha), 3,37 (s, 6H, Hd) ppm. RMN BC{!H}
(DMSO-ds, 150 MHz): 6 190,28 (N-CSz), 100,71 (Ce), 55,11 (Cb), 54,57 (Cd), 39,74 (Ca) ppm.
Analise elementar calculada para C¢H12AuCLNO>S; (462,15 g mol™!): C, 15,59; H, 2,62; N, 3,03.
Experimental: C, 15,86; H, 2,45; N, 3,03. ESI* MS (m/z): 483,92421, [M—Na]" (calc. 483,92497).

C2b - [Au"(L2)Cl,]. Rendimento: 66%. RMN 'H (DMSO-ds, 600 MHz): 6 3,81 (m, 4H, Ha),
1,72 (m, 6H, Hb,c) ppm. RMN BC{'H} (DMSO-ds, 150 MHz): 50,66 ¢ 50.35 (Ca+a’), 25,17 ¢
24,95 (Cb+b”), 23,46 (Cc) ppm. ESI*MS (m/z): 449.91860, [M—Na]* (calc. 449.91949).
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C3b — [Au/(L3)Cl,]. Rendimento: 66%. RMN 'H (DMSO-ds, 600 MHz): 4,17 (t,J = 6,4 Hz,
4H, Ha), 2,74 (t, J= 6,4 Hz, 4H, Hb) ppm. RMN BC{!H} (DMSO-ds, 150 MHz): 5 205,11 (CO),
194,43 (N-CS,), 45,73 (Ca), 37,57 (Cb) ppm. Analise elementar calculada para CcHsAuCLLbNOS>
(442,12 g mol™): C, 16,30; H, 1,82; N, 3,17. Experimental: C, 14,20; H, 1,72; N, 2,78.
ESI"MS (m/z): 463,89799, [M—Na]" (calc. 463,89876).

C4b — [Au(L4)CL:]. Rendimento: 70%. RMN H (DMSO-ds, 600 MHz): 6 3,83 (s, 4H, Ha),
2,06 (m, 4H, Hb) ppm. ESI* MS (m/z): 435,90303, [M—Nal* (calc. 435,90384).

1.3.4 Estudos de estabilidade e reatividade

A estabilidade dos compostos C3a e C3b foi avaliada por meio de anélises por RMN de
"H em DMSO-d;s e na mistura de solventes DMSO-ds € D>O (em uma propor¢io de 80:20).
Os complexos também foram investigados quanto as suas estabilidades em tampao PBS 1x em pH

= 7,4 por espectroscopia de absorc¢ao na regido do UV-vis.

1.3.5 Ensaios de estabilidade em DMSO
No RMN, cerca de 10 mg dos complexos foram completamente dissolvidos em cerca de
400 uL de DMSO-ds € o espectro de 'H foi coletado ao longo de 10 dias. O software MestreNova

foi usado para gerar os espectros.

1.3.6 Ensaios de estabilidade em PBS
Para investigar a estabilidade dos complexos C3a ¢ C3b em tampao, foram preparadas

solugdes-estoque em DMSO em uma concentracao de 10.000 uM antes das suas dilui¢des em PBS
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Ix (pH 7,4) até a dilui¢dao de 50 uM. Entdo, o espectro UV-vis foi registrado a cada 2 minutos por
24 h. Para gerar as figuras representativas dos espectros UV-vis, foi utilizado o software GraphPad

Prism 9 com os dados referentes ao tempo de 0 h e 24 h para melhor visualiza¢do do efeito.

1.3.7 Ensaios de estabilidade em DMSO-ds/D>O

Foram conduzidos testes de estabilidade por RMN ao longo do tempo para C3a
ciclometalado e para o composto de coordenagdo C3b, em uma mistura de DMSO-ds e D>O
(80:20). Para isso, quantidades aproximadas de cerca de 3 mg de cada complexo de ouro(III) foram
dissolvidas em 0,5 mL DMSO-ds/D20 (80:20). Entdo, os espectros de RMN de 'H de C3a e C3b

foram registrados imediatamente apds a mistura e 1, 6, 12 e 24 horas ap06s a dissolugdo.

1.3.8 Ensaios de reatividade com NAC

Os estudos de reatividade dos complexos C3a e C3b frente a N-acetil-cisteina foram
realizados similarmente na mesma mistura de solventes. Assim, uma quantidade equimolar de
NAC foi adicionada a solugdo de DMSO-ds/D20 (80:20) contendo os complexos e os espectros
de RMN de 'H foram registrados nos mesmos intervalos de tempo (1, 6, 12 e 24 horas apos a
dissolucdo). Apos 24 horas, cada mistura foi analisada por HR-ESI-MS no modo positivo,
utilizando MeCN como solvente. O sofiware MestreNova foi usado para gerar os espectros de

RMN, enquanto o sofiware FreeStyle foi usado para gerar os espectros de massas.

1.3.9 Ensaios de interacido com proteinas de transporte: BSA

Os complexos C3a e C3b também foram testados quanto a sua capacidade de se ligar a
albumina, investigando suas capacidades em inibir a fluorescéncia intrinseca da proteina. Os
espectros de emissdo foram obtidos em um espectrofluorimetro Varian Cary-Eclipse, com
excitagdo das amostras no comprimento de onda de 280 nm, leitura de emissdo de fluorescéncia
na faixa de 300 — 500 nm e temperatura igual a 25 °C. Para a obtengao dos espectros, uma solucao-
estoque de BSA (0,45 mM) em tampao PBS 1x (pH = 7.,4) foi diluida até uma concentragdo final
de 10 uM. Aliquotas de 0,5 pL de solugdes-estoque (0,01 M) dos complexos de ouro, em DMSO,

foram adicionadas obtendo-se uma faixa de r =0 — 2,0, onde r representa a razao da concentragao

mplexo]

do complexo e da proteina, = [CO[BSA] . A porcentagem de DMSO nao ultrapassou 1%, para

garantir a integridade estrutural da proteina.
Para determinar a magnitude da interagdo entre a albumina e os complexos, utilizamos a

equacao de Stern-Volmer[85]:

IT°=1+ kg To[Q] =1+ Ky [Q]
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Na equacdo, /Iy e I correspondem, respectivamente, as intensidades de fluorescéncia da
proteina na auséncia e na presenca de concentragdes crescentes, [(], ¢ a concentracdao do complexo
supressor da emissdo (ou “quencher”). A constante K, € a constante de Stern-Volmer, coeficiente
angular obtido da regressdo linear de I,/I vs [Q] ¢ considerada a constante de supressdo dindmica
da fluorescéncia.

A constante K, pode ser reescrita como:

kq = st/ To
em que k; ¢ a constante de velocidade de supressdo bimolecular e 79 ¢ o tempo de vida da
fluorescéncia do fluoréforo excitado (7o = 1 x 1078 s).

A extensdo da forga de interacdo entre a albumina e o complexo supressor ¢ definida com

a constante de ligagdo K, bem como 7 corresponde ao nimero de sitios ocupados na estrutura da

proteina para esta interacdo. Esses parametros sdo obtidos utilizando-se a equagdo de

Scatchard:[86]
loglol—_l = logK, +nlog[Q]

Os valores de fluorescéncia obtidos durante a titulagdo espectrofluorimétrica foram
corrigidos devido ao efeito de filtro interno, que emerge da absor¢do nos comprimentos de onda
de emissao (340 nm) e excitagdo (280 nm) pelos complexos usados durante as titulagdes, segundo
a equagao:

Aemisséo"'Aexcitagéo
Leorr = lops X 10 2

Lo € Lobs s30 as intensidades de fluorescéncia corrigida e observada, respectivamente, e

Acmissio € Aexcitagio $20 0s valores de absorbancia nos comprimentos de onda mencionados.

1.3.10 Estudos de viabilidade celular e determinacio do ICso

A avaliagdo do efeito dos complexos de Au(IlII) e ligantes DTCs sobre a viabilidade celular
foi realizada pelo ensaio do MTT, um ensaio colorimétrico baseado na redu¢do metabodlica do
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, MTT, amplamente utilizado para a
medicdo de proliferagdo celular. Em razdo de seus grupos lipofilicos e por ser uma molécula
positivamente carregada, o MTT, que possui cor amarelada e solubilidade moderada em agua,
atravessa a membrana mitocondrial das células vidveis, sendo reduzido em meio intracelular para
formar cristais de cor violeta de formazan (1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazan),

insoluveis em dgua mas soluveis em DMSO, dentre outros solventes.[87]
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A absorbancia da solugdo resultante da dissolugdo do formazan em DMSO esta relacionada

ao numero de células vivas, segundo a equagdo:

Viabilidade celular (%) = A“Ab—z” % 100% 5)

Para os ensaios de citotoxicidade, as células foram cultivadas em meio de cultura Roswell
Park Memorial Institute (RPMI 1640), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS). As
c¢lulas foram distribuidas em placas de 96 pocos em densidades que variaram conforme a
linhagem celular (entre 0,7 — 1,2 x 103 células/pogo) e incubadas por 24 horas a 37 °C em atmosfera
de 5% de CO,. Apos aderéncia, as células foram tratadas por 72 horas com concentragdes
decrescentes de cada composto a ser testado (50,0 — 0,02 pM). As solucdes dos compostos foram
preparadas em DMSO e diluidas em meio de cultura, sendo que a concentragdo maxima de DMSO
nao excedeu 1% v/v. Cumprido o tempo de exposi¢do, 20 pL de uma solugdo aquosa de MTT a
2,5 mg mL! s3o adicionados aos pogos das placas, que foram mantidas por 4 horas a 37 °C e 5%
de COa.. Por fim, retira-se o meio sobrenadante e o produto de reducdo do MTT ¢ solubilizado em
DMSO. Em um leitor de microplacas, as absorbancias das solu¢cdes em cada poco sdao adquiridas
em A = 570 nm. A partir dessas absorbancias, obtém-se as viabilidades celulares em cada
concentragdo e sdo construidas as curvas concentracdo-resposta, necessarias para aquisi¢ao do
valor da concentracdo inibitéria a 50% da viabilidade celular (ICso, uM), ou seja, a concentracao
do complexo que produz um efeito inibitorio do crescimento celular de 50% da inibicdo maxima
possivel. Os dados obtidos foram normalizados considerando-se a viabilidade celular do controle
negativo (sem adi¢cdo dos compostos testados) como 100% utilizando o software GraphPad Prism
9.

Nesse trabalho, foram avaliadas as linhagens tumorais de adenocarcinoma de mama
humana MDA-MB-231, que possui um fendtipo triplo-negativo altamente metastatica, e a
linhagem de adenocarcinoma mamadrio estrogeno-dependente humano MCF-7. As células nao-
tumorais de mama, MCF10a, foram utilizadas para se calcular a seletividade dos compostos

testados frente as células tumorais.



49

1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1 Sintese dos ligantes ditiocarbamato (DTCs)

Os ligantes organossulfurados utilizados neste trabalho (L1 — L3) foram sintetizados de
acordo com metodologias descritas na literatura[82] e a caracterizagdo foi realizada por RMN de
'H, BC{'H} em DMSO-ds e por medidas de seus pontos de fusdo. O ligante L4 foi obtido
comercialmente e usado sem quaisquer purificacdes prévias. As andlises espectrais confirmam a
obtencao dos ligantes DTC, de coloragdo branca ou levemente bege, soluveis em solventes como
DMSO, H>0 e MeOH. Os espectros de RMN de 'H e 3C{'H} dos ligantes apresentam sinais de
atomos de hidrogénio e carbono caracteristicos dos compostos obtidos. As atribui¢cdes estdo

descritas no Material Suplementar (Figura 60 — Figura 65).

1.4.2 Sintese dos complexos [(C*"N)Au"DTC]PF¢ e [Au(DTC)CL]

Inicialmente, o complexo precursor ciclometalado [(C*N)Au'"ClL;] (cuja estrutura esta
representada na Figura 14) foi obtido a partir da 2-anilinopiridina (C*"N) e HAuCl4.3H-0,
baseando-se em procedimentos reportados na literatura[81] por meio de uma reagdo de
ciclometalagdo. A escolha do ligante C"N deu-se com base nas propriedades exibidas por sistemas
heterociclicos derivados, com atividades antiproliferativas ja reportadas nas linhagens de B16F10
(melanoma murino metastatico) e A549 (adenocarcinoma de pulmao de células ndo pequenas), e
frente as células de carcinoma colorretal em compostos de coordenagao de Au(l) e Ag(I).[88—90]
Além disso, como mencionado, a estabilidade fornecida ao centro de Au(Ill) pela formagao de um

complexo ciclometalado ¢ amplamente relatada na literatura.[77]

‘cl” eI’

Figura 14 Representagdo estrutural do complexo ciclometalado C"N usado como precursor neste trabalho.

O complexo ciclometalado precursor [(CAN)Au™Cl,] foi caracterizado por RMN de 'H,
BC{'H} para que fosse feita a correta atribui¢do dos sinais de hidrogénio e carbono em sua
estrutura (Material Suplementar, Figura 66 — Figura 67), baseando-se na literatura [81] e nos
efeitos eletronicos decorrentes da presenca do centro de ouro(IIl), bem como nas multiplicidades
dos sinais obtidos. O espectro de RMN de 'H apresenta apenas oito sinais de ressonancia de
prétons aromaticos bem definidas indicando a remogao de um préton do anel anilinico, e destaca-
se o deslocamento do H6’ para campos mais baixos apds a coordenacdo com Au(Ill) em

comparacao com o espectro da 2-anilinopiridina livre. O H6’, que ja se destacava no ligante livre
parag Y p que ) g
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como o mais desblindado dos hidrogénios aromaticos por ser vizinho ao nitrogénio piridinico e,
por estar na posicao meta do anel com menor densidade de carga, apresenta uma desblindagem
significativa (Ad = 0,66 ppm), provavelmente devida ao efeito indutivo da presenga do ion
metalico coordenado e da proximidade do ligante eletronegativo cloreto. Esse deslocamento esté
de acordo com o relatado para outros complexos andlogos e ¢ usualmente observado quando um
ligante cloreto estd nas proximidades do anel piridinico.[81] O NH, no entanto, ¢ o proton que
apresenta o maior deslocamento para frequéncias mais altas (Ad = 1,72 ppm). Também
observamos nos espectros de RMN um maior numero de ressonancias referentes aos hidrogénios
e carbonos da estrutura, devido a quebra de simetria do anel anilinico apds a perda do proton e

coordenacdo de Cla ao centro de Au(III).

A reagdo dos ligantes L1 — L4 com o complexo precursor [(C*N)Au'"'Cl;], em MeOH,
seguida da adi¢do de uma solu¢do aquosa saturada de KPFs, gerou os complexos Cla — C4a de
formula molecular [(CAN)Au™DTC]PFs com rendimentos na faixa de 50% — 65%. (Figura 15).
A sintese foi realizada com base em metodologia descrita na literatura [57] e € descrita na Parte
Experimental.

Propde-se que as estruturas de Cla — C4a compreendem a fragdo ciclometalada
(CAN)—Au(III) derivada do complexo precursor e a substitui¢do dos ligantes cloreto na esfera de
coordenacdo do ion metédlico por um ligante ditiocarbamato coordenado de forma bidentada
resultando em complexos carregados positivamente (tendo o anion hexafluorofosfato PFs como

contra-ion).
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Figura 15 Esquema de sintese das séries de complexos de ouro(Ill)-ditiocarbamato. A partir dos ligantes L1 — L4

Sforam sintetizados os complexos organometdlicos Cla — C4a e os complexos de coordenagdo C1b — C4b.

Para se avaliar os efeitos estruturais e biologicos da por¢ao organo-ouro(IIl) em complexos
contendo ligantes DTCs foram sintetizados, também, os complexos Au(Ill)—ditiocarbamato
analogos (Figura 15). Os complexos do tipo [Au™(DTC)Cl;] foram obtidos por meio da mistura
de solugdes aquosas equimolares dos ligantes ditiocarbamato e o sal HAuCls.3H,0O, em meio
aquoso, em uma reacao de substituicao de dois ligantes cloreto da esfera de coordenagao do Au(Ill)
por um ligante ditiocarbamato coordenado de modo bidentado. Os compostos C2b[83] e C4b[84]

foram publicados anteriormente.
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1.4.3 Analise Elementar de C, H e N e Espectrometria de Massas ESI*-MS

Os complexos [(CAN)Au™DTC]PFs ¢ [Au{(DTC)ClL;] foram obtidos como solidos
amorfos de coloragdo bege, apresentando estabilidade ao ar e solubilidade em solventes como
DMSO, DMF e MeCN. Os resultados experimentais da composi¢do elementar para carbono,
hidrogénio e nitrogénio (%) corroboram as féormulas minimas propostas para as estruturas dos
complexos, assim como adequados graus de pureza, como mostrado na Tabela 1. Também foram
realizados experimentos para determinagdo dos picos do ion molecular dos complexos inéditos
por espectrometria de massas com ionizagdo por elétrons-spray em modo positivo (EST'MS),
também apresentados na Tabela 1 (os espectros podem ser visualizados na Figura 68 e Figura 69,

Material Suplementar).

Tabela 1 Resultados da andlise elementar de C, H e N (%) dos complexos inéditos das séries [(C’"N)Au""DTC]PFs e
[Au™(DTC)Clz] do ESI*-MS. Exp = experimental, Calc. = calculado, F.M. = férmula molecular, M = massa molar.

Complexo %C %H %N
[M]* (Calc.) F.M. M
Exp. (Calc.) Exp. (Calc.) Exp. (Calc.)
(m/z) (g mol™)
Cla 28,32 (28,95) 2,94 (3,00) 5,84 (5,96) 560,07575 (560,07407)  Ci7H21AuF¢N3O,PS;» 705,42
C2a 30,10 (30,41) 2,79 (2,85) 6,04 (6,26) 526,06963 (526,06859)" Ci7H10AuFeN3PS; 671,41
C3a 30,27 (29,79) 2,54 (2,50) 6,08 (6,13) 572,07561 (572,07407)>  C7Hi7AuF¢N;OPS; 685,39
C4a 28,44 (29,23) 2,54 (2,61) 6,23 (6,39) 512,05440 (512,05294)“ Ci6H17AuF¢N3PS; 657,38
Cl1b 15,86 (15,59) 2,45(2,62) 3,03(3,03) 483,92421 (483,92497)° CsH12AuCLNO;S; 462,15
C3b 14,40 (16,30) 1,91 (1,82) 2,79 (3,17) 463,89799 (463,89876)° CsHsAuCLLNOS; 442,12

@ [M]* corresponde aos picos dos cations [(C*N)Au"DTC]* dos complexos Cla, C2a e C4a.
b [M]" corresponde ao pico do cation [(CAN)Au"(L3)+MeOH]".

¢ [M]" corresponde ao pico do ion molecular [M+Na]*.

1.4.4 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de 'H, 3C{'H} e 3'P{'H}

A caracterizacdo por RMN dos compostos foi realizada com o objetivo de se verificar o
sucesso reacional de todas as etapas, desde a obteng@o dos ligantes e precursores organo-ouro(III)
at¢ a obtencdo dos complexos biologicamente relevantes organo-ouro(Ill)-ditiocarbamato,
confirmando a coordenacao das fracdes DTC ao centro de Au(IIl) por variagdes nos deslocamentos
quimicos de sinais caracteristicos dos nucleos de hidrogénio, carbono e fosforo. Considerando-se
a similaridade estrutural dos complexos do tipo [(C*N)Au"DTC]PFg, sdo discutidos a seguir os
espectros obtidos para o complexo C3a, enquanto os espectros de 'H e BC{'H} dos outros
complexos, bem como suas atribui¢des, sdo detalhados no Material Suplementar (Figura 70 —

Figura 75).
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O espectro de RMN de 'H do complexo C3a (Figura 16) apresenta os sinais referentes ao

ligante L3 e ao ligante C*N, em concordancia com a estrutura proposta.
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Figura 16 Espectro de RMN de 'H (600 MHz) para o complexo C3a em DMSO-ds.

O sinal centrado em 2,77 ppm com integra¢do de 4H pode ser atribuido aos hidrogénios
Hb e Hb’ dos grupos metilénicos vizinhos a carbonila no ligante L3. Em 4,31 ppm, atribui-se ao
sinal dos hidrogénios Ha e Ha’ vizinhos ao nitrogénio do grupo ditiocarbamato. Essa proposta de
atribui¢do dos sinais aos protons do ligante L3 ¢ baseada nos efeitos eletronicos que decaem sobre
os hidrogénios vizinhos ao fragmento —-NCSS, resultando na diminui¢do da densidade eletronica
ao redor dos protons Ha+a’ e uma menor blindagem. Com relacdo a fragdo ciclometalada, os sinais
dos hidrogénios H4 e HS’ do ligante C*N sdo atribuidos ao multipleto entre 7,10 e 7,06 ppm na
regido de aromaticos com integragao proxima a 2. Os hidrogénios H3 ¢ H6 ressonam em 7,28 e
7,34 ppm, respectivamente, como dupletos. Em 7,45 ppm, tem-se o0 H5 como um tripleto e em
7,52 ppm, o sinal de H3’. Em regido mais desblindada dos aromaticos, temos a ressonancia dos
hidrogénios H4’ (tripleto em 8,04 ppm) ¢ H6’ (dupleto em 8,36 ppm). O proton vizinho ao
nitrogénio coordenado ao Au(Ill) apresenta um efeito maior de blindagem, comparando-se com o
complexo precursor [(CAN)Au™CL] (A8 = 0,50 ppm), evidenciando que o grupo ciclometalado
(CAN)—Au(III) sofre alteragdes eletronicas com a coordenacao do ligante DTC. Essas observagdes
sugerem que o efeito eletronico do ion de ouro nos ligantes da esfera de coordenagdo pode ser
maior no ligante DTC. O sinal em 10,97 ppm ¢ atribuido ao proton do grupo NH, levemente mais

desblindado (AS = 0,26 ppm) do que o observado para o complexo precursor [(CAN)Au!Cl,].
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No espectro de RMN para os nucleos de '*C{'H} do complexo C3a (Figura 17) observam-
se variacdes discretas nos deslocamentos quimicos dos carbonos do ligante DTC, com excecao do
carbono —CS;, que ressona em ~192 ppm, enquanto no ligante livre L3 seu sinal ¢ observado em
215 ppm, de acordo com o que ¢ reportado na literatura para compostos similares.[71] Essa
variagao de Ad = 23,0 ppm, resultante da blindagem do 4tomo de carbono —CS, correlaciona-se
bem com a proposta de uma maior densidade eletronica no fragmento —NCSS e um aumento do
carater de dupla ligacdo carbono—nitrogénio.[91]

Os espectros de RMN de 3!'P{'H} para todos os complexos confirmam a presenga do
contra-ion hexafluorofosfato (PF¢’), como representado para o complexo C3a na Figura 18, que
apresenta o sinal de fésforo desdobrado como um septeto observado na regido de -140 ppm devido

aos acoplamentos com os nucleos de flaor com I = 5.
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Figura 17 Espectro de RMN de 3C{'H} (150 MHz) do complexo C3a em DMSO-db.
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Figura 18 Espectro de RMN de 3! P{'H} para o complexo C3a em DMSO-ds.

Os complexos do tipo [Au™(DTC)Cl,] foram caracterizados, também, por RMN de 'H ¢
BC{'H} em solugdes de DMSO-ds. Aqui, destacam-se os espectros de RMN referentes aos
complexos Clb e C3b, inéditos e também caracterizados por ESI'-MS e CHN, conforme

previamente apresentado.

Para o complexo Cl1b, resultante da reacdo entre o ligante L1 ¢ o HAuCl4.3H>O, fica
evidente a formagdo do produto proposto, comparando-se o espectro de RMN de 'H e BPC{'H}
com os espectros do ligante ditiocarbamato livre (Figura 19). No espectro de RMN de 'H do
complexo, o sinal do He (um tripleto em 4,73 ppm com integrag¢@o proéxima a 1) ndo sofre variagdes
no deslocamento quimico em comparag¢do ao ligante livre, dando indicios de que esse proton nao
¢ fortemente influenciado eletronicamente pela presenga do metal. No entanto, os hidrogénios
metilénicos Hb sdo blindados e ressonam em um dupleto com integracdo igual a 2 em 3,88 ppm
(A3 = 0,20 ppm em comparacdo ao L1). Ja os hidrogénios do grupo metila Ha sofrem um efeito
de desblindagem discreto. Através do mapa de correlagdo bidimensional HSQC (do inglés

heteronuclear single quantum coherence), foi identificado que o sinal referente aos hidrogénios
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Hd ¢ encoberto pelo sinal da agua presente no solvente deuterado utilizado, com 6 = 3,37 ppm

(Figura 76).
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Figura 19 Espectro de RMN de 'H (600 MHz) do complexo C1b e do ligante L1 em DMSO-ds.

Na Figura 20, tem-se os espectros de *C{'H} do complexo C1b e do ligante L1. Para os
experimentos referentes ao niicleo de '*C{'H} das amostras é observado um efeito semelhante ao
observado no experimento de 'H. O sinal referente ao carbono Ca do complexo é encoberto pelo
sinal de RMN do DMSO-ds, sendo possivel visualizar a correlagdo entre os sinais de Ha e Ca no
experimento bidimensional 'H—"*C HSQC (Figura 76). Assim, Ca tem &= 39,46 ppm no
complexo, com Ad = 4,0 ppm para campo mais alto em comparacdo ao ligante livre. Os carbonos
Cb e Cd sdo fracamente influenciados pela coordenagdo ao centro metéalico e seus sinais sdo
encontrados proximos aos deslocamentos quimicos originais. O sinal do carbono Ce ¢ observado
em 100,71 ppm e apresenta um discreto efeito de blindagem (Ad = 3,0 ppm). Como esperado, o
carbono ditiocarbamico —CS; ¢ fortemente influenciado pela coordenac¢do ao Au(Ill). No ligante
livre, o sinal desse carbono ¢ observado em 214,85 ppm, enquanto no complexo C1b o sinal ¢
observado em & = 190,28 ppm. Como comentado anteriormente, essa consideravel variacao de
Ad = 25,0 pp € resultado da blindagem do atomo de carbono —CS; e, corrobora bem a proposta de

uma maior densidade eletronica no fragmento —NCSS e um aumento do carater de dupla ligacao
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carbono-nitrogénio, uma vez que o ligante ndo se encontra mais em seu estado anionico. Ainda
pode-se observar que o sinal do —CS; no complexo C1b ¢ mais blindado que o sinal do complexo
organo-ouro(I1I)-ditiocarbamato analogo (C1la, Figura 71). No espectro do complexo Cla, o sinal
—CS; ¢ encontrado em ~194 ppm, demonstrando que a por¢do organo-ouro(Ill) deve influenciar

na indug¢do da densidade eletronica na dire¢do do ligante C*N.
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Figura 20 Espectro de RMN de 3C{'H} (150 MHz) do complexo C1b e do ligante L1 em DMSO-ds.
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Para o complexo C3b, resultante da reagdo entre o ligante ditiocarbamato L3 e o sal de
Au(III), os espectros de RMN de 'H e BC{!H} em DMSO-ds sio demonstrados na Figura 21 e
Figura 22. De forma analoga ao observado para o ligante ditiocarbamato livre L3, no espectro de
"H do complexo sdo observadas ressonancias dos protons metilénicos equivalentes Ha e Hb, que
se desdobram como tripletos com integragdo igual a 2. O Ha, mais proximo ao centro de
coordenacao do ion metéalico Au(IIl), é blindado comparando-se com o mesmo proton no ligante
L3, mudando de um sinal tripleto centrado em 4,54 ppm para 4,17 ppm (Ad = 0,37 ppm), podendo-
se supor uma maior densidade de carga nessas posi¢des do complexo em solugdo. Por outro lado,
de forma quase proporcional, o sinal dos protons Hb apresentam um deslocamento quimico maior
em compara¢do ao ligante, de 2,32 ppm para 2,74 ppm (Ad = 0,42 ppm). Essas observagdes
corroboram a presenca do centro metalico de Au(Ill) coordenado ao ligante organosulfurado e sua

influéncia eletronica sobre os protons do ligante.
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Figura 21 Espectro de RMN de 'H (600 MHz) do complexo C3b e ligante L3 em DMSO-ds.

Na Figura 22 tem-se os espectros de *C{'H} do complexo C3b e do ligante L3. Como
esperado, os dois sinais referentes aos carbonos metilénicos do ligante L4 sdo observados no

espectro *C{'H} do complexo. Analogamente ao que ocorre no espectro de 'H, o sinal do Ca,



59

mais proximo ao grupo —NCSS, sofre um efeito de blindagem em comparagdo ao espectro do
ligante livre, de 47,93 ppm para 45,73 ppm (Ad = 2,2 ppm). O Cb tem seu sinal deslocado para
menores deslocamentos quimicos, diferente do que ¢ observado para seus protons, em 37,57 ppm
(sendo que em L3 o sinal é observado em 40,51 ppm, Ad = 3,0 ppm). Nas regides de campo mais
baixo, sdo esperados os sinais de carbonos insaturados do grupo carbonila e ditiocarbamico.
Observa-se que a carbonila tem seu sinal em 205,11 ppm, levemente blindado com relagdo ao
observado para o ligante L3 livre. Novamente, o carbono ditiocarbamico —CS, ¢ fortemente
influenciado pela coordenag¢ao ao Au(Ill) na estrutura do C3b, sendo observado em 194,43 ppm,
com cerca de Ad = 20 ppm, uma vez que o L3 apresenta esse sinal em 215,01 ppm. Comparando-
se com o complexo organo-ouro(III)-ditiocarbamato analogo (C3a, Figura 16), o carbono do —CS»

no complexo C3a ¢ levemente mais blindado em 191,97 ppm.
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Figura 22 Espectro de RMN de 3C{'H} (150 MHz) do complexo C3b e ligante L3 em DMSO-ds.
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1.4.5 Atividade antiproliferativa frente a linhagens tumorais

Com o objetivo de se entender o potencial bioldgico dos complexos organo-ouro(IIl)-
ditiocarbamato e seus analogos de coordenacdo, foram realizados estudos de viabilidade celular
em linhagens tumorais humanas apds exposi¢ao aos complexos por 72h, além da determinagdo do
ICso dos compostos em cada linhagem por meio do ensaio colorimétrico do MTT. O parametro
ICso refere-se a concentragdo necessaria para inibir o crescimento da populagdo de células pela
metade. Assim, quanto mais baixo for o valor de ICso, mais eficaz ¢ o potencial fArmaco utilizado,
o que significa que a dose necessaria para mostrar o efeito inibidor ¢ menor. Os valores de ICso
foram calculados a partir da curva sigmoidal concentrag@o-resposta.

Neste trabalho, as culturas de células tumorais humanas, MCF-7 e MDA-MB-231, foram
tratadas na presenca de concentragdes crescentes dos compostos dissolvidos em meio de cultura
com 1% v/v em DMSO por 72 horas. As células de cdncer de mama escolhidas apresentam
variagdes nas expressdes dos receptores de hormonios, como estrogénio (ER)/progesterona (PR)
e o fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2). Enquanto as células MCF-7 sao
dependentes de hormoénio (ER+/PR+), as células MDA-MB-231 sdo um modelo agressivo e
independente, pois ndo possuem os trés tipos de receptores e, por isso, sdo conhecidas como triplo-
negativas (ER-/PR-/HER2-).[10] Para se definir efeitos de seletividade dos compostos, a linhagem
de células normais MCF10a foi utilizada nas mesmas condic¢des. Os ensaios de viabilidade celular
também foram realizados com o metalo-farmaco cisplatina nas mesmas condigdes experimentais,

como um composto de referéncia.

Na Tabela 2, tem-se os valores de ICso (WM) obtidos nos experimentos realizados com as
linhagens tumorais, demostrando que os compostos apresentam atividade citotdxica in vitro

expressiva, capazes de inibir o crescimento celular dentro da faixa de concentragdo avaliada.
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Tabela 2 Atividades antiproliferativas (valores de ICso, uM) dos complexos [(C’"N)Aw'DTC]JPFs e de seus
precursores, bem como dos compostos de coordenagio [Au™(DTC)Clz], nas linhagens celulares MCF-7, MDA-MB-
231 e MCF10a apos 72 h de incubagdo, avaliadas pelo ensaio do MTT. Valores representados como a média + SD

da quadruplicata de dois experimentos independentes (n = 2).

Células tumorais Célula normal
Composto ICso (uM £ SD) ICso (uM £ SD)
MCF-7 IS* MDA-MB-231 IS MCF10a
L1 3,0+0,6 1,2 2,9+0,1 1,3 3,7+£0,1
L2 8,8 +0,6 0,1 39+0,1 0,2 1,0£0,3
L3 52+0,3 0,8 3,40+ 0,03 1,1 4,1+0,1
L4 42 +1,1 0,3 37+04 0,3 1,3+£0,2
Cla 1,2+0,5 0,6 1,3+£0,5 0,5 0,7+0,1
C2a 0,7+0,2 0,3 0,6+0,2 0,3 0,2+0,1
C3a 32415 0,2 0,4+0,1 2,0 0,802
C4a 1,5+0,3 1,0 1,60 £ 0,02 0,9 1,5+1,3
Cl1b 1,7+0,1 0,3 1,3+0,6 0,4 0,6+0,1
C2b 0,6 0,01 0,5 0,7+0,1 0,4 0,3+0,1
C3b 39+0,1 0,5 2,3+0,1 0,9 2,1£0,2
C4b 0,9+0,1 0,6 1,7+0,1 0,3 0,6+0,1
[(C*"N)Au™'CL] 15,6 £4.,4 1,0 19,3+2,0 0,8 154+1.2
Cisplatina 2,6+0,2 1,0 2,9+0,1 0,9 2,7+0,7

*Q indice de seletividade (IS) é calculado pela equagdo: ICs, (célula saudavel, uM) /1Cg, (célula tumoral, uM).

De modo geral, os ligantes ditiocarbamato L1 — L4 apresentaram efeitos citotoxicos
significativos contra as linhagens celulares tumorais. Esses resultados sdo esperados, uma vez que
essa classe compostos ¢ extensivamente investigada na literatura por seu potencial
farmacologico.[92] No entanto, a coordenagdo dos ligantes DTCs ao centro metélico organo-
ouro(III) levou a aumentos consideraveis das atividades antiproliferativas nas linhagens avaliadas.
A avaliagio dos dados permitiu constatar que o complexo precursor neutro [(C*"N)Au'"'Cl>], apesar
de conter dois ligantes labeis na sua estrutura de forma similar a cisplatina, apresentou o maior
valor de ICso nas células avaliadas, juntamente com baixa seletividade para as células tumorais.

Essa observacdo demonstra que o complexo de Au(Ill) contendo dois ligantes cloreto labeis, ndo
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apresenta um potencial farmacologico comparavel ao farmaco inorganico de referéncia, nem
mesmo deve apresentar um mecanismo de acao similar.

Entretanto, a substitui¢do dos ligantes cloretos pelos ligantes DTC resultou em um aumento
significativo da citotoxicidade do complexo precursor ciclometalado (entre 5 e 50 vezes) em ambas
as linhagens celulares de cancer de mama. Embora a investigacao aprofundada dos modos de ag¢ao
deva ser abordada em estudos futuros, pode-se levantar a hipotese de que esse efeito pode ser
devido ao caréater lipofilico dos complexos (Cla — C4a) em comparagao aos ligantes livres ou ao
complexo precursor, que pode promover rotas alternativas para a entrada na célula e a atividade
biologica. De fato, o ditiocarbamato derivado da piperidina (L2) parece ser benéfico em ambas as
séries, ja que C2a e C2b sdo bastante ativos contra MCF-7 e MDA-MB-231, embora a seletividade
em relacdo as células cancerosas ndo tenha sido observada. Uma hipdtese, neste caso, pode ser
associada ao carater lipofilico do complexo final: uma maior lipofilicidade pode favorecer o uptake
celular, mas a seletividade pode ndo ser atingida em suas interagcdes com células ou alvos
especificos. Isso pode estar ocorrendo devido a maior probabilidade de interagdo com membranas
celulares em geral, ndo apenas com a membrana da célula-alvo, levando a efeitos toxicos nao-
seletivos.

Os complexos derivados do ligante L4, C4a e C4b, se mostraram ativos nas duas linhagens

tumorais de mama, com atividade similar sobre as células TNBC. Para a linhagem MCF-7, no
entanto, observa-se um maior efeito do complexo de coordena¢ao C4b.
Nos estudos de atividade antiproliferativa, o composto C3a, derivado da piperidona, € o composto
mais ativo contra as células MDA-MB-231 (ICso = 0,4 uM), mostrando modesta seletividade (IS
= 2) frente a linhagem tumoral. Comparativamente, a atividade antiproliferativa obtida para o
composto ciclometalado C3a ¢ cerca de 7 vezes maior do que o obtido para a cisplatina na
linhagem MDA-MB-231, enquanto que o metalo-farmaco de Pt(II) apresenta um IS também
menor (IS =0,9).

C3a demonstrou, ainda, cerca de nove vezes mais seletividade para as células triplo-
negativas em comparagao com as células MCF-7 (ICso = 3,2 pM). Assim, com relag@o ao potencial
citotoxico do complexo C3a na linhagem triplo-negativa, o resultado aqui obtido de ICso = 0,4 uM
¢ mais favoravel do que foi observado anteriormente para compostos organo-ouro(IIl) andlogos
na mesma linhagem, como no trabalho de Mertens e colaboradores (ICso = 0,5 — 0,7 uM).[57] Isso
demonstra que a atividade citotdxica pode ser favorecida com variagdes na estrutura quimica de
ambos os ligantes ditiocarbamato e/ou C”N, a partir de grupos funcionais que alteram a

lipofilicidade do composto final ou favoregam certos tipos de interagdes intermoleculares.
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Sem a fracdo organometdlica, para compostos da série Clb — C4b, a atividade
antiproliferativa aqui observada foi, de modo geral, melhor do que a dos ligantes livres
correspondentes, contudo, isso foi acompanhado de uma seletividade reduzida. O composto de
coordenacdo, C3b, demostrou uma atividade pelo menos cinco vezes menor contra as células
MDA-MB-231 quando comparado ao andlogo C3a ciclometalado e atividade antiproliferativa
comparavel ao observado para células normais. O ligante L3 apresenta um desempenho inferior
aos complexos correspondentes, evidenciando a importancia da presenca do centro de Au(III) para
os efeitos antiproliferativos da série de compostos avaliada.

Esses resultados estdo alinhados com estudos sobre compostos de coordenagdo e/ou
compostos organometalicos como potenciais agentes quimioterapicos para uma variedade de tipos
de cancer, incluindo cancer de mama triplo negativo, uma vez que essas pequenas moléculas tém

grande potencial com a¢do multimodal para tratamento isolado ou terapia combinada.[18]

Como o complexo ciclometalado C3a apresentou alta citotoxicidade contra células MDA-
MB-231 e um moderado indice de seletividade, ele foi escolhido como o composto principal deste
estudo, juntamente com o andlogo de coordenacdo C3b e o ligante L3, para investigar mais
profundamente aspectos de sua estabilidade quimica em solucdo, reatividade em relacdo a
moléculas ricas em tidis ¢ ter um melhor entendimento de suas interagdes sob condigdes
fisioldgicas.

Portanto, o efeito antiproliferativo dos derivados do ligante L3 sobre a linhagem MDA-
MB-231 também foi estimado variando-se os tempos de exposicdo a fim de esclarecer se seus
efeitos citotoxicos sdo dependentes deste fator. Na Figura 23, tem-se as curvas concentragao-
resposta do complexo ciclometalado C3a obtidas pelo ensaio do MTT ap6s 24 h, 48 h e 72 h de
exposicao. Ainda, com os dados da Tabela 3, observa-se que ja nas primeiras 24 h o complexo
C3a exerce atividade antiproliferativa apreciavel contra as células tumorais de MDA-MB-231.
Assim, o complexo apresenta atividade citotoxica dependente do tempo de exposi¢do, uma vez
que as concentragdes inibitdrias diminuem significativamente apos 48h e 72 h. Esse efeito pode
ser atribuido ao aumento gradual da concentragdo intracelular de C3a, a sua acumula¢do em
compartimentos celulares especificos ao longo do tempo ou possivelmente devido ao
desencadeamento de respostas celulares, de forma que esse efeito ndo foi observado para o ligante

ditiocarbamato e o complexo C3b.
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Figura 23 Curvas concentragdo-resposta de viabilidade de células MDA-MB-231 expostas ao complexo C3a por 24

horas, 48 horas e 72 horas.
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Tabela 3 Atividades antiproliferativas (valores de ICso, uM) do ligante L4 e dos complexos C3a e C3b na linhagem
celular MDA-MB-231 apos 24 h, 48 h e 72 h de incubagdo, avaliadas pelo ensaio do MTT. Valores representados

como a média + SD da quadruplicata de dois experimentos independentes (n = 2).

ICso (uM)
Compostos 24 h 48 h 72 h
L3 6,6 £0,3 53+0,3 3,4+0,1
C3a 3,5+0,1 2,7+04 0,4+0,1
C3b 3,01 +0,60 3,9+0,9 2,3+0,1

1.4.6 Estudos de estabilidade e reatividade com biomoléculas ricas em tiois

1.4.6.1 Estudos de estabilidade em DMSO-d¢

Devido a solubilidade limitada em outros solventes, os experimentos de RMN para os
complexos foram realizados em solu¢do de DMSO-ds. Por ser um solvente coordenante e
empregado em muitos outros experimentos neste trabalho, a estabilidade dos complexos C3a e
C3b em DMSO foi avaliada por RMN de 'H apés 10 dias. Observa-se que os complexos C3a e
C3b retém suas caracteristicas espectrais pelo menos durante esse periodo, o que pode indicar a
estabilidade dos complexos e de suas ligagdes neste solvente, Figura 77 e Figura 78, ndo ocorrendo

troca de ligantes na esfera de coordenagdo do Au(Ill).

1.4.6.2 Estudos de estabilidade em soluc¢ao

Para garantir que os efeitos citotoxicos observados para C3a e C3b resultam de suas
caracteristicas estruturais, e ndo da liberagdo dos ligantes ditiocarbamato em condig¢des fisiologicas
e consequente decomposi¢do quimica, a estabilidade dos complexos de Au(Ill) em ambiente
aquoso foi avaliada. Para isso, os complexos foram totalmente solubilizados em DMSO, em uma
solugdo-estoque de concentracdo de 0,01 M e posteriormente diluidos em tampao PBS 1x (pH 7,4)
até atingir uma concentragdo de 50 uM, de forma que fosse possivel a visualizagdo das bandas
referentes aos compostos no espectro de UV-visivel. Entdo, monitoraram-se as bandas de
absorbancia na regido UV-Visivel dos compostos C3a e C3b em tampao a temperatura ambiente,
na faixa de 200 e 800 nm, em intervalos regulares durante 24 horas. Esse experimento permite
monitorar possiveis transformacdes estruturais dos complexos de ouro que podem ocorrer na
presenca de um sistema aquoso, como hidrolise, redugdo para Au(I) ou Au’, precipitagdo e/ou

formacao de ouro elementar.



66

Os espectros de absor¢do no UV-visivel para os complexos de C3a e C3b sdo mostrados
na Figura 24. O ligante DTC comum aos complexos, L3, também foi registrado para fins de
comparagdo. Ambos os espectros, tanto do complexo ciclometalado C3a e do andlogo de
coordenacao C3b, mostram uma banda de absor¢do intensa proxima a 260 nm devido a transi¢des
intraligantes m — ©* permitidas por spin de orbitais localizados no C*N e no ligante DTC. As
transi¢cdes observadas para C3a em torno de 295 nm e 308 nm para C3b, podem ser atribuidas a
transferéncia de carga ligante-metal, originada do ligante DTC para o centro metalico eletrofilico
Au(III). Adicionalmente, para C3a, nota-se uma banda de baixa intensidade em torno de 334 nm,
possivelmente relacionada a transigdes metal-ligante.[57]

Observa-se que, pelo menos durante o periodo 24 horas, o complexo ciclometalado C3a
apresentou estabilidade consideravel em condi¢des fisioldgicas, exibindo variagdes espectrais
minimas ao longo do tempo (Figura 79). Em contrapartida, para C3b durante 24 horas (Figura 80),
¢ observado um efeito hipocromico e levemente batocromico para a transicdo de 260 nm, bem
como um efeito hipercromico para a transicdo de 308 nm, que pode ser associado a formagdo de
ligacdo Au(Ill)-OH», levando a um aumento da solubilidade em 4gua e, consequentemente, um
aumento da intensidade de absorg¢do. Para C3a ¢ C3b, no entanto, nao foram detectados sinais de
liberagdo do ligante DTC na regido UV-Vis indicando a estabilidade dos complexos de ouro(III)-
DTC em solucgao, ndo foi observada nenhuma deposi¢cdo de ouro elementar. Nao se observou sinais
de precipitacdo uma vez que a solug¢@o continuava limpida e sem alteragdes de cor e/ou turbidez

apOs o experimento.
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Figura 24 Espectros de UV-vis de C3a (50 uM, linha vermelha em 0 h e linha vermelha pontilhada em 24 h) e C3b
(50 uM, linha verde em 0 h e linha verde pontilhada em 24 h) em PBS 1% (pH 7,4; 0,5% de DMSO). O ligante L3

também é mostrado (50 uM) para referéncia.

1.4.6.3 Estudos de reatividade com NAC

Em sistemas biologicos, moléculas como a glutationa e a albumina estdo presentes em
concentragdes significantes e, ¢ amplamente documentada na literatura a interacdo de complexos
de ouro com essas biomoléculas. Essa atra¢ao ocorre devido a afinidade dos tidis pelo ouro, bem
como a capacidade dos complexos de metais de transi¢ao do terceiro periodo em atuar como acidos
de Lewis, demonstrando afinidade por bases macias e nucleofilos. Estudos abordando a reatividade
entre complexos de ouro (III) e modelos de tidis sdo valiosos para compreender a propensao dos
metalo-farmacos a reagdes colaterais na presenca de moléculas contendo grupos tiolados. Além
disso, essas investigagdes podem proporcionar percepcdes sobre possiveis mecanismos de agao,
uma vez que proteinas contendo tiois sdo identificadas como potenciais alvos biologicos para
metalo-farmacos. Esse conjunto de proteinas inclui cisteino-proteases, Zinc-fingers, tioredoxina-
redutases e aquaporinas.[93-95]

Para investigar a reatividade dos compostos frente a moléculas nucleofilicas bioldgicas,
conduziu-se um estudo de estabilidade por RMN de 'H ao longo de 24 horas em temperatura
ambiente. O objetivo foi monitorar a interagdo entre o complexo ciclometalado, C3a, e uma
quantidade equimolar de N-acetil-L-cisteina (NAC) em uma mistura de DMSO-ds/D20 (80:20).
Também realizou-se a mesma reagdo com o andlogo do complexo de coordenagdo, C3b.

Para isso, foi necessario inicialmente conhecer a estabilidade dos complexos C3a e C3b

na mistura DMSO-ds/D20 (80:20). Ap6s solubilizar cerca de 3 mg dos complexos na mistura,
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coletaram-se espectros de RMN de 'H das amostras em intervalos regulares (Figura 25 e Figura
81, para C3a e C3b, respectivamente). Apos 24 horas, observaram-se mudangas espectrais no
RMN de 'H para C3a e C3b que podem estar relacionadas a processos de hidrélise parcial. No
caso do C3a em DMSO-de/D>0O (80:20), Figura 25, a presenga de sinais adicionais relacionados
ao ligante ditiocarbamato indica assimetria no complexo e, portanto, possivelmente
descoordenacgdo do nitrogénio piridinico do ligante C"N e coordenacdo de uma molécula de agua.
Quanto ao complexo C3b (Figura 81), € razoavel supor que a dgua favoreca a maior labilidade de
um dos ligantes cloreto, conforme sugerido pelos estudos de estabilidade por UV-vis. Em ambos
os casos, ndo foram observados indicios de alteragdo de cor, precipitacdo indesejada ou formagao
de ouro elementar.

Quando C3a foi submetido ao tratamento com NAC em DMSO-ds/D>0 (80:20), conforme
ilustrado na Figura 25, percebe-se ja no tempo de 0 h, mudancas nas ressonancias de protons
relacionados a parte ciclometalada do complexo de ouro(Ill), ao compararmos o espectro com
aquele obtido na auséncia de NAC. As observacdes sugerem a conversdo do complexo
ciclometalado para uma nova espécie que ¢ formada em uma proporcao de 1:1 entre C3a e NAC,
como representado na Figura 25. Mais especificamente, o espectro revelou na fragio C*N um
efeito de blindagem de todos os protons arométicos e um deslocamento significativo do sinal
atribuido ao proton H6' para regides de campo mais alto, o que sugere a descoordenacdo do atomo

de nitrogénio do ligante ciclometalado do ouro (Figura 25).
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Figura 25 A) Representagdo das estruturas quimicas propostas para as espécies presentes no estudo de interagdo de
C3a com NAC, C3a, C3a:NAC e NAC (reduzida/oxidada). B) Espectros de RMN de 'H (400 MHz) do complexo C3a
em DMSO-ds, na mistura DMSO-ds/D:20 (80:20) e na presenca de NAC em DMSO-ds/D20 (80:20) nos tempos de 0
h e 24 h. O espectro da NAC isolada na mistura DMSO-ds/D:20 é mostrado também para fins de comparagao.

Na regido de baixa frequéncia dos espectros, os sinais correspondentes a NAC
apresentaram também mudancas imediatas ao ser adicionado ao C3a. O desaparecimento dos
sinais relacionados a NAC simultaneo ao surgimento de novos sinais em uma regido proxima do
espectro, confirma a reacdo de C3a com a molécula-modelo. Nota-se também a formagao de novos
sinais relacionados ao ligante L3 da esfera de coordenacdo de C3a, denominados a'* e b"* no
espectro da Figura 25, sugerindo que a espécie resultante ¢ de baixa simetria. Ainda, o perfil do
espectro de RMN de 'H da mistura C3a e NAC ¢ consistente ao longo dos diferentes intervalos de
tempo avaliado, sugerindo que a reagdo entre as espécies ocorre imediatamente e o produto
formado permanece estavel em solugao.

Importante ressaltar que este resultado difere do que foi relatado para os complexos de

ouro(III) ciclometalados derivados da fenilpiridina e do DTC de cinco membros reportados



70

por Williams e colaboradores, que demonstraram serem complexos ndo-reativos frente a
NAC.[56] Entretanto, ¢ importante mencionar que pequenas discrepancias nas condicdes
experimentais podem ter influenciado esses resultados. Adicionalmente, deve-se considerar que
os complexos de ouro(Ill), com seis membros na parte ciclometalada C*N, como os aqui
examinados, exibem normalmente reatividade distinta quando comparados aos seus andlogos de
cinco membros, como previamente relatado por Wenzel e colaboradores. Em seus estudos, apenas
os complexos de ouro(Ill) de seis membros foram capazes de realizar reacdes de arilacdo da
cisteina.[94]

Para confirmar a natureza do aduto formado, a mistura de reacdo C3a:NAC foi analisada
por HR-ESI-MS. O espectro (Figura 82, Material Suplementar) mostra o pico do composto
organometalico C3a e sugere um pico monocarregado adicional, que corrobora a formagao de uma
nova espécie com um pico de massa 721,1462 m/z, que pode ser atribuida a espécie
[(C"N)ouro(IIT)-L3-NAC-OH;]-H* (como demonstrado na Figura 25).

O estudo da reagdo entre o complexo de coordenacdo C3b e a NAC sob as mesmas
condigdes, no entanto, resultou em observacdes diferentes. Para o complexo C3b na presenga de
NAC, o espectro de RMN de 'H ndo evidencia mudangas relacionadas as ressonancias de protons
do ligante ditiocarbamato L3 (Figura 81). Comparando-se com o espectro de RMN do complexo
isolado em DMSO-de/D,O (80:20), que sugere a possibilidade de hidrolise parcial nessas
condi¢des, nenhuma mudanca significativa € observada e o espectro de C3b:NAC ¢ consistente
ao longo do tempo de 24 h. No que diz respeito aos sinais relacionados aos protons da NAC, ¢
evidente que o sinal correspondente ao hidrogénio Hd da espécie NAC reduzida ¢ minimo nos
espectros da mistura C3b:NAC, sendo visivel somente no tempo de 0 h. Além disso, nos espectros
de C3b:NAC ndo foi possivel identificar o sinal do SH (multipleto em 2,75 ppm), o que estd em
conformidade com a proposta de predominancia da forma oxidada da NAC.

Dessa forma, ¢ razoavel propor que, nas condicdes testadas, o complexo C3b ndo reage
com a NAC, uma vez que apenas a forma oxidada da NAC ¢ observada nos espectros de RMN de
'H. Essa conclusdo ¢é respaldada pelos estudos anteriores com o complexo de ouro(III)-
ditiocarbamato AuL12 (Figura 11) quanto a reatividade frente a tidis-modelo por meio de
espectroscopia de RMN, conforme relatado por Boscutti e colaboradores.[96] Seus resultados
corroboram as nossas observagdes quanto a auséncia de reatividade apresentada por complexos de
ouro(III)-DTC na presenca de NAC. Vale ressaltar que, na presente investigagdo, ndo foram
observadas mudangas de coloracdo ou indicios de precipitagdo (diferente do observado no estudo

conduzido por Boscutti e colaboradores[96]), e os espectros de RMN de C3b permaneceram
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inalterados durante o periodo em que o NAC estava presente. Tais constatacdes, portanto, indicam
uma maior estabilidade quimica de C3b em comparagdo ao AuL12, destacando que o design do
ligante pode desempenhar um papel relevante na modula¢do da reatividade dos complexos de

ouro(IIT)-DTC.

1.4.6.4 Estudos de reatividade com albumina
A albumina do soro humano (HSA) ¢ a proteina solivel mais abundante no plasma humano,
presente em concentragdes de 30 — 50 g L1, o que representa cerca de 60% do conteudo total das
proteinas plasmadticas. No organismo, atua em fungdes biologicas diversas como no
armazenamento, transporte, metabolizagdo e excre¢do de uma ampla gama de ligantes exdgenos
e/ou enddgenos, como nutrientes, hormonios e farmacos. A habilidade intrinseca da albumina em
carrear compostos através da circulacdo e de se ligar reversivelmente com uma variedade de
ligantes, mesmo moléculas como acidos graxos e outros relativamente insoluveis, faz dela uma
plataforma ideal para o transporte e distribuicdo de compostos hidrofobicos.[97] A afinidade de
ligacdo de qualquer substincia biorrelevante com a albumina afeta significativamente suas
propriedades farmacocinéticas, ou seja, seus processos de absorcdo, distribuigdo,
metabolismo/biotransformacao e excrecdo. Além disso, a afinidade de ligacdo também determina
a biodisponibilidade de um potencial farmaco. Caso a afinidade seja baixa, a etapa de absor¢ao da
farmacocinética ¢ desfavorecida. Caso a afinidade seja alta, a etapa de absor¢do ¢ favorecida,
porém, a biodistribui¢do para os tecidos serd limitada devido a estabilidade do aduto formado,
afetando, também, a sua farmacocinética.[98]
Do ponto de vista estrutural, a HSA ¢ uma proteina de cadeia unica de peso molecular de
66,5 kDa e 585 residuos de aminoécidos, com uma estrutura secundaria organizada em ~67% de
a-hélice e a estrutura terciaria em formato de coracao. A albumina do soro bovino (BSA) ¢ bastante
utilizada como modelo biomimético por sua disponibilidade, baixo custo e semelhanga estrutural
com a HSA. A proteina bovina apresenta 80% de homologia estrutural € 76% de similaridade na
estrutura terciaria comparando-se a variavel humana, com 582 residuos de aminoécidos e 35
residuos de cisteina (17 pontes dissulfeto), o que confere uma forte estabilidade para a BSA. Sua
estrutura secundaria ¢ organizada em 67% de a-hélice e o ponto isoelétrico (PI) da BSA estd em
torno de 4,70 — 5,60, o que sugere que em condicdes fisiologicas a proteina possui mais cargas
negativas.[97] Essa caracteristica pode atrair pequenas moléculas carregadas positivamente e

favorecer a formacao de um aduto estavel.
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A estrutura das albuminas ¢ dividida em trés grandes dominios estruturalmente similares,
chamados I, II e III. Cada dominio possui dois subdominios denominados A e B. As principais
regides responsaveis pela ligagdo de moléculas enddgenas ou exdgenas localizam-se nas cavidades
hidrofobicas dos subdominios IIA ¢ IIIA, conhecidos como sitios I ¢ II de Sudlow. A afinidade de
ligacdo no sitio I ¢ favorecida, principalmente, por intera¢des hidrofobicas. No sitio 11, observa-se
uma combinacdo de interagdes eletrostaticas, hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio. Na estrutura
da BSA, os subdominios IIA e IB contém, cada um, um residuo de triptofano (Trp212 e Trp134,
respectivamente), sendo o segundo proximo a regido em que se encontra o Unico residuo de
cisteina livre (Cys34) na estrutura da albumina como mostrado na Figura 26.[99,100]

Como frequentemente abordado na literatura, muitos compostos terapéuticos, incluindo
complexos de ouro (I/IIT), interagem com a albumina por meio do Cys34 exposto na superficie, o
unico residuo de cisteina na estrutura proteica que nao esta envolvido em ligagdes dissulfeto.

Considerando que a albumina ¢ um importante carreador de moléculas exdgenas na
corrente sanguinea, alguns estudos tém explorado a proteina para a libera¢do controlada de
farmacos que apresentam lipofilicidade elevada e ndo tém acesso facilitado aos tecidos cancerosos
através do plasma sanguineo.[101,102] A conjugac¢do de medicamentos a albumina representa
atualmente uma estratégia terapéutica para encapsular medicamentos, sendo exemplificada pela
primeira formulagdo aprovada pelo FDA que utiliza tecnologia de nanoparticulas ligadas a
proteina com paclitaxel (Abraxane®), clinicamente utilizado no tratamento do cancer de mama

metastatico para contornar a toxicidade associada ao farmaco.[103]
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Figura 26 Representagdo da estrutura cristalina do aduto formado entre a proteina BSA e um complexo de ouro(Ill)-
ditiocarbamato, com os residuos Trp134, Trp212 (em rosa) e Cys34 destacados. O ion de Au(l) (esfera amarela) esta
ligado covalentemente ao residuo Cys34. PDB ID: 6RJV.[37]

As albuminas, quando excitadas em 280 nm, apresentam fluorescéncia intrinseca com
maximo de emissdo na regido de 350 nm que pode ser atribuida a combinagdo da fluorescéncia
dos residuos de L-aminodcidos aromaticos triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe)
presentes nas cadeias proteicas. Na estrutura da BSA, a emissao dos residuos de triptofano (Trp134
e Trp212) ¢ a mais significativa, em razdo da natureza quimica do ambiente ao redor desses
grupos.[97]

Assim, para verificar se os complexos de ouro(Ill), C3a e C3b, interagem com a albumina
para que possam ser biodistribuidos quando em meio fisioldgico e identificar a forca dessa
potencial ligacdo, estudos de interacio com a BSA foram realizados por monitoramento da
fluorescéncia intrinseca da proteina na auséncia e na presencga de concentragdes crescentes dos
compostos selecionados.

Em pH fisiologico, a adi¢do de aliquotas da solucdo-estoque dos complexos C3a e C3b
resultou na diminuic¢do da intensidade da banda centrada em 350 nm da proteina, como se v€ na

Figura 27. A supressao da fluorescéncia intrinseca da albumina pode ser atribuida a altera¢des nos
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microambientes proteicos ao redor dos residuos de aminoécidos fluorescentes induzidas pela
presenca dos complexos. Esse resultado sugere que ambos os complexos devem interagir nos
subdominios IIA e/ou IB, que contém os residuos fluorescentes na estrutura da proteina. Ainda, o
centro de ouro(IIl) pode interagir com o residuo de cisteina livre da albumina, enquanto a fracao

organica dos complexos pode apresentar afinidade por outros sitios proteicos.
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Figura 27 Espectros de fluorescéncia da BSA (10 uM, Aexc = 280 nm) na auséncia e na presenga de concentragoes
crescentes (r = 0 — 2,0) do complexo ciclometalado C3a (4) e do complexo de coordenagdo andlogo C3b (B) em

tampdo PBS (pH 7,4, 0,5% de DMSO).

Nos estudos de interacdo com a BSA, os complexos C3a e C3b, sob as mesmas condigdes,
apresentaram diferentes capacidades de supressdo da fluorescéncia. Isto ¢, C3a foi capaz de
suprimir cerca de 70% da fluorescéncia da proteina, enquanto o complexo C3b induziu a supressao
de 45%. Esses resultados podem ser expressos nas constantes de ligacao (k») obtidas: para C3a, ks
=2,1-10° M! ¢ para C3b, k» = 2,1-10° M}, calculadas com a equagdo de Scatchard. Esse grau de
interagdo € um parametro relevante no desenvolvimento de novos fairmacos e pode ajudar a definir
se um composto bioativo poderia ser carreado pela albumina na corrente sanguinea e qudo
facilmente seria liberado para o alvo biologico. Nesse caso, os resultados sugerem que C3a ¢ mais
reativo e apresenta mais afinidade com a albumina do que o seu andlogo de coordenacdo. Dado o
ponto isoelétrico da albumina, e sob as condi¢cdes em que os estudos de interagcdo foram realizados,
pode-se supor que o complexo de carga positiva C3a apresenta maior afinidade pela proteina que
apresenta em pH fisiologico uma resultante de cargas negativas. Essa caracteristica pode favorecer
a formagao de adutos estabilizados por interagdes eletrostaticas, de forma que C3a apresenta, nesse
sentido, uma clara vantagem com relagao a C3b.

Sabe-se que biomoléculas ricas em tidis na corrente sanguinea ndo podem desativar

completamente metalo-farmacos, para que esses farmacos atuem e estejam aptos a executar seus



75

mecanismos de bioagdo. Portanto, estudos farmacocinéticos sdo uma etapa fundamental do
desenvolvimento de novos medicamentos para avaliar a consisténcia da atividade
quimioterapéutica e garantir a sua eficacia clinica ideal nas condi¢des plasmaticas. Assim, para
investigar uma provavel conjugacdo do complexo organo-ouro(III) bioativo C3a com a albumina
e verificar a biodisponibilidade do potencial farmaco na presenga da proteina, foi realizado o
ensaio de viabilidade celular de células MDA-MB-231 com meio de cultura suplementado com
concentragdes plasmaticas da BSA (40 mg mL!).[104]

No ensaio de atividade citotoxica frente a células MDA-MB-231 e na presenga de
concentragdes plasmaticas da albumina, observamos uma diminuicdo significativa da atividade
antiproliferativa de C3a (Figura 28). Na auséncia de albumina, como mencionado, o 1Cso do
complexo organometalico ¢ de 0,4 = 0,1 uM na linhagem celular TNBC. Ao se realizar o ensaio
do MTT em células MDA-MB-231 e meio de cultura contendo concentragdes plasmaticas de
albumina, o ICso do complexo C3a passa a ser 9,2 £ 1,0 uM. Entretanto, mesmo sob essas
condicdes, e com a esperada interferéncia para compostos catidnicos, o complexo C3a permanece
suficientemente ativo, de forma que o complexo organo-ouro(Ill) pode ser considerado um bom

candidato para a quimioterapia anticancer.
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Figura 28 Atividades antiproliferativas (valores de 1Cso, uM) do complexo C3a na linhagem MDA-MB-231 na
auséncia (C3a em células MDA-MB-231) e presenca (C3a em células MDA-MB-231 + BSA) de concentragoes
plasmaticas da BSA apos 72 h de incubagdo. Valores representados como a média + SD da quadruplicata de dois

experimentos independentes (n = 2).
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1.5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Em resumo, foram relatados neste trabalho quatro novos complexos organo-ouro(IIl)-
ditiocarbamato inéditos com os ligantes 2-anilinopiridina e derivados do ditiocarbamato de
formula geral [(C"N)Au"DTC]PFs (Cla — C4a), propostos como potenciais novos agentes
antitumorais para quimioterapia do cincer. Na sintese, o precursor [(C"N)Au''Cl,], contendo uma
fracdo organo-ouro(Ill) ciclometalada, foi utilizado em uma reacdo em que os ligantes cloreto sao
substituidos por um ligante DTC, que se coordena de forma bidentada. Os complexos de
coordenacdo correspondentes ouro(Ill)-ditiocarbamato, [Au(DTC)Cl,], também foram
apresentados, e dois deles sdo relatados aqui pela primeira vez (C1b e C3b).

Todos 0os compostos obtidos foram avaliados quanto as suas atividades citotoxicas em
linhagens celulares humanas de cancer de mama (MDA-MB-231 e MCF-7). Os complexos
organo-ouro(IIl)-ditiocarbamato apresentaram atividades citotdxicas significativas. Todos os
compostos inibiram a viabilidade das células tumorais de maneira concentragao-dependente,
podendo-se obter o ICso a partir das curvas concentragdo-resposta. O composto C3a foi destaque
na linhagem MDA-MB-231 por sua atividade antiproliferativa na faixa de concentragdo
submicromolar (ICsp = 0,4 = 0,1 uM), apresentando certa seletividade (IS = 2,0) em relagdo as
células tumorais, e, por isso, foi selecionado para estudos preliminares quanto ao seu mecanismo
de a¢do, juntamente com seus analogos C3b e L3.

Em estudos de estabilidade em solugdo (em DMSO e PBS, pH 7,4), o complexo
organometalico C3a mostrou-se estavel quimicamente pelo periodo avaliado, sem reagdes de troca
de ligante que pudesse descaracteriza-lo ou possiveis reagdes de oxirreducdo e precipitagdo. O
complexo de coordenacdo analogo, C3b, no entanto, parece sofrer hidrélise. Os estudos de
reatividade na presenca de NAC também demonstram as diferengas potenciais entre esses
complexos: C3a parece interagir com tidis em uma maior extensdo do que C3b, uma vez que o
complexo de coordenacgdo parece ndo ser reativo frente & molécula-modelo, enquanto a interacao
com o complexo organometalico parece gerar um aduto, identificado por HR-ESI-MS, em
propor¢do de 1:1 de C3a/NAC. De forma similar, o complexo C3a suprime a fluorescéncia
intrinseca da albumina mais efetivamente do que C3b, podendo se supor uma melhor interagao
entre a biomolécula e o complexo organometélico, em provaveis mecanismos de transporte e
biodistribui¢ao quando em meios fisioldgicos.

De modo geral, os estudos evidenciaram que os complexos organometalicos ouro(III)-
ditiocarbamato podem ser vantajosos em relacao aos andlogos de coordenagdo como candidatos a

agentes antitumorais em linhagens de cancer de mama, especialmente por sua estabilidade em
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condicdes fisiologicas e atividade antiproliferativa. Além disso, com relagdo a interagdo com a
albumina, um fator critico no transporte de farmacos pela corrente sanguinea, algumas
caracteristicas intrinsecas ao composto organometalico (como carga liquida, carater lipofilico,
estabilidade quimica) podem ser relevantes para se obter ligacao reversivel e biodistribui¢ao ideal.
Estudos mais aprofundados quanto aos mecanismos de acdo dos complexos de ouro(IIl)-
ditiocarbamato devem ser conduzidos na presenca de alvos bioloégicos que atuam
significativamente na evolugdo do cancer, como a enzima tiorredoxina-redutase e aquaporinas. Os
resultados apresentados trazem contribui¢des importantes para a literatura quanto as vantagens dos
complexos organometalicos de ouro em relagdo aos analogos de coordenacdo e podem contribuir

para o desenvolvimento de compostos de ouro como protdtipos de metalo-farmacos.



Capitulo 2 — Nanoparticulas de ouro soltiveis estabilizadas por ligantes COOH-NHC: uma

abordagem bottom-up

Parte do trabalho desenvolvido na Universidade Técnica de Munique (TUM), Alemanha, no
periodo de julho/22 — junho/23 sob orientagdo da Dra. Angela Casini.
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2.1 INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO

2.1.1 O universo nano e suas potencialidades

O prémio Nobel de Quimica de 2023 reconheceu o trio M. G. Bawendi, L. E. Brus e A. L.
Ekimov por seus trabalhos na area de nanotecnologia, especificamente pela descoberta e sintese
dos pontos quanticos, particulas tdo pequenas que seu tamanho determina suas propriedades.[105]

O termo  “nanotecnologia” esté relacionado ao design e aplicagdo de componentes que
ocorrem em escala nanométrica abrangendo o estudo das propriedades estruturais de
nanoestruturas em nivel molecular e submolecular, juntamente com seus atributos elétricos,
opticos e magnéticos. Assim, atualmente, a nanotecnologia ¢ uma area ampla e interdisciplinar
que envolve engenharia, biomedicina, quimica e fisica. Dentre as vérias areas onde a
nanotecnologia tem sido utilizada podemos destacar a nanoeletronica, bionanotecnologia,
nanomedicina, entre outras. As aplicagdes variam desde sistemas de nanoencapsulamento de
farmacos até a sintese de materiais biodegradaveis, antichamas e antimicrobianos.[106-108]

Nas ultimas décadas, nanomateriais tem atraido bastante atencao e sdo agora reconhecidos
como uma das “maravilhas” da medicina contemporinea.[109] A aplicagdo moderna das
nanoparticulas metélicas (NPs) envolve deteccdo e imagem, liberacdo controlada de farmacos e
quimioterapia do cancer.[110-113] Historicamente, no entanto, as nanoparticulas de ouro
(AuNPs), por exemplo, j& eram conhecidas e utilizadas como utensilios domésticos ha mais de
2.000 anos.[114,115] No uso mais famoso de nanomateriais, a taca de Lycurgus, proveniente dos
tempos romanos com cerca de 1.600 anos de idade ¢ um bom exemplo, Figura 29. A peca foi
utilizada para fins decorativos naquele tempo por causa de suas cores multiplas: verde quando a
luz ¢ refletida e vermelha quando a luz ¢ transmitida através dela. O dicroismo observado deve-se
as nanoparticulas de Ag-Au e eficientes capacidades de espalhamento e absor¢do da luz, que
resultam em cores distintas e propriedades distintas das apresentadas pelo material bulk

correspondente.[114]
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Figura 29 Taga de Lycurgus em exposi¢do no Museu Britdnico (Londes, Inglaterra) fotografada quando ha reflexdo
da luz (esquerda) e quando ha transmissdo (direita). Reproduzido para fins nao-comerciais com a permissdo do

Museu Britanico (The Lycurgus Cup© The Trustees of the British Museum).

2.1.2 O que sao os nanomateriais?

Os atomos sao os blocos de construgdo fundamentais da matéria e t€m tamanhos da ordem
de 1 angstrom (0,1 nanometros, nm). Materiais em uma escala macroscopica, perceptivel a olho
nu, sdo chamados de “bulk” e podem variar de milimetros a quilémetros, dependendo do contexto.
Nanomateriais sdo materiais que possuem propriedades e estruturas em escala nanométrica, ou
seja, em uma dimensdo que varia entre 1 e 100 nm, e que exibem caracteristicas distintas das
observadas no mesmo material em uma escala macroscopica devido a efeitos quanticos e a relagao
area de superficie/volume.[116] Materiais em escala nanométrica sdo particularmente intrigantes
em contextos bioldgicos, uma vez que a maioria das biomoléculas e estruturas celulares
compartilha uma faixa de tamanho semelhante, o que facilita sua integracdo nesses
ambientes.[117] A Figura 30 ilustra de forma detalhada a compara¢ao de tamanhos entre algumas

biomoléculas e nanomateriais.
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Figura 30 Representa¢do esquemadatica exemplificando a relagdo da escala de tamanho entre os nanomateriais e
espécies na escala molecular, como datomos e moléculas, e materiais biologicos, como células e organelas. Adaptado

de Foulkes, 2020.[117]

Atualmente, uma variedade de nanomateriais estd disponivel, com muitos deles baseados
em particulas metélicas, polimeros, 6xidos ou na exploracdo de materiais de carbono, como
nanotubos de carbono, grafeno e fulerenos.[116]

Apesar da cautela exercida pelas agéncias reguladoras encarregadas do controle de
nanomateriais, como a EMA (do inglés European Medicines Agency) e o FDA, algumas
nanoestruturas a base de lipossomos e metais ja receberam aprovacdo para uso em aplicagdes
médicas e biomédicas, chamados atualmente de nanomedicamentos. Dentre as nanoparticulas
metalicas ja aprovadas pelo FDA, tem-se, por exemplo, uma nanoparticula de 6xido de ferro
(Diafer) usada para a reposi¢ao de ferro em individuos com anemia, e a chamada “Hensify,” uma
nanoparticula metalica composta de 6xido de hafnio usada em combinacdo com a radioterapia,
uma vez que quando aplicada localmente em tumores sélidos, amplifica a dose de radiagdo nas
células cancerigenas-alvo, enquanto minimizam o impacto nas células saudaveis adjacentes.[117]

Com o sucesso emergente dos nanomateriais e nanomedicamentos no cenario clinico,
torna-se fundamental que as diretrizes regulatorias quanto aos processos de fabricacdo e
escalonamento, caracterizacdo fisico-quimica, efeito terapéutico e toxicologia sejam atualizadas

para contemplar essa nova classe de compostos na nanomedicina.
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2.1.3 Nanomateriais de ouro e suas propriedades

O ouro ¢ um metal precioso conhecido por seu brilho e caracteristica cor dourada.
Atualmente, a produ¢do mundial de ouro ¢ destinada principalmente para trés finalidades: cerca
de 50% sao utilizados na fabricagdo de joias, aproximadamente 40% sao investidos como reserva
de valor, e os restantes 10% tém diversos usos industriais. Essa distribui¢ao de uso no mercado
estd em grande parte relacionada a extrema escassez do ouro na crosta terrestre, que esta presente
em apenas 5 partes por bilhdo (ppb). Essa relativa falta de abundancia torna o ouro um dos metais
mais valiosos do mundo, o que explica sua ampla aceitagdo como moeda desde tempos
antigos.[118]

A longa tradicdo de uso do ouro na industria de joias pode ser atribuida a sua
impressionante e duradoura aparéncia metalica, bem como a sua relativa raridade e valor
intrinseco. Sua maleabilidade também ¢ notavel, permitindo que o ouro seja facilmente moldado
em diversas formas, ¢ até mesmo a habilidade de ser martelado em folhas extremamente finas ou
esticado em fios delicados. Mesmo ourives antigos eram capazes de martelar o ouro em folhas
com uma espessura de até 500 atomos (cerca de 144 nandmetros). Essas folhas extremamente finas
desempenharam um papel importante no avanco da ciéncia moderna, fornecendo o principal
componente (folha de ouro bombardeada por particulas «) para o famoso experimento de
espalhamento de Rutherford, que desempenhou um papel fundamental no estabelecimento do
modelo atomico nuclear.[118]

Recentemente, as nanoparticulas de ouro (AuNPs) t€ém se destacado na nanobiotecnologia
devido a sua alta biocompatibilidade e estabilidade quimica, as suas propriedades Opticas
excepcionais e alta concentracdo de elétrons, tornando-se referéncia na pesquisa em sistemas
bioldgicos. AuNPs sdo amplamente exploradas em diversas areas, incluindo catalise, energia e
medicina, devido as vantagens fisico-quimicas que superam sua forma em maior escala. O ouro,
conhecido por sua inércia quimica, adquire propriedades singulares em escala nanométrica, sendo
especialmente atraente para aplicagdes biomédicas. Sua forma e tamanho podem ser precisamente
ajustados para otimizar interagdes com moléculas, células e tecidos, permitindo a criacdo de
sistemas nanométricos altamente eficazes e seletivos.[118,119]

As propriedades Opticas de nanoparticulas metélicas, como Au e Ag, surgem da interagdo
da luz com tais nanoestruturas de dimensdes menores que o comprimento de onda da radiacio
incidente. Assim, quando uma AuNP ¢ exposta a uma onda monocromadtica plana, gera-se uma
separac¢do de cargas na superficie metalica, que apresenta uma forte forga restauradora, originando

uma oscilagdo coordenada dos elétrons na banda de conducdo (Figura 31).[118] Essa oscilacao
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coletiva induzida na nuvem eletronica do metal excitada pela radiagdo ¢ conhecida como
ressonancia plasmoénica localizada de superficie (LSPR, do inglés localized surface plasmon
resonance), resultando na geragdo de campos eletromagnéticos intensificados na superficie da
particula.[115]

As dispersdes coloidais compostas por AuNPs diferenciam-se das demais em virtude desta
propriedade Optica, que resulta na cor (geralmente as dispersdes sdo vermelho-vinho) e possui
intensa absorc¢do e espalhamento da luz na regido visivel do espectro eletromagnético.[115]

Assim, a LSPR deriva de uma forte interagdo da AuNP com a luz incidente, que resulta em
amplificacdo do espalhamento e absor¢ao da luz pela nanoparticula de ouro. Tanto o espalhamento
quanto a absor¢ao de luz pelas nanoparticulas sdo amplificados, permitindo que as AuNPs tenham
grande relevancia em aplicagdes biomédicas e sirvam de sondas intensas para imunoensaios[120],

como sensores[121] e em espectroscopia melhorada de superficie[115].

A

Campo elétrico

Nanoparticula

Figura 31 Representagdo esquemdtica de um plasmon localizado de superficie, ilustrando a origem da ressonancia

plasmonica causada pela interagdo dos elétrons na banda de condugdo com a radiagdo eletromagnética incidente.

As propriedades da banda de LSPR (por exemplo, a posicdo da banda e a razdo entre
espalhamento e absor¢ao) de uma nanoestrutura de ouro sao determinadas por varios parametros,
inclusive o tamanho, a forma, a estrutura e a morfologia, bem como o ambiente que circunda a
superficie da nanoestrutura.[115]

A frequéncia em que ¢ observada a banda LSPR ¢ uma importante caracteristica das
AuNPs, que pode ser detectada por meio de espectroscopia na regido do UV-Visivel e apresenta
comprimentos de onda (A) na faixa de 510 e 560 nm para nanoparticulas de ouro esféricas com
diametro entre 10 e 100 nm.[115,122] Além disso, a ligacdo e proximidade de moléculas de

superficie das nanoparticulas podem modificar o comprimento de onda de absor¢do demonstrando
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alteragcdes na largura e definicao das bandas formadas, i.e., o alargamento e deslocamento da banda
de LSPR para maiores comprimentos de onda (para a regido do vermelho), acompanhado de
alteragdes na cor da solucdo contendo a AuNP para tons mais azulados pode ser indicativo de

agregacao e/ou decomposi¢ao das nanoparticulas.[115]

2.1.4 Nanomateriais de ouro: a influéncia da forma e tamanho

O controle preciso do tamanho e morfologia de particulas na escala nanométrica ¢ um
assunto amplo e intrigante, principalmente devido as notaveis alteracdes que pequenas variagdes
no tamanho e na forma de nanoparticulas podem causar nas suas propriedades Opticas, eletronicas
e quimicas. Ou seja, as propriedades finais das AuNPs dependem intimamente da sua morfologia
e do seu tamanho.

A morfologia das AuNPs refere-se a sua forma ou geometria e, nesse sentido, as
nanoparticulas de ouro podem ser sintetizadas em formas variadas, incluindo a geometria esférica
ou quasi-esférica, em formato de gaiolas como nas estruturas chamadas de nanocage, alongadas
como 0s nanorods, ocas como nas nanoshells, dentre outras. (Figura 32) As AuNPs sintetizadas
pela redu¢do do ouro em fase aquosa tendem a ter morfologia de quasi-esfera, pois essa forma

apresenta a menor area de superficie em comparagdo com outras morfologias.

Nanoesfera Nanocage Nanorod Nanoshell Nanostar

Figura 32 Representagdo esquemdtica da morfologia diversa dos nanomateriais de ouro relatados.

Nanoparticulas de ouro alongadas, como os nanorods, sio formadas apresentando
anisotropia de forma, gerando duas bandas plasmoénicas diferentes relacionadas as oscilagdes
transversais e longitudinais dos elétrons (na faixa de 500 nm e 700 — 1000 nm,
respectivamente).[122] A banda na regido do infravermelho préximo, em que a absor¢do do tecido
¢ minima conforme prevé a janela terapéutica, ¢ muito Util para possiveis aplicagdes in vivo.[113]

Dentre as aplicagdes, a catalise ¢ também um ponto central para os nanomateriais de ouro.
As AuNPs mostram-se versateis sendo capazes de catalisar uma variedade de reagdes, como
hidrogenacao seletiva, oxidacdo de CO, epoxidacdo propilénica, dentre outras.[123,124] Muitas
vezes, a eficdcia da catélise estd associada ao tamanho médio e morfologia das nanoparticulas. O

aumento do niimero de sitios de coordenag¢do em nanoparticulas menores pode ser uma razao para
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esse comportamento. Em geral, as NPs apresentam maior razao superficie/volume em comparacao
com seus materiais correspondentes na forma bulk. Em 1987, Haruta e colaboradores descobriram
que a oxidag¢do de CO para CO; pelo Oz ¢ muito mais eficiente na presenca de AuNPs menores
que 5 nm.[125] Assim, embora o universo dos nanomateriais em nanomedicina e nanotecnologia
abranja particulas na faixa de 1 a 100 nm, a descoberta de Haruta redirecionou a pesquisa de

nanocatalise as menores nanoparticulas.

2.1.5 Nanomateriais de ouro: aplicacdes em medicina

Na érea da medicina, as nanoparticulas de ouro tém sido objeto de intenso estudo nos
ultimos anos, desempenhando um papel fundamental no avanco da pesquisa em nanotecnologia
sobre novas abordagens terapéuticas e métodos de diagndstico voltados para o tratamento e
deteccao do cancer.[126] As AuNPs plasmonicas sdo avaliadas principalmente como agentes em
terapia fototérmica, agentes de contraste para exames de imagem, veiculos para transporte de
medicamentos e material genético em sistemas bioldgicos, bem como na sensibilizagdo a
radioterapia ou como agentes em imageamento fotoacustico.[127]

Assim, as AuNPs apresentam propriedades terandsticas, oriundas das suas capacidades
terapéuticas e diagnoésticas intrinsecas.

As nanoparticulas de ouro apresentam ainda uma vantagem devido ao efeito de
permeabilidade e retencdo aumentada (enhanced permeability and retention, EPR) dos tumores,
que contribui para os beneficios de nanoestruturas nos tratamentos de tumores so6lidos. O efeito
EPR surge das caracteristicas peculiares dos vasos sanguineos que alimentam os tumores.
Objetivando uma répida divisdo e proliferacdo, esses vasos em tecidos tumorais sao
frequentemente mais permedveis do que os vasos sanguineos em tecidos saudaveis, permitindo
que moléculas e nanoparticulas menores extravasem mais facilmente para o interior do tecido,
enquanto a drenagem linfatica prejudicada nos tumores so6lidos contribui para a retencao local
dessas particulas.[128] Assim, a sinergia entre esses fatores garante que as AuNPs possam se
acumular preferencial e seletivamente nos tumores de forma passiva, podendo atuar com as ja
mencionadas propriedades teranosticas. No entanto, o surgimento recente de evidéncias sugerindo
que os mecanismos de transporte ativo também sdo significativos podem contestar essa teoria do
efeito EPR.[129]

O estudo in vivo pioneiro com nanoparticulas de ouro foi conduzido por Herold e
colaboradores em 2009, que relataram pela primeira vez que microesferas de ouro tinham a

capacidade de amplificar a dose de radiagdo aplicada a tumores usando raios-X. Nesse trabalho,
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nanoparticulas de ouro de tamanho préximo a 1,9 nm foram injetadas em modelos de cancer de
mama em camundongos, onde se observou que o volume do tumor foi reduzido de forma dramatica
e que a taxa de sobrevivéncia de 1 ano foi aumentada, mesmo apds apenas 2 minutos de
irradiagdo.[129]

Foi demonstrado que metalo-farmacos derivados de platina(Il/IV) podem ser conjugados a
superficie de nanoparticulas de ouro resultando no aumento da absor¢ao e efeito citotoxico, como
no exemplo de AuNPs e oxaliplatina de Brown e colaboradores.[130]

A oxaliplatina ¢ um farmaco antitumoral, classificada como um agente alquilante de platina
pertencente a mesma classe de compostos que a cisplatina (Figura 2). A oxaliplatina ¢ conhecida
por sua eficdcia no tratamento de diversos tipos de cancer, como no tratamento de cancer de
pancreas, estbmago e colorretal metastatico em combinagdo com o 5-fluorouracil e leucovorin. A
atuacdo dos metalo-farmacos derivados da platina em quimioterapia ¢ muitas vezes limitada, uma
vez que os efeitos adversos associados ao tratamento sdo significativos, bem como a capacidade
dos tumores em desenvolver resisténcia celular. Estratégias para mitigar esses efeitos permeiam o
uso de sistemas de drug-delivery, ou seja, veiculos de liberagdo de farmacos capazes de atingir os
canceres de forma passiva ou ativa, como no encapsulamento dos medicamentos em
nanocarreadores para promover a absor¢ao e a liberacdo das substancias em meio biologico.[131]
No trabalho de Brown e colaboradores, foi demonstrada a conjugacao da oxaliplatina a superficie
de AuNPs funcionalizadas com uma monocamada de PEG-tiolada com um grupo carboxilato
(Figura 33), em que PEG ¢ o polietilenoglicol, para conferir maior solubilidade as particulas finais.
As nanoparticulas de ouro funcionalizadas com a oxaliplatina foram avaliadas quanto a
citotoxicidade, a absorcdo do farmaco e a localizagdo em linhagens celulares tumorais diversas,
como na A549, de cancer epitelial de pulmdo. A citotoxicidade das nanoparticulas conjugadas
AuNPs/oxaliplatina apresentou um aumento de cerca de 6 vezes em comparacdo com o metalo-
farmaco antitumoral isolado e imagens de microscopia eletronica de transmissdo (TEM)
mostraram o acimulo intracelular do nanoconjugado e a capacidade de penetragdo do nucleo
celular, o que ndo ocorre para AuNPs ndo-funcionalizadas. Ainda, o tamanho médio de particula
das AuNPs isoladas (~31 nm), contrasta com o tamanho de cerca de 176 nm do conjugado
AuNPs/oxaliplatina, revelando um aumento substancial que ndo permite que as NPs sejam

facilmente excretadas por sistemas biologicos.
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Figura 33 Representagdo estrutural da nanoparticula de ouro PEGlada conjugada a oxaliplatina sintetizada por

Brown e colaboradores.[130]

Nesse sentido, o trabalho de Lippard e colaboradores também demonstrou a habilidade de
conjugacdo de metalo-farmacos de Pt(IV) sobre a superficie de AuNPs, por meio de reagdes de
acoplamento amida. Nas células tumorais A549, a nanoparticula resultante apresentou ICso de 0,9
uM, enquanto a cisplatina apresenta ICso de 11 pM, demonstrando a habilidade antiproliferativa
muito superior do conjugado de AuNPs-Pt(IV) sobre esse tipo de célula tumoral.[132]

Mais recentemente, foi demonstrado que a auranofina, farmaco de ouro(I) referéncia no
tratamento da artrite reumatoide (Figura 3), foi bioconjugada a superficie de um nanocarreador de
ferritina para facilitar o transporte do metalo-firmaco e modular suas propriedades finais de
biodistribui¢do. Esse nanoconjugado, em que a auranofina liga-se seletivamente aos aminoacidos
Cys90 e Cys102, demonstrou ser mais citotoxico (ICso = 0,26 pM) que o metalo-fArmaco livre de
ouro(I) (ICso = 0,80 uM) em linhagens celulares resistentes a acdo antitumoral da cisplatina

(A2780cis), um resultado promissor para aplicagdes terapéuticas.[133]

2.1.6 Estabilizacio da superficie de AulNPs

Devido a sua elevada energia de superficie, nanoparticulas de ouro podem demonstrar certa
instabilidade. Isso ocorre porque as interacdes de van der Waals entre o nucleo metalico das
AuNPs e suas altas energias de superficie podem resultar em processos de agregacgao irreversiveis.
Assim, para garantir estabilidade fisico-quimica, prevenindo agregagdo indesejada e garantindo o
controle favoravel do tamanho dessas particulas, deve-se introduzir ligantes adequados, chamados
comumente de agentes estabilizadores.[134]

Ao longo dos anos, para aprimorar a estabilidade das AuNPs e ajustar suas propriedades
de superficie, uma grande variedade de ligantes foi relatada na literatura. A estabilidade coloidal
¢ obtida por meio de uma combinagdo de repulsdo eletrostitica e isolamento estérico
proporcionados por esses agentes estabilizadores. Dentre esses ligantes, os mais comuns sao 0s

ligantes organossulfurados, incluindo tiois e sulfetos (Figura 34), devido a sua natureza aurofilica



88

e alta afinidade pela superficie “macia” das nanoparticulas de ouro, além de estabilizadores
estéricos e eletrostaticos (por exemplo, o0 PVA, alcool polivinilico e citrato).[134,135] Apesar de
inumeros exemplos na literatura, esses estabilizadores contendo enxofre nem sempre sdo ideais
devido a falta de estabilidade oxidativa e térmica da ligagdo Au-S, bem como as dificuldades de
derivatizacdo que impedem a funcionaliza¢do adicional das AuNPs. Assim, os pesquisadores
comecaram a investigar diferentes ligantes estabilizadores, incluindo os carbenos N-heterociclicos

(Figura 34).[135]
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Figura 34 Representacgdo estrutural de AuNPs estabilizadas por ligantes tiois e por ligantes carbeno N-heterociclico.

Os ligantes carbeno N-heterociclicos, ou NHC, sdo ligantes organicos neutros, usados em
quimica de coordenacao e catalise. Esses ligantes contém um anel de carbono, geralmente um anel
de cinco membros com dtomos de nitrogénio adjacentes. O dtomo de carbono nesse anel tem dois
pares de elétrons livres, o que o torna altamente nucleofilico, permitindo a formagao de ligagdes
covalentes com ions metalicos como doadores de pares de elétrons. A presenca de atomos de
nitrogénio, que atuam como retiradores de elétrons ¢ e doadores de elétrons m, nas proximidades
do carbeno, resulta na estabilizagdo da estrutura do ligante NHC. Isso ocorre por meio da redugao
da energia do orbital ¢ ocupado e do aumento da densidade de elétrons no orbital p vazio. Além
disso, a estrutura ciclica do NHC proporciona estabilidade adicional ao estado do carbeno

hibridizado sp? singleto (Figura 35).[135]
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Figura 35 Representagdo da estrutura eletronica do estado fundamental singleto de um NHC do tipo imidazol-2-
ilideno. Os orbitais eletronicos estdo representados, bem como os efeitos de estabilizacdo da estrutura do NHC por

doacado de elétrons m (representado por setas vermelhas) e retirada de elétrons o (representada pela seta verde).

Os ligantes NHCs neutros e ricos em elétrons estabelecem ligagdes covalentes fortes com
superficies metalicas, desempenhando um papel fundamental na estabilizacdo de nanoparticulas
metalicas. Essa estabilizagdo ¢ essencial para preservar as propriedades dependentes do tamanho
das NPs. Embora as espécies elementares mono/oligo-atomicas estabilizadas por NHC tenham
sido relatadas em 1994, a primeira evidéncia de interagdes entre NHCs e NPs metalicas surgiu em
2005 e 2007. Desde entdo, uma variedade de NPs metalicas funcionalizadas com NHC
(NHC@MNPs), incluindo as AuNPs, tem sido sintetizada com sucesso.[134,135]

Além da estabilizacdo eletronica mencionada, ligantes NHC sdo interessantes, uma vez que
¢ possivel projetar estruturas com variados grupos funcionais, possibilitando a funcionalizagao
direcionada e diversificada da superficie de nanoparticulas para aplicacdes especificas, como
catalise e nanomedicina.[136] Por exemplo, ¢ possivel introduzir grupos que favoregam a
bioconjugacdo a moléculas bioldgicas, como proteinas ou anticorpos, ou grupos que aumentem a
solubilidade e/ou estabilidade coloidal em sistemas fisiologicos, bem como para modulagdo da
lipofilicidade.

Para que as AuNPs possam ser aplicadas na drea biomédica, ¢ essencial que sejam soluveis
em agua e mantenham alta estabilidade. Esta ultima caracteristica frequentemente representa um
desafio, especialmente quando em contato com compostos biologicamente relevantes, como a
glutationa (GSH), dada a elevada afinidade dos 4&tomos de ouro por moléculas tioladas. O primeiro
exemplo de NHC@AuNPs soltveis foi apresentado por MacLeod e colaboradores em 2015. Essas
NHC@AuNPs, que foram revestidas com polietilenoglicol (“PEGladas”) para garantir
solubilidade, foram sintetizadas por meio da abordagem bottom-up e demonstraram manter
estabilidade em varias condi¢des biologicas relevantes, incluindo na presenca de GSH.[137]

No mesmo ano, Glorius e colaboradores sintetizaram nanoparticulas de ouro e palddio com
ligantes NHC carregados negativamente (ligantes sulfonados ou carboxilatos) por meio da

abordagem fop-down, demonstrando meses de elevada estabilidade em solugdo aquosa com pH
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>4. Ainda, foi demonstrada a reversibilidade da agregagdo induzida variando-se o pH do meio
contendo NHC@AuNPs carboxilada, evidenciando o conceito de estabilizagdo eletrostatica das
nanoparticulas.[138]

Um dos poucos exemplos de nanoparticulas de ouro funcionalizadas com NHC e soluveis
em agua para aplicagdes biomédicas foi descrito em um estudo conduzido por Crudden e
colaboradores em 2017. Nesse estudo, eles sintetizaram nanoparticulas de ouro funcionalizadas
com grupos carboxilatos incorporados na estrutura do NHC. Essas nanoparticulas tinham um
tamanho médio de particula de 4,2 = 0,7 nm e mostraram uma estabilidade moderada em condi¢des
biologicamente relevantes, incluindo uma solu¢do 2 mM de glutationa. Além disso, as AuNPs
sintetizadas demonstraram potencial como possiveis sondas para aplicacdes de imageamento

fotoacustico.[139]

2.1.7 Métodos de obtencao de AuNPs:

Até o momento, uma das aplicagdes mais comuns dos ligantes carbenos N-heterociclicos
em ciéncia dos materiais ¢ a estabilizacdo de nanoparticulas e superficies metélicas devido a forte
ligagdo NHC-metal. Como mencionado, as nanoparticulas de ouro estabilizadas por ligantes NHC
(NHC@AuNPs) podem ser sintetizadas principalmente por meio de duas abordagens principais,
conhecidas como abordagens bottom-up e top-down (Figura 36).

Na abordagem fop-down, o precursor imidazolio desprotonado, geralmente formado in situ,
¢ adicionado as nanoparticulas de ouro que possuem um ligante estabilizador mais fraco (como
ligantes tiolados). Esse ligante mais fraco ¢ posteriormente substituido por meio de uma troca de
ligante na superficie da nanoparticula (conforme ilustrado na Figura 36). Dessa forma, ¢ possivel
que propriedades inerentes as AuNPs precursoras, como tamanho médio e forma, sejam mantidas
nas AuNPs finais.[135]

Por outro lado, na abordagem bottom-up ocorre a reducdo direta de complexos de ouro(I)-
NHC previamente formados (usando agentes redutores, como NaBH4 ou #~-BuNH>.BH3), sendo
que as particulas crescem gradualmente a medida que mais atomos de ouro agregam-se. Agentes
redutores fortes, como o NaBH4, produzem NPs menores (~1-4 nm), enquanto agentes redutores

mais moderados, como -BuNH».BH3, geram NPs um pouco maiores (~5-6 nm).[135,136]
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Figura 36 Esquema geral da sintese de nanoparticulas de ouro estabilizadas por ligantes NHC, NHC@AuNPs, por

meio da abordagem bottom-up e top-down.

Assim, com base no supramencionado, observa-se que sintese de nanoparticulas de ouro
soluveis em agua e estabilizadas por ligantes NHC ¢ um assunto relativamente novo, com grandes
potenciais de aplicacdes em catdlise e medicina. At¢é o momento, ndo hé relatos do uso de
NHC@AuNPs para catdlise em células vivas, nas chamadas reagdes bio-ortogonais, para fins
terapéuticos ou outras aplicagdes biomédicas. Portanto, com este trabalho visa-se contribuir para
a investigacdo de novas NHC@AuNPs soluveis e dispersiveis em dgua para catalisar reagdes em
ambientes aquosos, visando possiveis aplicacdes futuras em transformagdes bio-ortogonais em

células.
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2.2 OBJETIVOS

Fundamentado pelos aspectos introdutdrios apresentados, o trabalho descrito esse capitulo
tem como principal objetivo contribuir para a area de nanobiotecnologia com a obtengdo de novas
nanoparticulas de ouro plasmonicas funcionalizaveis derivadas de ligantes NHC para aplicagdes

em catalise e em reacdes de bioconjugacdo em meio aquoso.

2.2.1 Objetivos especificos
Os objetivos especificos do trabalho apresentado no presente capitulo compreenderam:

i. A sintese de AuNPs coloidais que incorporam ligantes NHC com um grupo carboxilato
funcionalizavel por meio da abordagem bottom-up;

il. A caracterizacdo espectroscopica e fisico-quimica das nanoparticulas obtidas por
técnicas como espectroscopia de UV-vis, RMN e infravermelho, andlise termogravimétrica e
microscopia eletronica de transmissao;

iii. A investigacdo da estabilidade quimica da AuNP em &4gua, PBS e na presenca de
moléculas biologicamente relevantes por meio de técnicas como UV-vis e potencial zeta;

iv. A avaliagdo do potencial catalitico da AuNP na reacdo-modelo de redugdo do 4-
nitrofenol;

v. A investigacdo prévia da capacidade de acoplamento amida da AuNP soluvel na

presenca de uma amina fluorescente.
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2.3 PARTE EXPERIMENTAL

2.3.1 Solventes e reagentes
Todos os solventes e reagentes de partida utilizados neste trabalho foram obtidos de fontes

comerciais com padrao de pureza analitico e usados como recebidos.

2.3.2 Instrumentacio

As medidas de absorc¢do eletronica molecular na regido do UV-visivel (UV-vis) foram
realizadas em equipamento Shimadzu modelo UV-2600 com cubetas de quartzo e caminho 6ptico
de 1 cm. A agitagdo foi fornecida por um agitador magnético externo. As medidas de fluorescéncia
foram realizadas em um espectrofluorimetro Cary Eclipse. Os dados obtidos foram plotados em
um grafico como absorbancia (u.a.) vs comprimento de onda (A, nm) utilizando o software
GraphPad Prism 9.

Os espectros de RMN de 'H (400 MHz) foram obtidos no espectrometro multinuclear
Bruker AV400 UltraShield, equipamento disponivel na plataforma multiusuario na Universidade
Técnica de Munique (TUM, Alemanha) e os sinais residuais do cloroférmio (CDCI3) e 6xido de
deutério (D20), adquiridos da Merck, foram utilizados como referéncia interna. O software
MestReNova foi utilizado para visualizar os espectros e gerar suas figuras.

Os espectros de infravermelho foram obtidos de um equipamento Elmer Perkin Frontier
FT-IR e visualizados no software GraphPad Prism 9.

As andlises térmicas (TGA) foram realizadas com um equipamento TG Q5000 da TA
Instruments. Para isso, cerca de 2 mg de amostra foram aquecidos da temperatura ambiente até
800 °C, sob uma razéo de aquecimento de 10 °C min’! e atmosfera de argdénio com fluxo de 25
mL min-!.

O potencial zeta foi obtido, a partir de solucdes aquosas, em um Zetasizer Nano ZS,
Malvern Instruments.

A microscopia eletronica de transmissdo (TEM) foi medida no JEOL 100 CX na
Universidade Técnica de Munique (TUM, Alemanha). Antes da medi¢ao, amostras suspensas em
cloroférmio ou agua foram depositadas em uma grade de cobre/carbono, de poros de 200 mesh.
As medidas foram feitas apos as grades serem secadas por 12 h. As micrografias foram analisadas

usando o software Image J.

2.3.3 Sintese do ligante NHC
O ligante NHC foi sintetizado conforme procedimento publicado na literatura [140] e o

esquema de sintese esta representado na Figura 37.
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Figura 37 Esquema de sintese do ligante NHC utilizado neste trabalho a partir do dcido benzimidazol-5-carboxilico.

Inicialmente, o 4cido benzimidazol-5-carboxilico (650 mg, 4,009 mmol) foi suspenso em
etanol absoluto (EtOH, 10 mL). Em seguida, 4acido sulfurico conc. (H2SO4, 0,25 mL, catalitico)
foi adicionado a solucdo, que foi agitada sob refluxo por 26 horas. A reacdo foi vertida sobre
gelo/agua (aproximadamente 50 mL), tornada alcalina com solugdo de hidréxido de sddio (NaOH,
5 M, pH 12) e extraida com acetato de etila (3x50 mL). As camadas organicas combinadas foram
secas com NaSO4 anidro e o solvente foi removido sob pressdo reduzida para obter o produto.
Rendimento: 59%. Esse composto intermediario purificado foi caracterizado por RMN de 'H

(Figura 83) e utilizado na etapa seguinte para a sintese do ligante NHC.

RMN H (CDCls, 400 MHz): 6 10,65 (s, 1H, NH), 8,43 (s, 1H, Ha), 8,29 (s, 1H, Hb), 8,01 (d, J
= 8,6 Hz, 1H, Hc) 7,67 (d, J= 8,7 Hz 1H, Hd), 4,39 (q, /= 7,1 Hz, 2H, He), 1,39 (t, /= 7,1 Hz,
3H, Hf) ppm.

Entdo, preparou-se o sal de iodeto de benzimidazoélio, o ligante NHC, a partir do composto
intermediario obtido na etapa anterior (Figura 37). Logo, o intermediario benzimidazol (400 mg,
1 eq.) e carbonato de potassio (K2COs3, 291 mg, 1 eq.) foram adicionados em acetonitrila (MeCN,
15 mL), junto de iodeto de etila (Etl, 5 eq.) e a mistura de reagdo foi agitada magneticamente sob
refluxo por 24 horas. Em seguida, o solvente foi removido sob pressao reduzida. O residuo foi
suspenso em diclorometano (20 mL) e a solugdo foi filtrada. O solvente foi removido e o residuo

foi lavado trés vezes com 100 mL de tetrahidrofurano/n-hexano (2/5). Rendimento: 70%.

RMN 'H (CDCl3, 400 MHz): § 11, 24 (s, 1H, Ha), 8,40 (s, 1H, Hb), 8,33 (d, J= 8,7 Hz, 1H, Hc)
7,82 (d, J= 8,7 Hz 1H, Hd), 4,73 (m, 4H, H2 e H2"), 4,46 (m, J = 7,1 Hz, 2H, He), 1,79 (m, 6H,
H1 e H1’) 1,44 (t,J= 7,1 Hz, 3H, Hf) ppm.

2.3.4 Sintese do complexo monocarbeno Au(I)-NHC
O complexo Au(I)-NHC foi sintetizado conforme procedimento publicado na literatura

[140] e o esquema de sintese esta representado na Figura 38.
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Figura 38 Esquema de reagdo para obtengdo do complexo Au(l)-NHC. O complexo foi obtido por meio de uma

reagdo de transmetalagdo usando o Ag20 e o ligante NHC em diclorometano.

O sal de iodeto de benzimidazdlio (ligante NHC) foi usado para sintetizar o complexo
Au(I)-NHC, dissolvendo-se o ligante NHC (1 eq) e Ag>O (0,6 eq.) em diclorometano (DCM, 20
mL) e deixando o sistema sob agitagdo overnight em temperatura ambiente (aproximadamente 25
°C), protegidos da luz. O precursor de ouro, [Au(SMe>)Cl] (1,1 eq., SMe, = dimetilsulfeto) foi,
entdo, adicionado e a mistura seguiu sob agitacdo magnética por 60 h. Por fim, a reagao foi filtrada
em celite e o solvente do filtrado foi todo removido sob pressdo reduzida. O residuo foi lavado
com THF/n-hexano (2:5, 3 vezes) e por varias vezes com éter dietilico, até que o solvente estivesse

incolor. O produto laranja-claro obtido foi seco sob pressao reduzida. Rendimento: 60%.

RMN 'H (CDCl3, 400 MHZz): § 8,19 (s, 1H, Hb), 8,15 (d, J= 8,6 Hz, 1H, He) 7,52 (d, J= 8,6 Hz
1H, Hd), 4,58 (m, 4H, H2 ¢ H2’), 4,44 (m, J = 7,3 Hz, 2H, He), 1,55 (m, 6H, H1 ¢ H1’) 1,44 (t,J
=7,1 Hz, 3H, Hf) ppm.

2.3.5 Sintese de NHC-COOEt@AuNPs por meio da abordagem bottom-up

O complexo Au(I)-NHC (1 eq.) foi dissolvido em 2 mL de THF e deixado sob agitacio
vigorosa a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) e protegido da luz. Uma solugao de #-
BuNH2.BH; (3,6 eq.) em 1 mL de THF foi preparada e entdo adicionada a solugdo do complexo
de ouro sob agitacdo magnética. A reagdo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C) por 16 horas, resultando em uma solu¢do marrom. Em seguida, o
solvente foi removido sob pressdo reduzida, resultando na formacao das AuNPs como um sélido
preto. Este solido foi dissolvido em diclorometano e filtrado através de algodao para remover
quaisquer particulas insoliveis. O filtrado foi submetido & remogdo completa do solvente e,

finalmente, seco sob pressao reduzida.
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2.3.6 Sintese de NHC-COOH@AuNPs por hidrolise de NHC-COOEt@AuNPs

As nanoparticulas de NHC-COOEt@AuNPs (20 mg) foram suspensas em 5 mL de EtOH
e deixadas sob agitagdo magnética vigorosa a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C).
Separadamente, 5 mg de NaOH foram dissolvidos em 5 mL de dgua e adicionados a suspensao de
nanoparticulas. A mistura reacional foi, entdo, aquecida a 90 °C e agitada por 1 hora. Apos resfriar
até temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C), o etanol foi removido sob pressdo reduzida e
particulas insoliiveis presentes na fase aquosa foram removidas por filtragao através de algodao.
As nanoparticulas de NHC-COOH@AuNPs, dissolvidas em agua, foram purificadas por didlise
(Figura 39) por 48 h usando uma membrana de dialise de celulose tratada (Sigma-Aldrich, D9652)

com um corte de peso molecular de 14 kDa. Rendimento: 75%.

RMN 'H (D»0, 400 MHz): 5 7,98 (s, Hb), 7,76 (d, He), 7,76 (d, Hd), 4,58 ¢ 4,52 (m, H2 e H2’),
1,52 (m, H1 e H1’) ppm.

H,0 MilliQ
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Figura 39 Representagdo esquematica de uma bolsa de didlise contendo as AuNPs e suas impurezas. A solugdo
aquosa impura de AuNPs é colocada dentro da membrana de dialise que é selada com dois clips nas duas pontas.
Essa bolsa é colocada dentro um béquer grande com dagua que fica sob agitagdo por alguns dias. Devido aos poros
da membrana, as espécies moleculares deixam a bolsa em direcdo a agua, funcionando como uma espécie de filtragdo

da solugdo de AuNPs.

2.3.7 Reacio de reducao catalitica do 4-nitrofenol

O experimento foi realizado em triplicata, com uma massa de 0,2 mg de NHC-
COOH@AuNPs. 100 pL de uma solucao aquosa de 4-nitrofenol (3 mM) foram adicionados a
uma cubeta contendo as AuNPs e 1,9 mL de 4gua MilliQ. 1 mL de uma solucdo aquosa de NaBH4

(30 mM) foi rapidamente adicionado a cubeta enquanto se iniciava a analise. A concentragdo total
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de 4-nitrofenol e NaBH4 na cubeta foi de 0,1 mM e 10 mM, respectivamente. As reacdes de
reducdo do 4-nitrofenol foram monitoradas por espectroscopia de absor¢do no espectrofotdmetro
UV-Vis, em uma faixa de 700 — 230 nm e taxa de varredura de 600 nm min!. O espectrofotdmetro
de UV-vis foi configurado para registrar um espectro a cada 30 segundos durante 360 minutos,
mas foi interrompido quando a intensidade de absor¢ao da banda de 400 nm permaneceu constante
durante as analises.

A constante de reagdo (k) foi calculada tragando o logaritmo natural da mudanga na
concentragdo [C] do 4NP ao longo do tempo (t), com base na concentragdo inicial do 4NP [Co],
considerando a absorbancia em 400 nm.

In [C] = -kt + In [CQ]

2.3.8 Reaciao de acoplamento das nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs com 7-amino-4-
metil-cumarina

A conjugacao foi realizada mediante a otimiza¢ao de um método, utilizando-se o protocolo
EDC/NHS, com base em metodologias descritas na literatura.[141]

Assim, 200 pL de uma solu¢do aquosa 1 mg mL"' das nanoparticulas NHC-
COOH@AuNPs foram ativadas durante 5 minutos por 5 pL de uma solugdo aquosa 0,2 M de
EDC e 10 pL de uma solugdo aquosa 0,2 M de NHS (as concentracdes dos reagentes acopladores
estavam com a razdo molar EDC/NHS de 1:2). Separadamente, 10 pL. de uma solucdo-estoque
0,01 M da amina fluorescente 7AMC, em DMF, foram deixados para agitar em 1,7 mL de H>O.
A solugdo ativada das nanoparticulas (10 pL) foram tituladas com a solu¢do da amina, enquanto

registrava-se o espectro de fluorescéncia da 7AMC (Aexcitacio: 340 nm € Aemissio: 450 nm).
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1 Sintese do complexo Au(I)-NHC

O ligante imidazol e o complexo Au(I)-NHC foram sintetizados seguindo a rota descrita
por Ott e colaboradores.[140] Inicialmente, para a obtencao do ligante (Figura 2.9) foi realizada
uma reac¢ao de protecdo do grupo —COOH no 4cido 1H-benzimidazol-5-carboxilico com etanol
em meio acido. Em seguida, o sal benzimidazoélico, denominado ligante NHC, foi formado via
alquilagdo do respectivo benzimidazol com iodoetano em acetonitrila.

Posteriormente, o complexo NHC de ouro(I), Au()-NHC, foi sintetizado em
diclorometano em uma rea¢do de duas etapas por meio de uma etapa de transmetalagdo com o
oxido de prata. A transmetalagdo ¢ tradicionalmente definida como uma troca de metais entre um
composto organometalico e um metal ou um composto organometalico diferente, particularmente
util em Quimica Supramolecular e na obtencdo de complexos de ouro(I)-NHC. Nesse caso, o
complexo de prata intermediario, Ag(I)-NHC, ndo foi isolado e foi reagido por 60 horas com o
precursor de ouro(I), Au(SMe»)Cl, para obten¢dao do complexo de ouro(I)-NHC (Figura 2.10).

Todos os precursores sintetizados relatados na literatura foram caracterizados por RMN de
"H em CDCl; e a analise dos espectros esta de acordo com as estruturas quimicas propostas € com
as atribui¢cdes de protons reportadas anteriormente [140] (Material Suplementar, Figura 83 —
Figura 85). A conversao do sal de benzimidazoélio (ligante NHC) em complexo de ouro(I), Au(I)-
NHC, foi corroborada com a analise de RMN de 'H pela auséncia do sinal de Ha no espectro do
produto (Figura 85). O precursor sem metal exibe um sinal para esse hidrogénio na faixa de 11,2

ppm (Figura 84).

2.4.2 Sintese de NHC@AuNPs: uma abordagem bottom-up

A abordagem sintética escolhida para obten¢do das nanoparticulas de ouro soluveis
(NHC@AuNPs) foi o método “bottom-up”, inspirado pelo trabalho de Young e
colaboradores[142], em que as AuNPs sdo obtidas por meio de reacdo de redugdo de um complexo
de ouro(I) mantendo-se os ligantes NHC coordenados.

Inicialmente, o complexo Au(I)-NHC foi dissolvido em THF e deixado sob agitacio
protegido da luz. Para a formagao das nanoparticulas por meio da redugdo dos centros de ouro(I)
para ouro(0), o agente redutor escolhido foi o ~BuNH.BH3, de carater redutor moderado, uma
vez que agentes redutores mais fortes podem gerar AuNPs muito pequenas. A mistura de reacao
foi deixada sob agitagdo por 24 h para garantir total redu¢do e uma distribuicdo de tamanho

uniforme, como descrito por Crudden e colaboradores[139], que observaram que o tempo de
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reacdo mais longo pode gerar AuNPs ligeiramente maiores com uma estreita distribui¢dao de
tamanho de particula.

A adigdo do agente redutor levou imediatamente a observagdo de uma mudanca de cor da solugdo,
inicialmente amarela (relativo ao complexo de ouro(I)) para marrom até vermelho-tinto,
caracteristica de nanoparticulas de ouro. As nanoparticulas de ouro(I), NHC-COOEt@AuNPs,
foram obtidas como solidos pretos, que apresentam carater hidrofobico e sdo soliveis em solventes
como diclorometano e etanol. O esquema de sintese para formacao das NHC-COOEt@AuNPs
encontra-se na Figura 40, bem como a foto do baldo reacional apds evaporagdo do solvente,

resultando nas nanoparticulas escuras.

Bottom-up

o —
EtO N>_ . 'BuNH,.BH;
N THF
—

12h

Figura 40 Formacgao das NHC-COOEt@AuNPs a partir do seu complexo de ouro(l) correspondente, em THF na
presenca de t-BuNH>. BH3 por meio da abordagem bottom-up. A direita, observam-se as particulas escuras resultantes

apos a evaporagdo do solvente.

Para obtengdo de NHC-COOH@AuNPs soluveis em agua foi necessario promover a
hidrolise bésica do éster presente na estrutura das nanoparticulas NHC-COOEt@AuNPs
reestabelecendo o grupo carboxilato do ligante NHC. As AuNPs foram purificadas por meio de
dialise contra 4gua MilliQ para remocao de possiveis espécies que ndo reagiram.

Na Figura 41, tem-se o esquema de sintese para obtengdo das NHC-COOH@AuNPs, bem

como a foto da solucdo aquosa resultante de cor vermelho-vinho.



100

EtO

HO
(o) ;,ZO
N. .N NaOH N N / £
A AR W

Figura 41 Formacgao das NHC-COOH@AuNPs soluveis a partir da hidrolise basica do éster presente na estrutura

do ligante NHC. A direita, observa-se a solugio aquosa contendo as nanoparticulas soliveis.

Depois disso, as nanoparticulas de ouro NHC-COOH@AuNPs soluveis resultantes foram
liofilizadas para gerar solidos escuros que podem ser redispersos em dgua para serem analisadas
por UV-vis, RMN, TG, MET e potencial zeta. O potencial das NHC-COOH@AuNPs como
catalisadores em reagdes-modelo foi avaliado. Além disso, como prova de conceito, a capacidade

de acoplamento com aminas para formag¢ao de ligagdo amida também foi avaliada.

2.4.3 Espectroscopia no UV-visivel

A formagdo de AuNPs estabilizadas por ligantes NHC por meio da abordagem BU foi
confirmada por espectroscopia UV-vis. As NHC-COOEt@AuNPs exibem uma banda nitida de
ressonancia plasmodnica de superficie centrada em 525 nm em diclorometano (Figura 42), com um
comprimento de onda tipico para AuNPs com um tamanho médio de particula entre 2-5 nm. A
largura de banda indica, ainda, a monodispersividade das AuNPs sintetizadas. Na regido do UV
ainda ¢ possivel observar as bandas associadas as transi¢des =—mn* e n—mn* relacionadas ao anel
benzimidazol, em 234 nm e 298 nm, respectivamente, confirmando a presenca da fragdo organica
na estrutura das AuNPs.

As transi¢des eletronicas observadas na regido do UV podem ainda ser atribuidas ao
complexo de ouro(I), Au(I)-NHC, uma vez que ndo foi possivel purificar as nanoparticulas de
carater hidrofobico por didlise. A banda proxima a 366 nm pode ser atribuida as transi¢des de

transferéncia de carga metal-ligante do complexo de ouro(I).
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Figura 42 Espectro UV-visivel das NHC-COOE{@AuNPs em diclorometano, evidenciando a banda LSPR em 525

nm.

A dissolugdo das nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs em dgua produz uma solugdo
tipica de cor vermelho-vinho. Apds a reacdo de hidrolise, a banda de ressondncia plasmonica
permanece visivel e proxima de 525 nm, no entanto, deve-se considerar que os solventes utilizados
nas analises de UV-vis para as duas nanoparticulas sdo diferentes e podem influenciar na absorg¢ao.
Na regido das transi¢des eletronicas referente a fragdo organica da superficie das nanoparticulas,
sd0 observadas as transi¢des m—n* (em 230 nm) e n—n* (em 302 nm) associadas ao grupo
carboxilico e aromatico. Devido a purificagdo via didlise, qualquer resquicio de complexo Au(I)-

NHC foi removido e, portanto, a banda em 366 ndo esta presente (Figura 43).

3 — NHC-COOH@AuUNPs
— NHC-COOEt@AuNPs

Absorbance (a.u.)

o I 1 | 1
200 400 600 800 1000
A(nm)

Figura 43 Espectro UV-visivel das NHC-COOEt@AuNPs ¢ NHC-COOH@AuNPs em diclorometano e dgua,

respectivamente, evidenciando a banda LSPR proxima a 525 nm.
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2.4.4 Espectroscopia de RMN de 'H

Para nanoparticulas de ouro soliveis, a espectroscopia de RMN ¢ uma ferramenta
importante para avaliar a camada organica qualitativa ou quantitativamente, e fornece informagdes
valiosas sobre a pureza, a densidade do ligante, além de compreender os efeitos eletronicos do
ouro em relagdo aos ligantes estabilizadores.[143] A espectroscopia de RMN ainda apresenta
vantagens no que tange a preservagdo da amostra, uma vez que ¢ um método nao-destrutivo, ao
contrario de outras técnicas usadas na caracterizagdo de nanoparticulas, como espectrometria de
massas. No entanto, a analise de RMN ¢ definitivamente favorecida para nanoparticulas menores,
de forma que a simples possibilidade de realizacdo da andlise ja ¢ indicativa do tamanho das
AuNPs.[144]

Assim, apos didlise e liofilizagdo, o espectro de RMN de 'H foi registrado para as
nanoparticulas de NHC-COOH@AuNPs em DO (Figura 44). Devido a insolubilidade em agua
dos compostos precursores (Au(I)-NHC ¢ NHC-COOEt@AuNPs), ndo foi possivel comparar
diretamente os espectros de RMN. Na verdade, a solubilidade das NHC-COOH@AuNPs em
meio aquoso ¢ uma forte evidéncia da presenga do grupo carboxilato na superficie da nanoparticula
de Au.

Na regido de protons aromaticos do espectro de RMN de 'H observam-se as ressonancias
de préton do grupo benzimidazol em 7,98 (singleto, He), 7,76 (dupleto, Hb) e 7,37 ppm (dupleto,
Ha). Ainda, nenhum sinal evidente do ligante imidazdlico livre foi fortemente detectavel na
amostra NHC-COOH@AuNPs, conforme indicado pela auséncia de um sinal mais desblindado
proximo a ~ 9 ppm no espectro de 'H. Dois sinais alargados em 4,58 ¢ 4,42 ppm podem ser
atribuidos as ressonancias dos hidrogénios metilénicos vizinhos ao nitrogénio do ligante NHC, H2

e H2’. Similarmente, os sinais dos grupos metila, H1 e H1’, sdo observados préximo a 1,50 ppm.
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Figura 44 Espectro de RMN de 'H em D:0 das nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs apés didlise e liofilizagéo e

atribuig¢do dos sinais aos seus respectivos protons.

2.4.5 Espectroscopia de infravermelho

A estrutura quimica da camada organica que envolve o nicleo das nanoparticulas de ouro
pode ser analisada por meio de espectroscopia de infravermelho, com base nas caracteristicas
vibracionais especificas de grupos funcionais dos ligantes. Assim, a espectroscopia de
infravermelho ¢ uma ferramenta util para realizar uma avaliag¢do qualitativa da fracdo organica que
envolve as AuNPs, sendo também aplicavel para monitorar a modificagdo da superficie da
nanoparticula ou a troca de ligantes. Além disso, alteragdes nas bandas caracteristicas de grupos
funcionais adsorvidos na superficie das NPs podem ser utilizadas para descrever o tipo ¢ a
orientacdo da interacdo entre o nucleo e o ligante organico.

Neste trabalho, FTIR-ATR foi utilizado para corroborar os dados de RMN de 'H e UV-vis
quanto a auséncia dos precursores imidazdlicos na superficie das NPs, bem como verificar o
sucesso da reacdo de hidrélise do éster para gerar as nanoparticulas soluveis. O acessorio de
reflexdo total atenuada (ATR) foi selecionado em razao da possibilidade de colocar a amostra no

cristal ATR sem qualquer pré-tratamento ou preparo de amostras que possam influenciar no

espectro final obtido.
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Uma comparagdo qualitativa dos espectros de IR foi feita entre as nanoparticulas NHC-
COOEt@AuNPs e NHC-COOH@AuNPs (Figura 45). Um espectro de fundo foi coletado antes
da andlise de cada amostra e cada espectro foi registrado a partir de 32 varreduras. A confirmagao
da presenga de moléculas organicas ancoradas na superficie das nanoparticulas foi estabelecida
devido a detec¢do de bandas de vibracdo na faixa correspondente aos grupos C-H, que se estende
por volta de 2900 cm! para os ligantes NHC. A espectroscopia de infravermelho sugere a
substitui¢do das moléculas estabilizadoras de NHC com um grupo éster pelo andlogo acido
carboxilico. Para as NHC-COOEt@AuNPs, a banda da carbonila é observada em 1705 cm’!,
enquanto para NHC-COOH@AuNPs a absorgdo é proxima de 1640 cm™. Além disso, a banda
da carbonila do éster ¢ mais nitida e aguda, como observado no espectro para as NHC-

COOEt@AuNPs, enquanto a banda de acido carboxilico ¢ mais alargada.

1640 e

1705 cm”!

Transmitancia (%)

——  NHC-COOH@AUNPs
——  NHC-COOEt@AuNPs

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
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Figura 45 Espectros de infravermelho (FTIR-ATR) das nanoparticulas NHC-COOEt@AuNPs (linha vermelha) e
NHC-COOH@AuNPs (linha azul).
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2.4.6 Analise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TGA) foi realizada para se entender o comportamento
termoquimico das NHC-COOH@AuNPs, estimar o grau de funcionalizacdo do ligante NHC na
sua superficie, bem como conhecer o teor de ouro na amostra.

O fundamento principal da TGA ¢ que a mudanca de massa de uma amostra pode ser
estudada sob condi¢des programadas de temperatura. Essa andlise envolve o aquecimento de uma
amostra de massa conhecida e o monitoramento da queda percentual na massa a medida que a
amostra se decompde. Compostos volateis, 4gua adsorvida e solventes presentes na amostra se
perdem primeiro abaixo de 150 °C, enquanto a 4gua ligada e os materiais organicos de baixo peso
molecular sdo perdidos entre 150 °C e 250 °C. Acima de 250 °C, outros materiais organicos se
decompoem, restando, no caso de nanoparticulas metalicas, o metal como residuo.[145]

A curva termogravimétrica das nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs encontra-se na
Figura 46. A medida foi registrada sob atmosfera de argdénio com fluxo de 25 mL min! e as
amostras foram aquecidas com uma taxa de 10 °C min™! de 30 a 800 °C.

A curva se inicia com a perda de massa de 9,5% em um evento continuo que ocorre até a
temperatura proxima de 120 °C, sugerindo a possivel liberagdo de solvente residual ou volateis
adsorvidos na superficie das nanoparticulas. Em seguida, tem-se um segundo evento em um
intervalo relativamente curto de temperatura, que se inicia na temperatura de 120 °C até 180 °C, e
resultou na perda de 16,5% de massa da amostra, provavelmente iniciando a degradacdo dos
ligantes NHC. Por fim, um terceiro evento mais longo resultou na perda de 13% em massa da
amostra, atribuido a remocgao dos ligantes da superficie das nanoparticulas de ouro. Assim, a partir
de 492 °C tem-se uma certa estabilidade térmica da amostra que resulta em 61% de residuo, que
se refere ao ouro total na amostra e consequentemente cerca de 39% em massa de funcionalizag¢ao
na superficie das nanoparticulas. O resultado obtido de 39% de funcionalizagdo estd de acordo
com a propor¢ao relatada para outros sistemas NHC@AuNPs[142,146,147], evidenciando que a
reten¢do do ligante NHC na superficie da AuNP é comumente observada para coldides obtidos

por meio da abordagem bottom-up.
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Figura 46 Curva TG das nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs, com indicagdo dos percentuais de perda de massa

nos diferentes eventos térmicos registrados, bem como as temperaturas em que esses eventos se iniciaram.

2.4.7 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As técnicas de microscopia eletronica ganharam ampla aplicagdo para visualizar as AuNPs
devido a sua resolucdo intrinseca em escala subnanométrica. A microscopia eletronica de
varredura, conhecida como MEV, fornece imagem da superficie (ou quase superficie) de uma
amostra. A microscopia eletronica de transmissdo (MET) ¢ uma técnica avangada de microscopia
que utiliza feixes de elétrons, em vez de luz visivel, para obter imagens e informagdes detalhadas
sobre amostras em escala nanométrica. A MET ¢ uma técnica bésica usada para a caracterizacdo
de nanoparticulas metélicas, especialmente aquelas usadas para catalise, ja que o desempenho das
nanoparticulas pode, em ultima andlise, estar ligado ao seu tamanho e forma.[143] Ainda, a MET
pode ser usado para medir cada tamanho de particula diretamente, permitindo que o tamanho
médio e a distribuicdo do tamanho da particula sejam derivados da imagem obtida. A camada
organica que envolve uma nanoparticula geralmente nao ¢ diretamente visivel, uma vez que a sua
espessura ¢ muito pequena na escala nanométrica. As imagens de MET, portanto, fornecem a
dimensdo do ntcleo de ouro, ou seja, da agregacdo metdlica decorrente da formagdo de
nanoparticulas.

Por meio da MET, foi possivel obter imagens de alta resolugdo de ambas as nanoparticulas
de ouro sintetizadas, destacando sua forma esférica uniforme e proporcionando uma visualizagao
precisa do tamanho e da distribui¢do das particulas para determinar o tamanho médio de particula.

Para isso, uma gota de uma suspensdo saturada de NHC-COOEt@AuNPs em

diclorometano foi gotejado sobre uma grade de cobre revestida de carbono e deixada para evaporar
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naturalmente antes da analise de MET. Na Figura 47 tem-se uma imagem de MET representativa
das nanoparticulas NHC-COOEt@AuNPs. A analise da distribuicdo do tamanho de cerca de 200
particulas revelou que as AuNPs tém cerca de 6,63 = 1,1 nm de didametro, como observado no

histograma de tamanhos obtido e demonstrado na Figura 47.
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Figura 47 Imagem de MET representativa das NHC-COOEt@AuNPs e histograma de distribui¢do de tamanho de

particula: A AuNP apresentou um tamanho médio de 6,63 £ 1,1 nm. Barra de escala na imagem de MET: 50 nm.

Para as nanoparticulas soltiveis, uma gota de uma suspensdo aquosa saturada de NHC-
COOH@AuNPs foi gotejada sobre uma grade de cobre revestida de carbono e deixada para
evaporar naturalmente antes da andlise de MET. A anélise da distribui¢do do tamanho de cerca de
400 particulas revelou que as NHC-COOH@AuNPs tém cerca de 4,94 + 0,96 nm de diametro,

como observado no histograma de tamanhos obtido e demonstrado na Figura 48.
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Figura 48 Imagem de MET representativa das NHC-COOH@AuNPs e histograma de distribui¢do de tamanho de

particula: A AuNP apresentou um tamanho médio de 4,94 + 0,96 nm. Barra de escala na imagem de MET: 50 nm.

Em geral, a andlise de MET destaca claramente o tamanho pequeno das AuNPs, que nesse
caso, poderia também ser previsto a partir do Amax da banda LSPR de ambas as nanoparticulas
obtidas. Os seus tamanhos médios obtidos estao de acordo com o que tem sido relatado na literatura

para AuNPs similares, obtidas também por meio da abordagem bottom-up.[142,146,147]

2.4.8 Estudos de estabilidade em solucao
2.4.8.1 Estabilidade em agua

Ao se avaliar a estabilidade de nanoparticulas de ouro soltveis, as investigagcdes do perfil
UV-vis ao longo do tempo podem ser Uteis para obter informagdes sobre os processos de agregacao
que podem ocorrer em solucdo e/ou para verificar se o ligante NHC dissocia-se da superficie da
nanoparticula ao longo do tempo. A estabilidade em condigdes fisiologicas também € crucial para
considerar as AuNPs como possiveis agentes em aplicacdes biomédicas.

Assim, uma quantidade suficiente de NHC-COOH@AuNPs para atingir uma absorbancia
da banda SPR de aproximadamente 0,5 no UV-vis foi dissolvida em 4gua MilliQ e os espectros
de UV-vis foram registrados entre 200-1000 nm ao longo do tempo. Dentro do tempo maximo
registrado de 24 horas, ndo foram observadas alteracdes significativas na amostra, de forma que
na solucgdo analisada ndo foi possivel detectar a olho nu sinais de agregacdo das nanoparticulas,
como sinais de precipitagdo ou mudanga de cor. Além disso, nos espectros obtidos, a intensidade
da banda LSPR das nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs ou das bandas associadas a fragao
organica ¢ essencialmente a mesma durante a andlise, revelando a alta estabilidade das

nanoparticulas e dos ligantes ancorados a superficie nessas condicdes.
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Figura 49 Espectros UV-Vis de NHC-COOH@AuNPs em agua MilliQ durante 24 h apos a didlise. Os espectros

foram registrados a cada 15 minutos durante a primeira hora e depois a cada 30 minutos até 15 horas.

2.4.8.2 Estabilidade em func¢io do pH

Nanoparticulas de ouro que mantém sua estabilidade em solu¢des com diferentes niveis de
acidez e em meios biolodgicos sdo cruciais para diversas aplicacdes nos campos da biomedicina,
diagnostico, pesquisa e processos industriais. Uma vez que os sistemas biologicos podem
apresentar niveis variados de pH, as AuNPs estdveis em relagdo ao pH garantem que essas
aplicagdes funcionem de maneira confiavel sob diferentes condigdes fisiologicas.

No caso das NHC-COOH@AuNPs sintetizadas, o grupo -COOH pode ainda ser um grupo
que responde aos diferentes valores de pH do meio, uma vez que pode ser protonado e
desprotonado conforme necessario. A dissociacdo desse grupo proporciona estabilizagdo
eletrostatica e pode, portanto, alterar caracteristicas finais das nanoparticulas, como a solubilidade
ou a capacidade de dispersdo das AuNPs em agua. Assim, a investigacdo da carga superficial de
nanomateriais desempenha um papel fundamental na explicacdo da estabilidade coloidal e na
prevencao da aglomeragdo desses materiais. Na pratica, essa carga ¢ frequentemente avaliada por
meio da medida do potencial zeta, expresso em milivolts (mV).

A estabilidade coloidal das AuNPs funcionalizadas com os ligantes NHC-COOH, NHC-
COOH@AUuNPs, foi confirmada por meio da medida do potencial zeta de diferentes solugdes
contendo aproximadamente a mesma massa de nanoparticulas (0,2 mg mL!) em uma faixa de pH
de 1 — 13, a fim de estimar a carga sobre a superficie organica do metal sob essas condigdes. As
mesmas solugdes empregadas nas medidas de potencial zeta, também puderam ser analisadas por
espectroscopia no UV-vis, uma vez que a observagdo do maximo de absor¢ao da banda de LSPR
também pode ser util na identificacdo de fenomenos de agregacdo decorrentes da desestabilizacao

das nanoparticulas a depender do meio empregado, nesse caso, a depender do pH do meio.



110

Para estudar a fun¢ao da estabilizacdo eletrostatica, foi realizada a medida do potencial zeta
das NHC-COOH@AuNPs em solugdo aquosa e foi observado um potencial zeta proximo a -25
mV em agua MilliQ. Esse potencial zeta negativo ¢ consistente com a presenga de um carboxilato
desprotonado do ligante NHC na superficie das nanoparticulas. Em termos gerais, as
nanoparticulas com um potencial zeta acima de 25 mV ou abaixo de -25 mV tém sido descritas
como estaveis, devido a presenca de repulsdo eletrostatica adequada para manté-las em suspensao
de maneira constante.[142]

A andlise do potencial zeta em diferentes valores de pH revelou que as nanoparticulas
NHC-COOH@AuNPs apresentam carga negativa sobre a superficie em pH entre 3 e 13. Em meio
acido (pH =1 e pH = 2), no entanto, o potencial zeta aumenta para cerca de +25 mV. Assim, pode
ser considerado que o ponto isoelétrico das nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs estd proximo
de 2,5, ou seja, o pH em que ocorre o equilibrio de cargas negativas e positivas na superficie das
nanoparticulas. Essas observagdes confirmam a hipdtese de que os ligantes NHC continuam
ligados a superficie das nanoparticulas e que a hidrolise foi eficiente na formagao do grupo acido
carboxilico.

Essa tendéncia de variacdo do potencial de superficie em fun¢do do pH foi observada
também para nanoparticulas similares, como no trabalho j& mencionado de Young e
colaboradores.[142]
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Figura 50 Valores de potencial zeta médio obtidos das NHC-COOH@AuNPs em solugbes aquosas (0,2 mg mL?)
com diferentes valores de pH. O potencial zeta de cada solugdo foi medido em triplicata e o desvio padrdo obtido

também é ilustrado.

Para o espectro de absor¢@o na regido do UV-vis das solugoes de NHC-COOH@AuNPs
em diferentes valores de pH, para além de pequenos desvios observados, pode se verificar também
que ndo houve agregagdo, uma vez que os espectros ndo foram ampliados em comprimentos de
onda proximos a regido de 600 — 700 nm, indicando elevada estabilidade da banda LSPR, e

consequentemente das nanoparticulas, nas diferentes condi¢des. Em meio 4cido, pH 1—2, ¢
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observado que eventualmente as nanoparticulas precipitam, mas podem ser redispersas ao se

basificar o meio novamente.
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Figura 51 Espectros de absor¢do UV-Vis com foco na banda de LSPR de NHC-COOH@AuNPs em solugoes aquosas

0,2 mg mL"! com diferentes valores de pH.

2.4.8.3 Estabilidade na presenca de modelos de tiol

Em sistemas bioldgicos, moléculas como a glutationa e a albumina estdo presentes em
concentragdes significativas e a interagdo de compostos de ouro com essas biomoléculas ¢ bem
estabelecida na literatura.[50] Como ja mencionado, essas interagdes podem ser explicadas pela
natureza aurofilica dos tidis e pelo fato de que os centros metalicos de ouro geralmente atuam
como centros de 4cido m-Lewis com afinidade por bases macias e nucleofilos. AuNPs geralmente
tém uma afinidade especial por tidis devido a forte interacdo entre os atomos de enxofre nos grupos
tiol (-SH) e a superficie do ouro. Razdo pela qual as AuNPs sdo frequentemente usadas em
aplicacdes que envolvem moléculas de tiol, como na funcionalizacdo de superficies ou na detec¢do
de biomoléculas. No entanto, moléculas como a glutationa ja demonstraram causar a degradagao
de nanoparticulas de ouro.[142] Estudos sobre a reatividade entre AuNPs e moléculas-modelo
podem ser uteis para entender a suscetibilidade das nanoparticulas a sofrer reacdes colaterais na
presenca de moléculas tioladas. Além disso, pode-se entender mais sobre a estabilidade da ligacao
organometalica que ocorre entre a superficie da nanoparticula e os ligantes NHC.

Assim, um estudo de estabilidade foi realizado para avaliar a biocompatibilidade e a
estabilidade das AuNPs em condi¢gdes tamponadas (solugdo tampao de fosfato PBS, pH 7,4) na
presenca de N-acetil-L-cisteina (NAC) em concentragdes plasmaticas de substincias tioladas,
como a glutationa.

Depois de expor as NHC-COOH@AuNPs a2 mM de NAC, os espectros de UV-vis foram

coletados ao longo do tempo, com intervalos entre 1 h e 24 h. Observa-se nos espectros (Figura
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52) que minimas variagdes na intensidade de absorcdo da banda LSPR sdo registrados,
permanecendo a banda plasmoénica essencialmente inalterada. Na regido do UV, as intensidades
de absorcdo relacionadas as transi¢cdes no ligante NHC também sdo fracamente alteradas, sem
quaisquer deslocamentos hipso- ou batocrémico. Essas observagdes confirmam a alta estabilidade
das NHC-COOH@AuNPs em relagdo a agregacdo ou decomposi¢do das nanoparticulas na
presenca de NAC, podendo-se supor integridade estrutural mesmo na presenga de moléculas

tioladas.
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Figura 52 Espectros de absorg¢ao UV-Vis das NHC-COOH@AuNPs (0,2 mg mL™) na presenga de NAC (2mM, pH
7,4) em PBS nos tempos de 0 h, 1h e 24h.
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2.4.9 Reduc¢io catalitica do 4-nitrofenol por nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs

Nanoparticulas de ouro sdo consideradas excelentes catalisadores em uma variedade de
reacdes quimicas, gracas a varias propriedades Unicas que as tornam ideais para a catalise. As
AuNPs possuem uma excelente area superficial devido ao tamanho nanométrico; essa relacao
superficie/volume ampliada aumenta a eficiéncia da catdlise, permitindo que uma pequena
quantidade de AuNPs realize um grande niimero de reagdes. Ainda, as propriedades eletronicas
das AuNPs sdo influenciadas pelo tamanho, podendo permitir a ativagao de reagdes a temperaturas
mais baixas e a catdlise de reagdes que podem ndo ocorrer em particulas de tamanho
maior.[123,124,148] Outras vantagens permeiam a versatilidade das AuNPs, especialmente
aquelas estabilizadas por ligantes NHC, que podem ser funcionalizadas para permitir a adaptacdo
de suas propriedades finais em diferentes reagdes, bem como a estabilidade das nanoparticulas de
ouro.[135]

A catélise emergiu de maneira significativa no campo da quimica inorganica medicinal,
representando uma ferramenta para gerar novos candidatos a farmacos e mitigar as limitagdes
associadas aos metalo-fArmacos convencionais.[149—151] Idealmente, os metalo-fArmacos
cataliticos demonstram especificidade, estabilidade em ambientes bioldgicos e minimizam a
toxicidade, enquanto ainda mantém uma atividade catalitica relevante. Essa atividade catalitica
pode ser descrita como a capacidade de ativar uma pro-droga ou um fluoréforo, ou de modificar
componentes ou processos celulares. Apos a transformacdo catalitica, o catalisador permanece
inalterado, permitindo sua reacdo com uma nova molécula alvo, gerando assim um efeito de
amplificacdo. Essa amplificagdo resultaria, portanto, na redu¢cdo da dose necessaria de metalo-
farmacos. Ainda, existe o potencial para reduzir ou eliminar os efeitos adversos, uma vez que o
metalo-farmaco catalitico em si ndo € toxico e afeta exclusivamente a molécula alvo desejada de
forma especifica.[149] Em reagdes bio-ortogonais, os catalisadores derivados de metais ndo-
toxicos, como o ouro, sdo particularmente interessantes para aplicagdes terapéuticas, dadas as ja
mencionadas inlimeras vantagens associadas as AuNPs, como boa biocompatibilidade, capacidade
de agir como uma plataforma de drug-delivery e propriedades teranosticas.[149]

Nesse trabalho, como a alta estabilidade das nanoparticulas foi demonstrada em condi¢des
aquosas, em diferentes valores de pH e na presenca de tidis, as NHC-COOH@AuNPs puderam
ser avaliadas como potenciais catalisadores em reagdes que ocorrem em meio aquoso. Assim, o
desempenho catalitico das NHC-COOH@AuNPs foi investigado na redugao de 4-nitrofenol a 4-
aminofenol na presenca de um agente redutor. Os nitrofenois sdo compostos organicos, contendo

grupos nitro, considerados grandes poluentes aquaticos, gerados por fontes agricolas e
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industriais.[152] A redu¢do do 4-nitrofenol (4NP) utilizando NaBH4 como agente redutor ¢
amplamente reconhecida como um dos métodos mais populares para a redugdo de compostos nitro.
Isso se deve ao fato de que, com base no potencial eletroquimico padrao do 4-nitrofenol, o processo
de reducdo ¢ termodinamicamente favoravel. No entanto, a cinética da reacdo ¢ desfavoravel
devido a repulsdo entre ions negativos, como 4NP- e BHy4". Portanto, ¢ crucial a presenca de um
catalisador para acelerar a reacdo. O catalisador desempenha um papel fundamental na reducgao
eficiente do 4-nitrofenol, facilitando a transferéncia de elétrons e diminuindo a barreira energética.
A reacdo quimica resultante da reducdo catalitica do 4-nitrofenol ¢ muito popular e amplamente
estudada na avaliacdo do desempenho catalitico das AuNPs. Nessa rea¢do, que ocorre em meio
aquoso a temperatura ambiente, o 4-nitrofenol é convertido ao 4-aminofenol (com um grupo amino
-NH:) na preseng¢a de um agente redutor, geralmente o borohidreto de sdédio (NaBH4), e as AuNPs
podem atuar como catalisadoras nesse processo (Figura 53).[153] Como reportado anteriormente,
a redugdo de 4NP sem catalisador mostra conversdo <20% mesmo ap6s 142 minutos, indicando
uma reacdo lenta.[154] A reag¢do de 4-nitrofenol (4NP) pode ser monitorada por espectroscopia
UV-Vis em fun¢do do tempo de reagdo. Isso se deve a reducdo da banda em torno de 400 nm,
correspondente ao 4NP, e ao aumento simultaneo da intensidade de absorbancia da banda em torno
de 315 nm, correspondente ao 4-aminofenol (4AP). Normalmente, a presenga das AuNPs como

catalisadoras diminui a energia de ativacao da reacdo, tornando-a eficiente e seletiva.

/©/N02 NaBH, /©/N02 NaBH, AuNP @/NH"‘
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4NP 4NP-
Abs ~315 nm Abs ~400 nm Abs ~315 nm

Figura 53. Esquema de reagdo da redugdo catalitica do substrato 4NP em fase aquosa, passando pelo intermediario
4NP, gerando a amina correspondente 4AP como produto. As espécies associadas absorvem a luz UV-visivel em

comprimentos de onda variados facilitando as suas identificagoes.

Além disso, sob essas condigdes experimentais, observou-se que o unico produto gerado é
0 4-aminofenol. O mecanismo preciso desta reacdo ainda ndo foi completamente elucidado; no
entanto, um mecanismo proposto foi descrito por de Oliveira e colaboradores.[155] De acordo
com a proposta, a etapa limitante da taxa na reducdo do 4-nitrofenol envolve a clivagem da ligacao
B-H do NaBH4 para ativar os hidretos na superficie das AuNPs. Esses hidretos ativados sdo
subsequentemente transferidos para o grupo nitro, resultando na sua reduc¢ao para aminofenol em
um processo de trés etapas. E importante destacar que um excesso de NaBH4 ¢ fundamental nessa

rea¢do, pois uma quantidade significativa de hidretos ativados ¢ liberada da superficie das
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nanoparticulas na forma de gas hidrogénio (Hz). Além disso, o uso de um excesso de NaBH4 em
relacdo ao 4-nitrofenol garante que a concentragdo de borohidreto permanega essencialmente
constante durante a reagdo e permite que essa reagdo seja tratada como pseudo-primeira ordem,
facilitando a determinagdo da constante por meio de uma equagdo de primeira ordem.

O protocolo experimental para a reacdo catalisada foi baseado em procedimentos relatados
na literatura.[156] A reagdo foi conduzida em trés repeticdes e, em todos os casos, ndo foi
alcangada uma conversdo completa do 4NP. Isso pode ter ocorrido porque o NaBHs foi
completamente consumido ou hidrolisado antes que todo o 4NP pudesse reagir. Esse fendomeno
pode ser reconhecido pela estabilizacdo da banda de absor¢ao proxima a 400 nm.

Com base em curva de calibrag¢do obtida para o 4NP, utilizando-se a absorbancia da banda
em 400 nm para solucdes de diferentes concentragdes, e utilizando-se a equacdo de Lambert-Beer,
o coeficiente de absortividade molar foi obtido como sendo 17.239,32 M-! cm™!.

O estudo cinético no UV-Vis da atuagdo catalitica das NHC-COOH@AuNPs na reducdo
do 4NP esta representado na Figura 54. Observa-se no espectro a banda de absor¢ao caracteristica
do 4NP em 400 nm, bem como as bandas associadas as nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs em
525 nm (banda LSPR) e na regido do UV (transi¢des n—n* e n—n* no ligante NHC). A seta na
figura aponta para a diminui¢do da intensidade de absorbancia do substrato 4NP no decorrer da
reacdo de redugdo para formagao do produto 4AP, indicando que a nanoparticula € cataliticamente
ativa. Assim, de acordo com a equagdo mencionada, pode-se calcular a constante de reagcdo na
presenga das NHC-COOH@AuUNPs ¢ a constante foi k= 0,13 = 0,01 min"!. Também fica claro
no espectro UV-vis e no grafico de evolugdo da absorbancia da Figura 54 que a concentragao de
4NP comecou a se estabilizar apds 7 minutos. As nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs exibem
uma eficiéncia catalitica moderada, alcangando aproximadamente 75% de conversdo do substrato
em apenas 8§ minutos.

Em 2022, Casini e colaboradores sintetizaram nanoparticulas de ouro soliveis com ligantes
NHC sulfonados, sendo que os seus potenciais cataliticos de conversio do 4NP foram
avaliados.[156] Nesse trabalho, a AuNP apresentou alta eficiéncia catalitica, com a conversao do
substrato atingindo 81% apds apenas 1,5 minutos de reacdo, com uma constante de conversao de
1,4 min™! (sob as mesmas condigdes experimentais desta tese), ou seja, cerca de 10 vezes maior
que as NHC-COOH@AuNPs. Outros catalisadores derivados de nanoparticulas de ouro foram
avaliados variando-se suas concentragdes, sendo observado em alguns casos a atividade catalitica

dependente da concentragdo, como no interessante trabalho de Shen e colaboradores[157], que
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obtiveram AuNPs cataliticamente ativas por métodos biogénicos e observaram quase total
consumo do substrato 4NP em até 120 segundos de reacao.

Esses resultados demonstram preliminarmente que as nanoparticulas NHC-
COOH@AuNPs tém potencial como catalisadores em reacdes de redugdo. A fim de diminuir esse
tempo para a conversao completa do substrato e otimizar ainda mais o potencial catalitico das
nanoparticulas, pode se investir em outros agentes redutores na metodologia bottom-up de
formagdo das AuNPs que gerem particulas ainda menores, proporcionando uma relagdo area de
superficie/volume mais favoravel ou mesmo alteragdes na morfologia final da nanoparticula.

Para melhor entender o perfil catalitico das nanoparticulas, no entanto, o teor de ouro de
cada amostra devera ser determinado por técnicas como ICP-MS e XPS para se investigar a

porcentagem de Au(I)/Au(0).
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Figura 54 Espectros do UV-visivel obtidos a cada 30 segundos durante a reagdo de redugdo do 4NP catalisada pelas
AuNPs (esquerda). A direita, tem-se o grdfico de evolugdo da intensidade de absorbancia em 400 nm com relagdo ao

tempo de reagdo avaliado.

Ainda na Figura 54, observa-se que a bandas de transicdo do UV-vis associadas as
nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs permanecem virtualmente inalteradas durante a catalise: a
banda LSPR ndo tem seu comprimento de onda méximo deslocado e a intensidade de absor¢ado
permanece constante, enquanto as bandas na regido do UV do ligante NHC também ndo sofrem
variagOes significativas. Essas observagdes sugerem que, apesar de uma constante de reacao
relativamente baixa, as nanoparticulas catalisam a redugdo do 4NP conservando sua estrutura

quimica e ndo sofrem de fenomenos de agregacao ou precipitagao.
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2.4.10 Conjugacao de AuNPs em reacoes de acoplamento amidico

Nos ultimos anos, as nanoparticulas de ouro também emergiram como promissoras
plataformas de drug-delivery devido as suas propriedades intrinsecas ja mencionadas. Uma das
principais vantagens das nanoparticulas nesse sentido ¢ a possibilidade de controlar seu tamanho
e forma durante a sintese, permitindo um design direcionado para atender as necessidades
especificas de uma aplicacdo otimizando a eficiéncia terapéutica.[69,158]

Outra vantagem ¢ que as nanoparticulas de ouro sdo altamente estaveis e biocompativeis,
tornando-as adequadas para uso em sistemas bioldgicos. Sua superficie pode ser modificada com
a conjugag¢do de proteinas, anticorpos ou mesmo pequenas moléculas terapéuticas possibilitando
o direcionamento especifico das nanoparticulas para células ou tecidos-alvo. Essa estratégia pode
reduzir a toxicidade em células saudaveis e aumentar a eficicia da terapia.[159]

Ainda, considerando que as nanoparticulas de ouro podem atuar como agentes em terapia
fototérmica ou como agentes de contraste para imagem médica, a pesquisa também se concentra
em abordagens de terapias combinadas com esse tipo de nanomaterial.[119]

A conjugagdo de nanoparticulas de ouro com biomoléculas resulta, entdo, na criagdo de
materiais hibridos que possibilitam a interacdo das nanoparticulas metalicas com sistemas
bioldgicos.[160,161] Atualmente, existem quatro principais estratégias para a bioconjugacao:

1) Adsor¢ao (incluindo interagdes eletrostaticas, hidrofobicas e de van der Waals);

i1) Quimissorcdo, por exemplo, usando grupos tiol;

iii)) Acoplamento covalente, explorando grupos funcionais presentes tanto nas particulas
quanto nas biomoléculas;

iv) Ligagdo ndo-covalente, baseada na afinidade entre sistemas receptor-ligante.

A adsorgao fisica ¢ 0 método mais simples e amplamente utilizado, mas geralmente resulta
em orientagdo aleatoria de moléculas conjugadas, levando a uma reprodutibilidade limitada. A
conjugacao mais estavel de moléculas na superficie de AuNPs, com melhor reprodutibilidade, ¢
alcancgada por meio de ligacdo covalente.[162]

Grupos carboxilicos disponiveis podem reagir com aminas primarias por meio de uma
reacdo de condensag¢do para produzir ligagdes amidicas, entdo, como prova de conceito, ¢ descrita
a conjugac¢ao de aminas de interesse para rea¢ao de acoplamento amida no grupo acido carboxilico
da superficie das nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs.

A 7-amino-4-metilcumarina (7AMC) faz parte de um conjunto de cumarinas, com mais de
1.300 representantes identificadas na natureza, principalmente em plantas verdes. Essas cumarinas

sdo reconhecidas por sua capacidade de atuar como eliminadoras de radicais livres, bem como por
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suas propriedades anticincer, antimicrobianas, anti-inflamatorias, antiproliferativas,
antibacterianas, anti-HIV e antifingicas.[163]

A 7AMC (Figura 55) ¢ um composto que exibe fluorescéncia, com uma excitacdo maxima
em 341 nm e uma emissdo maxima em 441 nm. A classe de compostos a qual pertence a 7AMC ¢
usada comumente como marcadores fluorescentes de peptideos, ferramentas versateis para a
detec¢do e localizacdo de atividades de enzimas proteoliticas.[164]

O acoplamento das nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs, contendo o grupo -COOH, ¢ a
7AMC, molécula biorelevante contendo o grupamento amino, pode amplificar as propriedades
biologicas do derivado cumarina, bem como oferecer uma plataforma de drug-delivery para a
molécula que ¢ inerentemente hidrofobica. Além disso, o acoplamento que forma o grupo amida
pode ocasionar a supressao da fluorescéncia, oferecendo um meio pratico e rapido de se verificar
o sucesso da reagdio, como demonstrado no trabalho de Zamoj¢ e colaboradores.[165]

O esquema de reagdo de formagdo do grupo amida ¢ representado na Figura 55.
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Figura 55 Esquema representativo da reagdo de acoplamento amida entre as nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs

e a amina fluorescente 7AMC, na presenga de EDC/NHS em ambiente aquoso.

A estratégia adotada neste trabalho envolveu o estudo do acoplamento covalente da amina
7AMC na superficie das AuNPs, utilizando 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC)
e o grupo intermediario estabilizador N-hidroxissuccinimida (NHS), amplamente conhecidos
como o protocolo EDC/NHS para reagdes de acoplamento com biomoléculas. Em resumo, o
EDC/NHS foi usado para ativar o grupo funcional -COOH das nanoparticulas, o que facilita a
reacdo posterior com o grupamento amina. O mecanismo de acoplamento empregando-se os
agentes acopladores EDC/NHS ¢ bem discutido na literatura e ja foi utilizado para o acoplamento
de metalo-farmacos de Pt(IV) e nanoparticulas de ouro por Lippard e colaboradores.[132] O
mecanismo de ativagdo inicial envolve a incorporacdo de um grupo OH do écido carboxilico a
uma das ligacdes duplas do reagente carbodiimida, levando a formag¢ao do intermediario instavel

O-aciluréia, chamado também de acido carboxilico “ativado”. Esse intermedidrio pode, ainda, ser
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hidrolisado restaurando o acido carboxilico inicial. E, embora esse intermedidrio possa reagir
diretamente com uma amina primaria, essa reagao apresenta algumas limitacdes, incluindo cinética
de reacdo lenta, suscetibilidade a hidrdlise e possibilidade de rearranjo para uma N-acilureia ndo
reativa. O NHS ¢ introduzido justamente para aumentar a eficacia da ativagao inicial, aumentando
a estabilidade dos intermedidrios e gerando um éster ativo que se mostra um melhor grupo
abandonador.

O procedimento experimental foi baseado em metodologia descrita para o acoplamento
amidico de nanoparticulas de ouro estabilizadas por ligantes tidis com peptideos, descrito por
Bartczak e colaboradores.[141] Devido a natureza hidrofilica das nanoparticulas NHC-
COOH@AuNPs e demais reagentes, a cumarina fluorescente foi preparada como uma solucao-
estoque em DMF. Para minimizar efeitos de self-quenching, a concentragdo da amina 7AMC foi
mantida constante (50 pM). No espectrofluorimetro, utilizando um comprimento de onda de
excitagdo de 340 nm, o espectro da amina 7AMC isolada foi registrado, onde observa-se a emissao
de fluorescéncia proxima de 450 nm. Apdés a adicdo da mistura ativada NHC-
COOH@AuNPs/EDC/NHS & amina, a supressdo parcial da fluorescéncia foi imediatamente
observada (tempo O h), indicando que o produto resultante do acoplamento amidico ndo ¢
fortemente luminescente. Deixando-se a mistura reagir por mais 16 horas, ¢ observado que a

supressao da fluorescéncia continua e atinge seu maximo sob essas condi¢des (Figura 56).
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Figura 56 Espectro de fluorescéncia de emissdo da amina 7AMC livre e na presenga dos reagentes para o
acoplamento amidico NHC-COOH@AuNPs/EDC/NHS imediatamente apos o inicio da reagdo (0 h) e apos deixar

reagirem overnight.

O espectro UV-visivel da reacdo apds 16 h encontra-se na Figura 57. No espectro, as

bandas associadas a amina 7AMC sdo observadas. Em 334 nm, tem-se a banda caracteristica dessa
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classe de compostos, responsavel por seu forte perfil luminescente e, em 230 nm, a banda
decorrente das transi¢des associadas ao sistema m. J4 em 296 nm, a absor¢do pode ser relacionada
ao anel benzimidazol presente na fragdo organica das NHC-COOH@AuNPs, com um leve desvio
hipsocromico com relagdo a nanoparticula isolada. A banda LSPR tem uma intensidade baixa, no
entanto, dentro do esperado para a concentragcdo da solugdo e préxima da intensidade inicial (DO
= 0,3). Nao foram observados a olho nu ou no espectro de absor¢do sinais de agregagdo,
degradag@o ou mesmo precipitagdo das nanoparticulas no meio reacional, confirmando ao menos

um certo grau de estabilidade nas condi¢cdes empregadas.
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Figura 57 Espectro de absorgao no UV-visivel das nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs submetidas a reagdo de
conjugagdo com 7AMC (seguindo-se o protocolo EDC/NHS) apds 16 horas.

A intensidade da fluorescéncia foi avaliada em uma solu¢do de 7JAMC (50 uM) em duas
condigdes: primeiro, na auséncia da mistura ativada NHC-COOH@AuNPs/EDC/NHS e, em
seguida, na presenca de diferentes concentracdes do supressor, variando a concentracdao de 0,00
mg mL "' a 0,16 mg mL!. Apds cada adigdo, a solugdo foi agitada suavemente para garantir uma
distribuicdo uniforme e a intensidade da fluorescéncia foi registrada. A Figura 58 contém o
resultado do experimento, com o espectro de fluorescéncia de emissdo (esquerda) e a relagdo da
intensidade de emissdo em 450 nm com a concentracdo de nanoparticulas (direita). Observa-se
que a mistura ativada NHC-COOH@AuNPs/EDC/NHS suprime eficientemente a fluorescéncia
da amina nas condi¢des empregadas. Ainda, a intensidade da fluorescéncia de emissdo da amina

7AMC decresce aproximadamente linearmente até a concentragdo de 0,05 mg mL™.
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Figura 58 Espectro de fluorescéncia de emissdo da amina 7AMC na auséncia e na presenga de concentragoes
crescentes da mistura ativada NHC-COOH@AuNPs/EDC/NHS. A seta indica que a emissdo que ocorre proxima a

450 nm é suprimida com a titulagdo.

Ainda, como mencionado, deve-se considerar a possibilidade de auto-extingdo da
fluorescéncia ou self-quenching, um fendmeno que ocorre quando as moléculas de fluoréforos
estdo muito proximas umas das outras, a ponto de as interagdes entre elas reduzirem a intensidade
ou até mesmo extinguirem a fluorescéncia emitida. Para investigar esse fendmeno, a amina 7AMC
foi preparada na mesma concentragdo do experimento de titulagdo e o seu espectro foi registrado
periodicamente em um intervalo total de 2h. Nenhum efeito significativo de self-quenching foi
observado, demonstrando que a concentracao da amina 7AMC foi adequado (Figura 86).

Para demonstrar que a supressdo da fluorescéncia da amina 7AMC ndo ¢ decorrente de
efeitos de dilui¢do durante a titulagdo da solucdo contendo a mistura ativada NHC-
COOH@AuNPs/EDC/NHS, o espectro de fluorescéncia foi registrado na auséncia das
nanoparticulas e na presenca dos reagentes acopladores usados neste trabalho e, adicionando-se
solvente suficiente para garantir a mesma dilui¢ao resultante com o fim da titulagdo. Observa-se
na Figura 59 que o efeito da diluicdo e/ou da presenca dos reagentes acopladores EDC/NHS na
intensidade de emissdo da amina 7AMC ¢ minimo, evidenciando que o mecanismo de supressao

da fluorescéncia esta associado a presenca das nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs.
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Figura 59 Espectro de emissdo de fluorescéncia da amina 7AMC em H20 (50 uM, linha azul) e da amina 7AMC em
uma solugdo aquosa contendo os reagentes EDC/NHS (40 uM, linha preta).

Os experimentos-controle realizados mostram-se importantes para entender se os efeitos
de supressao da fluorescéncia observados podem ser atribuidos a interagdo efetiva entre a amina
fluorescente 7AMC e as nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs, podendo-se supor que o
acoplamento amidico ocorre, restando-se investigar a reversibilidade desta interagdo. Dessa forma,
tem-se evidéncias de que as NHC-COOH@AuNPs s3o potenciais plataformas de

(bio)conjugagdo em reacdes de acoplamento para formacdo de grupo amida.
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2.5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Nesse capitulo, descreveu-se a sintese e estudos preliminares para aplicagdo em catélise e
conjugacdo de novas nanoparticulas de ouro com grupos carboxilatos a partir de ligantes NHC
funcionalizados. Os experimentos realizados confirmaram a eficdcia da sintese das nanoparticulas
NHC-COOEt@AuNPs funcionalizadas com um grupo éster por meio da abordagem bottom-up,
seguida da hidrdlise para gerar as nanoparticulas carboxiladas andlogas NHC-COOH@AuNPs.
A caracterizagdo das nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs envolveu técnicas como
espectroscopias de RMN de 'H, UV-vis e infravermelho, potencial zeta, analise termogravimétrica
e TEM, evidenciando a composi¢do quimica, morfologia e estabilidade térmica das amostras
produzidas. As nanoparticulas de ouro tém cerca de 6 nm, morfologia esférica e apresentam a
banda plasmoénica em 525 nm.

Os grupos carboxilatos conferem as nanoparticulas solubilidade ou dispersibilidade em
agua, o que ¢ particularmente interessante pois abre novas possibilidades de aplicacdo em sistemas
aquosos, em potenciais aplicagdes terapéuticas, ambientais ou de interesse biotecnoldgico. Assim,
as NHC-COOH@AuNPs foram avaliadas quanto as suas estabilidades coloidais no UV-vis em
agua por intervalos regulares de tempo de até 24 horas. As AuNPs mostraram-se particularmente
estdveis em agua, ndo sendo observados efeitos de agregacdo ou precipitacdo. Ainda, as NHC-
COOH@AuNPs foram avaliadas em uma grande faixa de pH e variagdes minimas quanto a banda
LSPR foram registradas. Em meio acido, como esperado, as nanoparticulas apresentam menor
estabilizacdo eletrostatica decorrente da protonagdo do 4acido carboxilico e podem ocorrer
fendmenos de agregacao.

A estabilidade das nanoparticulas NHC-COOH@AuNPs em meios biologicamente
relevantes (PBS e NAC) também foi demonstrada, bem como resultados preliminares de reagdes
de acoplamento amidico na superficie das nanoparticulas. Esses estudos apontam para a
possibilidade de se utilizar as nanoparticulas em sistemas bioldgicos e promover reagdes de
bioconjugacao, permitindo o desenvolvimento de novos nanofarmacos como sistemas de liberacao
controlada.

Ainda, o potencial catalitico das NHC-COOH@AuNPs foi demonstrado na reacgdo de
reducdo do 4-nitrofenol em meio aquoso, sendo que as nanoparticulas mostraram-se
cataliticamente ativas. Essas observagdes ddo suporte para pesquisas futuras envolvendo a
investigacdo do desempenho catalitico das NHC@AuNPs em reacdes mais relevantes do ponto de

vista bioldgico, como em reagdes bio-ortogonais para realizag@o de catalise dentro das células.
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Apesar dos resultados preliminares positivos obtidos neste trabalho, ainda existem desafios
a serem superados, como a compreensao mais detalhada da composi¢ao das nanoparticulas a fim
de se investigar o teor de Au(I) e Au(0) na amostra, bem como a relacdo ligantes NHC/Au e
entender o grau de funcionalizacdo da superficie das AuNPs. Esses estudos encontram-se em
andamento utilizando-se técnicas de ICP-MS e XPS.

Além disso, a toxicidade in vitro das nanoparticulas de ouro NHC-COOH@AuNPs deve
ser determinada em linhagens tumorais e ndo-tumorais. Assim, pode-se investigar a possibilidade
dessas nanoparticulas atuarem como uma nova plataforma teranostica, com possiveis aplicagdes
terapéuticas e de diagnostico por imagem, como na determinagao de seus potenciais como agentes
antitumorais com foco na terapia fototérmica e como agentes de contraste em imageamento
fotoacustico.

Em termos gerais, este trabalho contribui para o entendimento das nanoparticulas de ouro
soliveis com ligantes NHC e de elevada estabilidade, abrindo novas perspectivas para suas
aplicacdes em catalise e como plataforma para a conjugacdo de moléculas, com potencial para

impactar significativamente areas como a medicina e a nanotecnologia.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O cancer, uma designa¢do dada para um conjunto de mais de 100 doengas, ¢ considerado
a doenga do século XXI. Mais de 10 milhdes de pessoas morrem anualmente no mundo todo em
decorréncia do cancer e suas complicagdes. Compostos de ouro sdo uma classe de metalo-fArmacos
com grande potencial como agentes bioativos, especialmente no diagnostico e na quimioterapia
do cancer. A pesquisa atual dessa classe de compostos concentra-se principalmente na concepgao
de farmacos moleculares com atividades farmacoldgicas superiores, incluindo estratégias de
direcionamento, além de visar melhorar as propriedades fisico-quimicas, como estabilidade
quimica e solubilidade em ambientes fisiologicos. Adicionalmente, a capacidade de modificar a
superficie de nanomateriais, como as nanoparticulas de ouro, com diversos compostos funcionais
e direcionados, bem como suas propriedades terandsticas Unicas, amplia consideravelmente seu
potencial para aplicagdes em nanomedicina para tratamento de cancer. Desta forma, no presente
procurou-se desenvolver compostos de ouro de interesse farmacoldgico para contribuir para a
biblioteca de compostos moleculares e nanomateriais. Assim, os objetivos do presente trabalho
foram: i) o desenvolvimento de novos complexos organometalicos de ouro(Ill) com ligantes
ditiocarbamato e ii) o desenvolvimento de nanoparticulas de ouro com ligantes NHC soluveis em
ambientes aquosos e biocompativeis.

Os compostos organometéalicos de ouro(IIl) com ligantes ditiocarbamato sintetizados
foram avaliados quanto ao potencial antiproliferativo contra linhagens de células de tumores de
mama humana, MCF-7 e MDA-MB-231, e quanto as interagdes com biomoléculas relevantes.
Constataram-se a alta estabilidade quimica dos compostos e uma atividade antiproliferativa
significativa contra linhagens de células tumorais de mama humana, bem como um modo de acdo
que pode estar associado a interagdo com moléculas tioladas do meio fisiologico.

Nanoparticulas de ouro (AuNP) com ligantes NHC, tamanho médio entre 5 — 6 nm, banda
plasmonica proxima a 525 nm e com potencial para serem utilizadas como agentes em terapia
fototérmica, foram preparadas. A AuNP soluvel em 4gua demonstrou estabilidade quimica em
meio aquoso, em uma grande faixa de pH e na presenca de biomoléculas relevantes. Seu uso como
catalisador também foi preliminarmente avaliado, bem como em reagdes de conjugacao amidica,
demonstrando o potencial dessa AuNP em atuar em reagdes de catdlise em células vivas, como
por exemplo em reacdes bio-ortogonais.

Apesar de nenhum composto de ouro ser atualmente usado em tratamento padrao para o
cancer, os temas abordados demonstram a versatilidade desse metal em atuar como composto

bioativo em medicina, assim como em sistemas cataliticos, podendo contribuir para o
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desenvolvimento da biblioteca de metalo-farmacos que serdo usados no diagndstico e tratamento

do cancer e em Quimica Medicinal.
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Figura 77 Estudo de estabilidade para o complexo C3a em DMSO-ds monitorado por espectros de RMN de 'H (400

MHz). O complexo retém as caracteristicas espectrais depois de 10 dias.
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Figura 82 Espectros ESI"-MS de C3a:NAC apés 24 horas de exposigdo.
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Figura 83 Espectro de RMN de 'H (400 MHz) do composto intermedidrio para obtengdo do ligante NHC e atribuicdes

dos protons da molécula e seus sinais.
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Figura 84 Espectro de RMN de 'H (400 MHz) do ligante NHC e atribuigées dos protons e seus sinais.
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Figura 85 Espectro de RMN de 'H (400 MHz) do complexo Au(I)-NHC e atribuicoes dos protons e seus sinais.
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Figura 86 Espectro de emissdo da fluorescéncia da amina 7AMC (50 uM, H>0) coletado em um periodo de 2 horas

para se investigar efeitos de self-quenching.



