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RESUMO
Cancer é o termo geral usado para designar um conjunto de mais de 100 doengas, caracterizadas
pelo crescimento desordenado de células, que tendem a invadir tecidos e 6rgaos vizinhos. O
cancer ¢ um dos desafios mais urgentes da saude publica global, sendo uma das principais
causas de morte e, consequentemente, um obstéculo significativo para o aumento da expectativa
de vida, pois € um dos maiores causadores de morte no mundo. Contudo, a sociedade cientifica
estd sempre em busca de novos farmacos com atividade antitumoral que apresentem maior
eficécia e alta seletividade no tratamento de diversos tipos de cancer. Fa&rmacos baseados em
ouro(l) estdo sendo amplamente estudados e testados na quimioterapia do cancer desde a
descoberta das propriedades antitumorais da auranofina em estudos in vitro contra diversas
linhagens celulares tumorais. No entanto, efeitos colaterais toxicos e resisténcia celular
intrinseca ou adquirida por alguns pacientes decorrentes da administracdo destes compostos de
ouro comprometem a sua eficacia e estimulam a busca por analogos com um perfil de efeitos
mais favoraveis. Este trabalho apresenta a sintese e caracterizacdo estrutural de trés novos
complexos inéditos de ouro(l), de formula geral [Au(DTC)PPhs], em que DTC séo ligantes
derivados do ditiocarbamato e PPhz é a trifenilfosfina, visando a obtencéo de potenciais agentes
antitumorais. As caracterizacOes foram realizadas por meio de analise elementar, analise
termogravimeétrica, espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho e do UV-VIS,
espectroscopia de RMN de 'H, *3C e 3P, espectrometria de massas e difracdo de raios X por
monocristal. Também foi avaliada a interagdo dos complexos sintetizados com 0 DNA e a BSA
(albumina do soro bovino) por meio de ensaios espectrofotométricos e de fluorescéncia e por
eletroforese em gel de agarose, os resultados obtidos nas constantes mostram que ocorre alguma
interacdo dos compostos com esses alvos biologicos. A atividade antiproliferativa dos
compostos foi avaliada frente as linhagens celulares tumorais de mama (MDA-MB-231 e 4T1)
e a nao tumoral de mama (MCF-10a) onde foi demonstrada a potencializacdo da ac¢éo citotoxica
apo6s complexacdo com ouro. Todos os trés complexos apresentaram atividade promissora, com
destaque para o complexo 4-Oxopiperidina-1-carboditioato de Ouro(l)-trifenilfosfina de que
apresentou excelente atividade na linhagem 4T1 com ICso = 0,89 + 0,01 uM, IS = 2,7. Logo,
os resultados apresentados oferecem contribuigdes significativas a literatura e podem ajudar no

desenvolvimento de compostos de ouro como protétipos de metalo-farmacos.

Palavras-chave: Complexos; Antitumoral; Cancer; Trifenilfosfina; Ouro.



ABSTRACT

Cancer is the general term used to describe a group of more than 100 diseases, characterized by
the uncontrolled growth of cells that tend to invade neighboring tissues and organs. Cancer is
one of the most urgent challenges in global public health, being one of the leading causes of
death and, consequently, a significant obstacle to increasing life expectancy, as it is one of the
top causes of mortality worldwide. However, the scientific community is constantly searching
for new drugs with antitumor activity that demonstrate greater efficacy and high selectivity in
treating various types of cancer. Gold(l)-based drugs have been extensively studied and tested
in cancer chemotherapy since the discovery of the antitumor properties of auranofin in in vitro
studies against various tumor cell lines. However, toxic side effects and intrinsic or acquired
cellular resistance in some patients due to the administration of these gold compounds
compromise their effectiveness and stimulate the search for analogs with a more favorable
profile of effects. This work presents the synthesis and structural characterization of three novel
gold(l) complexes with the general formula [Au(DTC)PPhs], where DTC are ligands derived
from dithiocarbamate and PPhs is triphenylphosphine, aiming to obtain potential antitumor
agents. The characterizations were performed using elemental analysis, thermogravimetric
analysis, infrared and UV-VIS absorption spectroscopy, *H, 3C, and 3P NMR spectroscopy,
mass spectrometry, and single-crystal X-ray diffraction. The interaction of the synthesized
complexes with DNA and BSA (bovine serum albumin) was also evaluated through
spectrophotometric and fluorimetric assays and agarose gel electrophoresis, with the results
obtained showing some interaction of the compounds with these biological targets. The
antiproliferative activity of the compounds was evaluated against breast cancer cell lines
(MDA-MB-231 and 4T1) and a non-tumorigenic breast cell line (MCF-10a), demonstrating the
enhancement of cytotoxic action after complexation with gold. All three complexes exhibited
promising  activity,  particularly  the  4-Oxopiperidine-1-carbodithioate  Gold(l)-
triphenylphosphine complex, which showed excellent activity against the 4T1 cell line with
IC50 = 0.89 + 0.01 uM, IS = 2.7. Therefore, the results presented provide significant
contributions to the literature and may aid in the development of gold compounds as prototypes
for metallodrugs.

Keywords: Complexes; Antitumor; Cancer; Triphenylphosphine; Gold.
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1 INTRODUCAO

O CANCER

A palavra "cancer" vem do grego "karkinos", que significa caranguejo. A palavra cancer
foi utilizada pela primeira vez por Hipocrates, o pai da medicina, que viveu entre 460 e 377
a.C. O cancer ndo é uma doenca nova. A detec¢do de tumores em mdmias egipcias comprova
que ele ja afetava os humanos ha mais de 3 mil anos antes de Cristo.[1]

Hoje em dia, cancer é o termo geral usado para designar um conjunto de mais de 100
doencas, caracterizadas pelo crescimento desordenado de células, que tendem a invadir tecidos
e 6rgdos vizinhos. O cancer ¢ um dos desafios mais urgentes da satde publica a nivel mundial,
sendo uma das principais causas de morte e, consequentemente, um obstaculo significativo para
0 aumento da expectativa de vida das pessoas.[2] O cancer caracteriza-se pela perda do controle
da divisdo celular originando assim o tumor que € um aglomerado de células tumorais que tem

a capacidade de invadir outras estruturas organicas (Figura 1).[1]

Multiplicagdo
descontrolada de
células alteradas

Acumulo de células Tumor
cancerosas

Figura 1 — Representacdo esquematica de como surge o cancer. Fonte INCA 2022

A proliferagdo celular pode ser controlada ou n&o controlada. No crescimento
controlado, hd um aumento localizado e autolimitado do nimero de células dos tecidos normais
que formam o organismo, causado por estimulos fisioldgicos (alteracdo ocasionada pelo meio
interno ou externo) ou patologicos (ocasionada por alguma doencga). Nesse caso, as células séo
normais ou apresentam pequenas alteracGes em sua forma e funcdo, podendo ser iguais ou
diferentes do tecido em que se instalam. O efeito é reversivel apds o término dos estimulos que
0 provocaram.[1]

As neoplasias (cancer invasivo ou nao invasivo) representam formas descontroladas de

crescimento celular e sdo comumente chamadas de tumores. Essas neoplasias podem ser
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benignas ou malignas (Figura 2). Os tumores benignos crescem de maneira organizada,
geralmente de forma lenta e expansiva, com contornos claramente definidos. Embora néo
invadam tecidos adjacentes, podem exercer pressao sobre 0rgaos e tecidos proximos. Exemplos
de tumores benignos incluem o lipoma, originado em tecido adiposo; 0 mioma, proveniente de
tecido muscular liso; e o0 adenoma, que é um tumor benigno das glandulas. Por outro lado, as
neoplasias malignas, ou tumores malignos, exibem um alto grau de autonomia, invadindo
tecidos proximos e podendo formar metastases. Estes tumores sdo frequentemente resistentes

ao tratamento e podem levar & morte do paciente.[1]

Tumor benigno Tumor maligno

Figura 2 — Diferencas entre tipos de tumores benigno e maligno. [1]

O impacto da incidéncia e da mortalidade por cancer esta aumentando rapidamente no
cenario mundial.[3] O envelhecimento, juntamente com alteraces comportamentais e
ambientais, como exposi¢do a fatores de risco, como luz ultravioleta, cigarros, substancias
carcinogénicas, alimentacdo e a exposicdo a poluentes ambientais, favorecem o aumento da
incidéncia e da mortalidade por cancer.[4]

No Brasil, os diferentes tipos de cancer que mais afetam os homens séo: prostata (30%),
colon e reto (9,2%), traqueia bronquio e pulmao (7,5%). Ja nas mulheres os tipos de cancer que
mais as afetam sdo: mama (30,1%), célon e reto (9,7%) e colo de utero (7%). [1] Para o Brasil,
a estimativa para o triénio de 2023 a 2025 (Figura 3) aponta a ocorréncia de 704 mil novos
casos de cancer. Sendo o cancer de pele ndo melanoma o mais incidente, com 220 mil novos
casos (31,3%), seguido pelos canceres de mama, com 74 mil (10,5%); préstata, com 72 mil
(10,2%); colon e reto, com 46 mil (6,5%); pulmé&o, com 32 mil (4,6%); e estdmago, com 21 mil

(3,1%) novos casos.[4]
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Préstata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%
Colon e reto 21.970 9,2% Cdlon e reto 23.660 9,7%
Traqueia, bronquio e pulmédo 18.020 7,5% Colo do Gtero 17.010 7,0%
Estomago 13.340 5,6% Traqueia, bronguio e pulmao  14.540 6,0%
Cavidade oral 10.900 4,6% Gl&ndula tireoide 14.160 5,8%
Esdfago 8.200 3,4% Estémago 8.140 3,3%
Bexiga 7.870 3,3% Corpo do (tero 7.840 3,2%
Laringe 6.570 2,7% QOvério 7.310 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2,3%
Figado 6.390 2,7% Linfoma nao Hodgkin 5.620 2,3%

*N(meros arredondados para maltiplos de 10.
Figura 3 — Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados em
2023 por sexo, exceto pele ndo melanoma. Fonte: INCA, 2023.

O céncer de mama é o tipo de cancer mais presente em mulheres em todo 0 mundo,
tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos. As taxas de incidéncia
variam entre as diferentes regides do planeta, com as maiores taxas nos paises de baixo e médio
desenvolvimento.[1] Em termos de mortalidade no Brasil, ocorreram, em 2020, 17.825 dbitos
por cancer de mama em mulheres, o equivalente a um risco de 16,47 mortes por 100 mil
mulheres. Esse aumento de casos esta associado ao envelhecimento populacional, as mudancas
no comportamento e no estilo de vida e a0 aumento no nimero de diagnosticos associado a
difusdo do rastreamento mamografico, recomendado no Brasil de 50 a 69 anos.[4] O namero
estimado de casos novos de cancer de mama no Brasil, para o triénio de 2023 a 2025, é de
73.610 casos, correspondendo a um risco estimado de 66,54 casos novos a cada 100 mil
mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama feminina é o
mais incidente no pais e em todas as regifes brasileiras.

O principal fator de risco para o aumento dos casos de cancer de mama feminino é a
idade acima de 50 anos, outros fatores de risco incluem aspectos hormonais ou reprodutivos,
como auséncia de filhos, gravidez tardia e menor duracdo da amamentacéo; comportamentais,
como obesidade, consumo de bebidas alcodlicas e falta de atividade fisica; ocupacionais, como
trabalho noturno e exposicdo a radiagdes, por exemplo, raios X e raios gama; e condicdes
geneéticas e hereditarias, que representam de 5 a 10% dos casos.[3][4]

A prevencdo priméria do cancer de mama esté relacionada ao controle dos fatores de
risco conhecidos. Por meio da alimentacdo, nutricdo, atividade fisica e gordura corporal

adequados é possivel reduzir o risco de a mulher desenvolver cancer de mama.[5] No Brasil, a
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mamografia é o método recomendado para o rastreamento do cancer de mama, o que favorece
o0 diagnostico precoce e aumentam as chances de sucesso no tratamento.

O prognostico do cancer de mama € influenciado pelo estidgio da doenca e pelas
caracteristicas especificas do tumor. O tratamento pode ser mais eficaz e potencialmente
curativo quando a doenca é detectada precocemente. Em casos com metastases (doenca
espalhada para outras areas), 0s objetivos principais do tratamento sdo prolongar a sobrevida e
melhorar a qualidade de vida do paciente. As opcdes de tratamento para o cancer de mama sao
categorizadas em: tratamento local (inclui cirurgia e radioterapia, que podem ser
complementadas com reconstru¢do mamaria) e o tratamento sistémico (engloba quimioterapia,
hormonioterapia e terapia bioldgica).[6]

Infelizmente, a média de sobrevivéncia para mulheres com tumores triplo negativos
metastaticos € de menos de um ano, mesmo com tratamentos quimioterapicos intensivos e
caros. Os tumores triplo negativos também séo conhecidos como TNBC (sigla do inglés triple-
negative breast cancer) constituem aproximadamente 15 a 20% de todos os casos de cancer de
mama [7] exibem um perfil altamente agressivo e se caracterizam pela auséncia dos receptores
de progesterona e estrogénio, além de nao apresentar amplificacdo do fator de crescimento (ER)
(receptor de estrogénio), (PR) receptor de progesterona e (HER-2) receptor 2 do fator de
crescimento epidérmico humano. Logo a resposta a terapia enddcrina e a terapia direcionada ao
anti-HER-2 ¢é fraca e as opc¢des terapéuticas sdo limitadas e muitas vezes ineficientes em
comparagdo com outros subtipos de cancer de mama.[7]

Portanto, a busca por novos farmacos quimioterapicos mais eficazes e seletivos para o
tratamento de tumores é crucial, tanto neste contexto quanto no contexto geral do cancer.
Agentes quimioterapicos anticancer sdo predominantemente compostos por pequenas
moléculas orgéanicas e biologicamente ativas, porém o uso de fa&rmacos baseados em metais de

transicdo tem se mostrado altamente eficaz.[8]

COMPLEXOS DE OURO E A QUIMIOTERAPIA DO CANCER:

O ouro é um metal de transicao do bloco d localizado no periodo 6 e grupo 11 da tabela
periddica. Compostos de ouro (0), () e (111) ttm demonstrado potencial para o desenvolvimento

de novos agentes quimioterapicos.



20

O uso do ouro com fins medicinais é descrito desde 2500 a.C. na medicina Chinesa e
Arabe, associado as propriedades de cura.[8] Complexos de ouro com ligantes fosfina séo
amplamente presentes na quimica do ouro e continuam a ser objeto de grande interesse devido
as suas variadas propriedades anticancerigenas.[9] Em meados dos anos 80, a Auranofina
(tetraacetil-B-D-tioglicosetrietilfosfinaouro(l)) (Figura 4) (primeiro medicamento de ouro com
fosfina clinicamente aprovado para o tratamento da artrite reumatoide) demonstrou ser um
potente inibidor do crescimento de células tumorais in vitro, apresentando também atividade

antitumoral in vivo, embora de forma limitada em camundongos com leucemia.[10]

O

=)
A0

.

Figura 4 — Estrutura quimica da Auranofina.

Estudos de relagdo estrutura-atividade sobre a auranofina indicaram que o ligante
fosfina € muito mais importante para a atividade bioldgica.[10] Atualmente, a auranofina é
raramente utilizada na préatica clinica, apesar de sua eficacia no tratamento da artrite reumatoide,
devido a disponibilidade de medicamentos antirreumaticos mais novos e eficazes.[11]

Nos tltimos 20 anos, houve um aumento significativo no nimero de publica¢Ges sobre
complexos de Au(l) e Au(lll) como agentes anticancer. Nota-se que na Ultima década, esse
tema tem atraido ainda mais atengdo dos cientistas. Os complexos de Au(l) tiveram
aproximadamente o dobro do nimero de publicagdes em comparacdo com os complexos de
Au(ll), o que pode ser atribuido ao grande nimero de compostos derivados da Auranofina que
foram testados como agentes quimioterapicos nesta ultima década.[10]

Complexos de Au(l11) tém despertado interesse na quimica medicinal, especialmente na
quimioterapia do cancer, devido a capacidade dos centros de Au(l11) em formar complexos com
geometria quadréatica-plana e propriedades isoeletronicas (com orbital de valéncia d®) e

isoestruturais aos compostos de Pt(ll), como a cis-diamindicloretoplatina(ll) (cisplatina,
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primeiro farmaco, utilizado como agente quimioterapico, contendo um metal em sua estrutura)
0 que pode resultar em mecanismos de acdo semelhantes. O centro de Au(lll) é considerado um
acido de Lewis duro, preferencialmente ligando-se aos pares de elétrons livres de heterodtomos,
como N, O, S, entre outros.[12]

Uma das principais raz0es para a falta de aprovagdo dos compostos de Au(l) e Au(lll)
para o tratamento do cancer é a sua limitada solubilidade e estabilidade quimica no meio
fisiolégico. A reducdo do Au(lll) para Au(l) ocorre espontaneamente em condicdes
fisiologicas, e o derivado Au(l) reage com bionucledfilos por meio de reacGes de troca de
ligantes. Em geral, os complexos de Au(lll) podem ser reduzidos por agentes redutores
celulares, como o tiol intracelular mais abundante nas células cancerigenas, a glutationa (GSH).
Nesse contexto, a oxidacdo do tiol leva a formacdo de ligacdes dissulfeto fornecendo elétrons
para a reducdo do Au(lll). Outros agentes, como o acido ascorbico, também podem causar a
reducdo dos complexos de Au(lll). Estudos sobre os mecanismos de reagdo dos complexos de
ouro(l11) no ambiente celular indicam que a estabilidade desses complexos € um fator crucial
para melhorar seu comportamento sob condic¢des fisioldgicas e, a0 mesmo tempo, determinar
seus efeitos bioldgicos.[13] Essa reducdo do Au(lll) para ouro (1) ou Au(0) ndo s6 reduz a
atividade citotdxica desses compostos, mas também pode resultar no acimulo indesejavel do
metal em 6rgdos vitais.

Embora, em alguns casos, a especiacdo de Au(l)/Au(lll) seja responsavel pela alta
citotoxicidade in vitro, na maioria dos casos, esse fenébmeno resulta em uma répida troca de
ligantes com nucledfilos biolégicos, como no caso da auranofina.[8] Além disso, a reducdo do
centro de Au(lll) para Au(l) ou Au(0) sob condicgdes fisiologicas, devido ao alto potencial
redox, pode resultar na perda de atividade e possiveis efeitos adversos, devido a liberacdo dos
ligantes ou do metal livre no meio fisioldgico. Entretanto, um trabalho recente publicado pelo
nosso grupo de pesquisa, (Figura 5) mostra compostos inéditos de ouro(l11) A e B com ligantes
ditiocarbamato, que apresentam atividade bioldgica promissora (ICso) em células de cancer de
mama triplo negativa MDA-MB-231 e que também foram testados contra protozoarios da

leishmania apresentando ag&o antiparasitaria significativa. [12]
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— AlCsp=0,4+0,11S=2,0 - BICs,=23+0,1 IS=0,9
Figura 5 — Complexos de Au(lll) com ligante ditiocarbamato e valores de ICso em células de

cancer de mama triplo negativa. Adaptado de [12]

Complexos de Au(l)-PRs3 estdo sendo estudados por mais de trés décadas como agentes
anticancerigenos, apresentando os complexos de ouro(l) do tipo [AuX(PR3)] (X = halogénio,
tiolato; R = alquil, arila) como potenciais inibidores do crescimento de células tumorais in
vitro.[9] Pesquisas recentes sdo encontradas sobre as propriedades anticancerigenas do
cloro(trifenilfosfina)ouro(l), [AuCI(PPhs)], (Figura 6) e sua capacidade de induzir a autofagia,
um processo catabdlico, caracterizado pela digestdo intracelular de organelas e estruturas da

prépria célula.[9]

Cl

Figura 6 — Estrutura quimica do complexo precursor cloro(trifenilfosfina)ouro(l).

Existem muitas evidéncias recentes que mostram que as mitocondrias desempenham um
papel critico na regulacdo da apoptose (morte celular programada). Sabe-se que as mitocondrias
s&o os principais produtores de energia das células, responséaveis por mais de 80% da producao
de ATP nas células normais; no entanto, pesquisas mais recentes mostraram que essas organelas
também desempenham um papel importante no controle da apoptose. A apoptose € uma forma
de morte celular, que se distingue pela ativacdo de caspases, que sdo proteinas especificas da
cisteina aspartil, que tem a funcéo de decompor outras proteinas. Por isso, o controle da ativagdo
das caspases € de grande importancia para saber se a célula vai continuar viva ou se ira ocorrer

a morte por apoptose.[14]
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Foi demonstrado que o medicamento antiartritico Au(l) contendo fosfina, auranofina,
induz a apoptose por meio da inibicdo seletiva da tiorredoxina redutase mitocondrial, enzima
que tem sido alvo constante de medicamentos para o tratamento de cancer e que desempenham
um papel importante na regulacao de espécies reativas de oxigénio no meio intracelular.[14]

Complexos de Au(l) com fosfina parecem se acumular seletivamente nas mitocondrias,
que sdo o local mais provavel para a sua acdo bioldgica por meio da inibicdo de enzimas que
decompdem outras proteinas. Esses compostos também podem interagir com a glutationa
(tripeptidio fundamental na desintoxicacdo celular e que da suporte ao sistema imune) ou por
outras proteinas como a albumina e as metalotioneinas (cuja funcéo bioldgica esta relacionada
aregulagio de metais essenciais e a detoxificacdo de metais toxicos). E provavel que diferentes
mecanismos estejam envolvidos em relacdo aos compostos de ouro com fosfina e a mitocondria,
uma vez que estes podem estar relacionados a capacidade do composto realizar reacfes de troca
de ligantes com ligantes bioldgicos. [14],[15], [16]

Para desenvolver medicamentos de ouro com fosfina é importante considerar a
lipofilicidade do composto, (capacidade dele interagir com a parte hidrofébica da
célula/biomolécula) ja que isso influencia significativamente a captacdo celular, (entrada do
composto na célula) a biodistribui¢do intracelular (comportamento do farmaco a nivel
intracelular, onde € absorvido/metabolizado) e as propriedades farmacocinéticas do possivel
farmaco a ser sintetizado, ou seja, a compreensdo da atuacdo de um farmaco no organismo
desde a sua administragédo, absorcéo, distribui¢do e excre¢éo.[17]

Foi demonstrado que complexos de ouro(l) com fosfina altamente lipofilicos exibem
propriedades anticancerigenas notaveis, mas também apresentam toxicidade severa para tecidos
normais saudaveis. Atualmente, o uso do ligante hidrofobico trifenilfosfina resulta em
complexos com boa citotoxicidade, sendo sua introducdo considerada uma abordagem eficaz
para melhorar a absorcdo dos complexos[18]. Uma maneira de aumentar a biodistribuicdo e a
seletividade para o tecido tumoral € aumentando a proporc¢éo anfifilica do complexo, o que pode

ser alcangado por meio de um design cuidadoso do ligante.[9]
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ESTRATEGIAS PARA SINTESE DE NOVOS COMPOSTOS DE OURO(])

A busca por novos compostos metalicos na quimioterapia do cancer é constante, visando

melhorar a eficacia e reduzir os efeitos colaterais adversos dos tratamentos. Nesse contexto, no
desenvolvimento de metalofarmacos, estdo sempre em desenvolvimento novos ligantes que se
ligam a centros metalicos para formar complexos com propriedades citotoxicas desejadas. Os
ligantes desempenham um papel crucial no ajuste das propriedades citotoxicas dos complexos
metalicos, influenciando na lipofilicidade, estabilidade e reatividade do complexo. A natureza
dos ligantes pode conferir propriedades diferentes aos complexos, como seletividade por
determinados tipos de células cancerosas, capacidade de atravessar membranas celulares ou
interagir com alvos especificos no interior das células.[19]

Os ditiocarbamatos (DTCs) sdo compostos organossulfurados obtidos pela reacédo entre
uma amina secundaria e dissulfeto de carbono, geralmente em meio basico (como NaOH e
KOH). Esses compostos sdo caracterizados pela presenca do grupo funcional -NCSS™ e tém
sido amplamente estudados devido as suas atividades bioldgicas comprovadas, que incluem
propriedades anticancerigenas, antifungicas, antibacterianas e antioxidantes. Como ligantes, 0s
DTCs séo extremamente versateis, apresentando varios modos de complexacéo. Eles se ligam
aos ions metélicos principalmente através dos atomos de enxofre e sdo conhecidos por sua
capacidade de atuarem como ligantes bidentados e monodentados.[19] Quando atuam como
ligantes bidentados, os DTCs utilizam ambos os atomos de enxofre como centros doadores de
elétrons, formando um anel quelato de quatro membros, como ilustrado na Figura 7b . Nesse
tipo de ligagdo, os &tomos de enxofre do ligante coordenam-se aos atomos de metal em posi¢des
adjacentes na esfera de coordenacao, proporcionando uma alta estabilidade ao complexo. Por
outro lado, os DTCs também podem se ligar de forma monodentada, utilizando apenas um
atomo de enxofre como centro doador (Figura 7a). Nesse caso, o ligante esta ligado ao metal
por meio de um Unico atomo de enxofre, permitindo que outros ligantes ou grupos ocupem 0s
sitios de coordenacdo restantes. Ainda existem exemplos na literatura de complexos de DTCs
nos quais esses ligantes coordenam-se a mais de um centro metélico, atuando como pontes entre
o0s cations metalicos (Figura 7c-e). Nesses casos, um unico ligante DTC pode ligar dois ou

mais ions metalicos adjacentes, formando uma ponte entre eles.[20]
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Figura 7 — Representagédo de alguns modos de coordenagdo comuns aos ligantes

ditiocarbamatos.[20]

Essas diferentes maneiras de complexagdo conferem aos DTCs um vasto potencial de
aplicacdo na quimica de coordenagdo. Eles podem estabilizar cations metélicos em diferentes
estados de oxidacdo, facilitando a sintese de complexos com variadas propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas. Estudos recentes desenvolvidos no nosso grupo de pesquisa mostram
que complexos de ouro(l1) com ligantes DTC s&o promissores nos ensaios de citotoxicidade
em células de cancer de mama triplo negativa MDA-MB-231 assim como em protozoarios
causadores da leishmaniose.[12] Alguns destes ligantes sdo usados neste trabalho porém com
o intuito de obter complexos de ouro(l) incluindo o grupo fosfina afim de verificar a relacdo da

modificagéo estrutural nessas atividades.

PRINCIPAIS ALVOS BIOLOGICOS DOS COMPOSTOS DE OURO

O mecanismo de acdo de compostos a base de ouro tem sido amplamente estudado,
embora ainda ndo esteja completamente elucidado. O estudo das rea¢Ges dos compostos de
ouro(l) com as albuminas de soro humano (HSA) ou bovino (BSA) (Figura 8) que séo as
proteinas mais abundantes do plasma sanguineo tem recebido muita atencdo. A albumina
desempenha um papel crucial no transporte de varios compostos. Entre os residuos de cisteina
presentes na albumina sérica, a cisteina-34 (Cys-34) se destaca devido ao seu baixo pKa, o que
significa que ela é predominantemente desprotonada no pH fisioldgico (cerca de 7,4). Isso torna
a Cys-34 altamente reativa e um provavel sitio de ligacdo para compostos a base de ouro no

sangue. A interacdo entre os compostos de ouro(l) e a Cys-34 pode ser essencial para o
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transporte desses compostos no organismo, modificando sua biodisponibilidade e eficacia

terapéutica.[15]

Figura 8 — Representacdo da estrutura terciaria da BSA.[8] Cddigo PDB: 4F5S.

A apoptose é um mecanismo natural de morte programada em células de mamiferos e
representa uma abordagem promissora para a terapia anticancer. Diversos estimulos podem
ativar a via apoptotica, incluindo danos ao DNA.[12], [21] A molécula de DNA (4cido
desoxirribonucleico) pode interagir com diversas moléculas dentro dos seres vivos de diversas
maneiras, incluindo interagdes covalentes e ndo covalentes. Algumas das principais interagoes
incluem intercalacdo e interacdo eletrostatica.[21]

Como o DNA esta no nucleo da célula e se replica para propagar a informacao genética
nele contida, buscar solugcdes para impedir a replicacdo do DNA de células que sofreram
mutacdo pode ser uma alternativa de inibir processos neoplasicos.

Os compostos de coordenacao que se ligam ao DNA tém sido alvo de pesquisas desde
a descoberta da cisplatina e dos medicamentos a base de platina. A cisplatina, um farmaco
utilizado no tratamento de diversos tipos de cancer [Pt(NHz3)2Cl2] sofre hidrélise ao entrar na
célula para formar as espécies [Pt(NH3)2(H20)CI]* e [Pt(NH3)2(H20)2]%*.[22] [23]

A baixa concentragdo celular de ions cloreto facilita este processo de hidrélise, sendo
estas duas Ultimas as formas mais ativas no ataque aos alvos celulares.[21] O atomo de platina
forma ligacOes covalentes com as posi¢cbes N7 de purinas (Figura 9) para proporcionar
principalmente ligacdes 1,2- intracadeia ou 1,3-intercadeia envolvendo a guanina e a adenina,

porém formando em pequenas quantidades outras formas de ligagdo covalente.
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Figura 9 — Hidrolise da cisplatina e formacéo das ligacGes entre a platina e as bases do
DNA.[24]

Estudos anteriores mostram que a inibicdo da TrxR (tiorredoxina redutase) pode ser
uma estratégia para o desenvolvimento de farmacos contra 0 cancer uma vez que essa enzima
desempenha um papel fundamental na regeneracdo da Trx ativa (tioredoxina), permitindo que
ela continue a desempenhar suas funcbes de reducdo de proteinas e controle do estresse
oxidativo o que reduz o dano oxidativo e a sobrevivéncia das células tumorais. [25] (Figura
10). A inibicdo da TrxR por meio de complexos de ouro surgiu como uma estratégia promissora
no tratamento do cancer, uma vez que quantidades significativas da TrxR tem sido observada
em varios tipos de tumores agressivos e estd associada ao desenvolvimento de resisténcia a
medicamentos.[9] O mecanismo é por meio do aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio que consequentemente levam a inducdo de apoptose (morte celular programada) e
reducdo significativa da proliferacdo celular. 1sso é evidenciado pelo acumulo de células,
fragmentacdo do DNA e ativacdo de caspase-3 (enzimas que decompdem proteinas).[9][26]
Esse sistema é composto por trés componentes principais: a tiorredoxina (Trx), a tiorredoxina
redutase (TrxR) e o cofator NADPH.[11]
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Figura 10 — Esquema de inducédo da apoptose pela TrxR na mitocéndria ocasionada por
compostos de ouro(l). Adaptado de [25]

Portanto, a inibicdo seletiva da TrxR pode representar uma abordagem terapéutica eficaz
para combater o cancer, uma vez que interfere na capacidade das células cancerosas de
neutralizar o estresse oxidativo e pode aumentar sua sensibilidade aos tratamentos
convencionais. Trabalhos na literatura envolvendo compostos a base de ouro(l) [27] [28] [29]
relatam a atuacdo desses compostos na enzima ao qual exibem propriedades antiproliferativas
através de forte inibicdo de TrxR. [30] A compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos
na regulacdo da TrxR por complexos de ouro(l) relatados na literatura e sua relagdo com a
progressdo do cancer é de grande interesse e tém o potencial de levar a novas terapias mais
eficazes contra o cancer.

Com base no que foi mencionado, a avaliacdo da atividade antiproliferativa de novos
compostos de ouro(l) contendo fosfina com ligantes ditiocarbamato, pode contribuir de forma
valiosa para a expansdo da classe de potenciais metalo-farmacos. Além disso, pode ajudar a
compreender os beneficios dos compostos de coordenacdo como agentes antitumorais,

permitindo que eles possam ser utilizados clinicamente no tratamento do cancer.
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OBJETIVO GERAL

Obtencdo de novos complexos de ouro(l) com ligantes ditiocarbamatos e fosfina

contribuindo para o desenvolvimento de farmacos antitumorais.

2.1

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar e a caracterizar os complexos de ouro(l) com ligantes ditiocarbamatos;
Caracterizar os complexos por diversas técnicas tais como: espectroscopias na regidao do
infravermelho, analise elementar de C, H e N, espectrometria de massas, ressonancia
magnética nuclear de *H, *3C e 3P, e difracdo de raios X por monocristal;

Realizar a investigacdo da atividade citotdxica dos complexos e ligantes, frente as
linhagens de células tumorais de mama, MDA-MB-231 e 4T1,;

comparativo entre as células tumorais e as linhagens de células normais MCF-10a;

Avaliar as interaces dos compostos com biomoléculas como DNA e BSA.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1  MATERIAIS E METODOS

Todos os solventes e reagentes utilizados neste trabalho foram obtidos de fontes
comerciais com padrdo de pureza analitico e usados como recebidos. Os complexos foram
caracterizados por analise termogravimétrica (TG), analise elementar de carbono, hidrogénio e
nitrogénio (CHN), espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (IV), RMN de H,
13C e 3Ip e espectrometria de massas. Cristais inéditos dos complexos foram obtidos e tiveram

suas estruturas determinadas por difracdo de raios X por monocristal.

3.1.1 Andlise Elementar

Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio nos compostos foram determinados utilizando
analisador CHNS/O 2400 Series Il Perkin EImer no Departamento de Quimica da UFMG,
sendo utilizado gas oxigénio para a combustao e gas hélio para o arraste dos gases gerados na

combustdo das amostras.

3.1.2 Andlise Termogravimétrica

As analises termogravimétricas foram realizadas no Departamento de Quimica da
UFMG utilizando uma termobalanca Shimadzu DTG60H e fluxo de nitrogénio (50 mL min™),

em uma razo de aquecimento de 10°C min* em cadinho de alumina.

3.1.3 Espectroscopia Vibracional na regido do infravermelho (1V)

Os espectros de infravermelho dos ligantes e complexos sintetizados foram obtidos em
um equipamento Perkin Elmer modelo Frontier no modo ATR na regifo de 400-4000 cm™
(resolucdo espectral de 4 cm™) em 64 scans.



31

3.1.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de H, 3C e 3!p

Os experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H, *C e 3P foram
realizados utilizando-se DMSO-gs € espectros adquiridos no espectrometro Bruker Avance IlI
nanobay para experimentos com frequéncia de 400 MHz para o *H, 101 MHz para *C e 162
MHz para *'P no Laboratdrio de Ressonancia Magnética de Alta Resolugdo (LAREMAR) do
Departamento de Quimica da UFMG.

3.1.5 Difracao de raios X por monocristal

Os monocristais foram difratados no Laboratério de Cristalografia (LabCri) do
Departamento de Fisica da UFMG, pelo Prof. Dr. Willian Xerxes. Utilizou-se um difratdmetro
Rigaku-Diffraction Synergy e comprimento Ka do cobre (1,5418 A). As amostras foram
montadas em suporte de poliamida que ndo apresenta padrdo de difracdo. A integracdo dos
dados, bem como a correcao de absorgéo foram feitas pelo software CRYSALIS. Os parametros
de rede foram obtidos pelo melhor ajuste possivel das reflexdes. O grupo de espacgo foi
encontrado utilizando o programa XPREP e as estruturas resolvidas pelo software SUPERFLIP.
As posicoes de todos os &tomos foram obtidas por analises de mapas de Diferenca de Fourier,
com refinamento feito através do programa SHELXL-2018 usando rotina de minimos
quadrados. Os atomos de hidrogénio foram incluidos de forma rigida com distancias C-H =
0,97 A e Uiso(H) = 1,2 Ueg(C) para aromaticos e metilenos nos compostos CL2 e CL3 e
distancias C—H = 0,97 A e Uiso(H) = 1,5 Ueq (C) para grupos metil no composto obtido a partir

do CL1. As figuras foram obtidas nos programas Mercury [31].
3.1.6 Espectroscopia de Fluorescéncia
Os espectros de emissdo dos compostos foram obtidos em um espectrofluorimetro

Varian Cary Eclipse no Departamento de Quimica da UFMG. As anélises foram realizadas em

cubetas de quartzo com 1,0 centimetro de caminho dptico, A excitacdo = 280 nm e A emissao
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de 285 a 550 nm (interacdo com BSA), A excitacdo = 530 nm e A emissdo de 535 a 750 nm

(competicdo com BE), fendas de excitacao e emissdo de 5 nm.

3.1.7 Espectrometria de Massas

As amostras foram preparadas na concentracdo de 50 ppm em metanol no Centro
Regional para o Desenvolvimento e Tecnoldgico e Inovacao (Crti) da Universidade Federal de
Goias. Os espectros de massas de alta resolucdo foram adquiridos por infusdo direta das
amostras, utilizando-se um espectrometro de massas Q-Exactive (ThermoScientific), com fonte
H-ESI, operando em modo positivo e negativo nas seguintes condig¢des: full scan m/z 600 —
700, resolucao 70.000, spray voltage 4,0 kV, fluxo de 20 pL/min, gas de bainha 12, gas auxiliar

0, temperatura do capilar 320 °C, temperatura do gas auxiliar 37 °C, s-lens 55.

3.1.8 Ensaios de estabilidade em DMSO

O ensaio de estabilidade em DMSO foi realizado utilizando RMN de 'H e para isso
foram separados cerca de 10 mg dos complexos completamente dissolvidos em 600 uL de
DMSO-gs € 0 espectro de H foi coletado ao longo de 7 dias. O software MestreNova foi usado

para analisar os espectros.

3.1.9 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade in vitro dos compostos foi realizado no Laboratério de
Sintese e Interacdes Bioinorganicas - SibLab, no Departamento de Quimica da UFMG. Foram
utilizadas linhagens de células tumorais de carcinoma mamario murino (4T1) e adenocarcinoma
de mama humana (MDA-MB-231). Estas linhagens possuem fendtipo triplo-negativo
altamente metastatico. Para avaliar a seletividade dos compostos também foi utilizada uma
linhagem celular de mama humana néo tumoral (MCF-10a). As células foram cultivadas a 37
°C em garrafas de 25 cm? em meio de cultura RPMI 1640 suplementadas com 10% (v/v) de
(FBS) soro fetal bovino em pH 7,4 e atmosfera Umida a 5% de CO,. As células foram
distribuidas em placas de 96 pocgos, com densidades que variaram de 0,8 a 1,5 x 10°
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células/pogo, por um periodo de incubacgéo de 24 horas para adesao na placa. Solucfes estoque
dos compostos foram preparadas (102 molL™ em DMSO) e diluidas em meio de cultura em
diferentes concentragbes (10, 5, 1, 0,5 ¢ 0,1 uM), onde a porcentagem de DMSO maxima foi
de 1%. Depois de 72 horas de exposi¢ao aos compostos, as células foram incubadas por 4h com
MTT, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (5ug/10pL/poco) ao abrigo da
luz. Apoés a incubagdo com o MTT, o meio de cultura foi removido e o produto de metabolizacéo
do MTT pelas células viaveis (Formazan) foi solubilizado em DMSO (100uL/poco) e medido
por leitura espectrofotométrica (absorbancia em 570 nm). Os valores de ICsg (concentracéo
inibitéria de 50% da viabilidade celular) foram calculados considerando o grupo controle
negativo (100%). Os dados foram tratados utilizando o software GraphPad Prism 9. A cisplatina

foi utilizada como composto de referéncia.

3.2 ESTUDOS DA INTERACAO COM BIOMOLECULAS

3.2.1 Estudos de interacdo com BSA por medidas de Fluorescéncia

Preparou-se uma solucdo de BSA (albumina do soro bovino, Sigma Aldrich) em tampao
Fosfato-Salino Phosphate -Buffered - Saline pH 7,4 (1,4 mM de cloreto de Sodio (NaCl), 8 mM
de Fosfato de Sodio dibasico (Na2HPO4) e 2 mM de Fosfato de S6dio monobasico dihidratado
(NaH2PO4.2H20)). A concentracdo da solugéo foi determinada por espectroscopia na regido do
UV-VIS, sabendo-se que a absortividade molar (g) da BSA em 280 nm é 44.300 mol™* cm™ L
e utilizando-se a lei de Beer — Lambert (A = ebc), onde A ¢ absorbancia, b o caminho 6ptico
(cm) e ¢ a concentragdo (molL™). Os espectros de emisséo de fluorescéncia foram registrados
em um intervalo de 285 a 550 nm, com Aexc 280 nm. Foi feita a leitura do tamp&o com BSA,
apos foi feita a analise da interagdo da amostra com o BSA, para isso na cubeta, foram
adicionados 2.925 pL do tamp&o pH 7,4, e 75 pL de solugdo-estoque de BSA (1,39 x10* mol
L1). Resultando em uma concentragéo de inicial de BSA na cubeta igual a 3,48 x 108 molL™.
Em seguida, foram realizadas sucessivas adi¢cdes de solu¢do dos compostos em DMSO até que
se atinja uma propor¢do 1:5 (BSA: complexo). Os espectros obtidos a cada adi¢cdo foram
utilizados no modelo de Stern-Volmer (Equagdo 1) para determinacdo da constante Ksv
(constante de Stern-Volmer), onde Fo e F s&o as intensidades relativas de fluorescéncia da
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proteina livre na auséncia e na presenca do complexo, respectivamente, Kq € a constante de
velocidade biomolecular da supressdo,z, € o tempo de vida de fluorescéncia meédia do
fluordforo excitado (z, = 1 X 1085)[32][33] e [Q] ¢ a concentracdo do complexo supressor

de emissdo. Ksv é considerada a constante de ligacdo entre o aduto BSA-composto titulante é

obtida pela regressdo linear de Fi vs [Q].
0
~1 + Kq 7 [Q] = 1+ Ky [S] (Equagéo 1)[33]
0

3.2.2 Estudos de competicdo do Brometo de Etidio e ctDNA por fluorescéncia

Foram utilizadas solugdes de ctDNA (DNA de timo de bezerro, Sigma Aldrich) cuja
concentracdo da solucdo foi determinada por espectroscopia na regidao do UV-VIS, sabendo-se
que a absortividade molar (g) do ctDNA em 260 nm é 6.600 mol™ cm™ L e utilizando-se a lei
de Beer — Lambert (A = ebc). O experimento foi realizado pela titulagdo de uma solugdo de
CtDNA (1,11 x 10" molL™) em tampao fosfato (PBS, pH = 7,4) contendo 8,43 x 10 molL™*
de BE com uma soluc&o de complexo (1 x 10 molL™) em aliquotas de 5pL até a proporc¢do de
1:3 (DNA:Complexo). Os espectros de emissdao de fluorescéncia foram registrados em um
intervalo de 530 a 750 nm, com Aexc 520 nm. [31],[33],[34]

Os espectros obtidos a cada adi¢cdo foram utilizados no modelo de Stern-Volmer
(Equacéo 1) para determinagdo da constante Ksy (constante de Stern-Volmer), onde Foe F séo
as intensidades relativas de fluorescéncia do aduto BE-ctDNA na auséncia e na presenca do
complexo, respectivamente, Kq é a constante de velocidade biomolecular da supressao, 7, € 0
tempo de vida de fluorescéncia média do aduto BE-ctDNA excitado (23,0 x 10°s)[33], [Q] é a
concentragdo do complexo e Ksy € a constante de constante de Stern-VVolmer. Esta constante é
considerada a constante de interacdo entre o ctDNA-composto titulante é obtida pela regressao

linear de — vs [Q].
Fo

Fio 1 + K, % [Q] =1+ K [S] (Equaco 1)[33]
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3.2.3 Eletroforese de DNA em gel de agarose

A habilidade dos complexos de se ligar ao DNA plasmidial foi avaliada por eletroforese
em gel de agarose. Foi utilizado o plasmideo PSP72 assim, 10 uL. do plasmideo (100 ng) em
tampéo Tris-HCI (trihidroximetilaminometano, pH = 7,2) foram incubados com 10 pL dos
ligantes a 200uM em DMSO (concentragao final de 100 uM) e dos complex0s em concentragdo
de 200 e 20 uM em DMSO (concentracgdo final de 100 uM e 10 uM) por 24h a 37°C, 5% v/v
DMSO. A razdo resultante é de 20 e 2 mmol Au/g DNA. Apds incubacdo, as reacdes foram
interrompidas pela adicdo de 5 pL de tampdo de carregamento (5 mmolL* Tris-HCI, 0,01% v/v
de azul de bromofenol, 50% v/v de glicerol) as reacfes. As misturas foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose (0,7% m/v), em tampdo TAE 1X (40 mM de Tris-acetato, 0,5
molL' EDTA pH 8,0) a 70 V, por 60 minutos. O gel foi visualizado e fotografado sob
iluminagdo UV em camara reveladora ap6s incubagdo em solucéo de BE (2,5 pg mL™) por 24
horas.

3.3 SINTESE

3.3.1 Sintese dos Ligantes Ditiocarbamatos (DTC)

A sintese dos ligantes L1, L2 e L3 (Figura 11) foi realizada como descrito na literatura
e suas caracterizagOes estdo de acordo com esses dados [12]. Os ligantes foram preparados
partindo da respectiva amina (3,0 mmol) solubilizada em 10 mL de etanol seguida da adigéo 1
mL de solucéo aquosa de NaOH (3,0 mmol). Apoés agitacdo por 15 min adicionou-se dissulfeto
de carbono CS> (3,0 mmol) gota a gota. A reagdo foi acompanhada por placa cromatogréafica
usando como eluente diclorometano/metanol 9:1 e iodo como revelador. Para L1 e L3 a reagéo
foi realizada em banho de gelo. Foi adicionado 30 mL de éter etilico ao baldo e em seguida o
solvente foi removido por evaporagdo sob pressao reduzida e o sélido bege obtido foi filtrado
e lavado com 15 mL de éter etilico. Obteve-se cerca de 75% de rendimento para L1, 79% de

rendimento para L2 e 82% de rendimento para L3.
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1. NaOH, H,0 N
2. CSZ - +
S Na
MeOH e DCM t.a.
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1. NaOH, H,0
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S
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Figura 11 — Esquema reacgdo de sintese dos ligantes L1, L2 e L3. Fonte: Autoria propria

3.3.2 Sintese do complexo precursor de ouro

Para a obtencdo dos compostos de interesse, primeiramente foi realizada a sintese de um

complexo precursor, cloro(trifenilfosfina)ouro(l) [Au(PPh3)CI] (Figura 12) como descrito na

literatura [34] . A trifenilfosfina (PPhs) (1,5 mmol) foi previamente solubilizada em 10 mL de

metanol sob aquecimento. Seguida da adicdo gota a gota de 3 mL de solucdo etandlica de

tetracloroaurato(l11) de hidrogénio trihidratado [H(AuCls).3H2O] (1,5 mmol). A reacdo foi

deixada sob agitacdo magnética por 5 dias. O andamento da reagéo foi acompanhado por placa

cromatografica utilizando como eluente hexano/acetato de etila 3:2. O produto obtido foi

filtrado sob pressédo reduzida e lavado com etanol, agua e éter etilico. Rendimento 46%.



37

H[AuUCI,).3H,0 / EtOH cl

: P. : MeOH /ta

Figura 12 — Reacdo de sintese do precursor de ouro. Fonte: Autoria propria.

3.3.3 Sintese dos complexos de ouro com ditiocarbamatos

A Figura 13 mostra o esquema de sintese dos trés complexos ineditos: CL1, CL2 e CL3. Onde,
L1, L2 e L3 se refere aos diferentes tipos de ligantes utilizados e C representa 0 complexo
formado com aquele determinado ligante. Abaixo sdo descritas as condigdes necessarias para a

formagé&o de cada complexo assim como seus respectivos rendimentos.

R S
AN

R\ S + MeOH e DCM / t.a /
N Cl—Au—P@ > R S—Au—P@
) = e @ @

CL1,CL2eCL3

S LIGANTES
\N_<
+ < : S S
S Na N% . OECN%_ .
OCH3 S Na S Na
HCO 4 L2 L3

Figura 13 — Esquema de sintese dos complexos Fonte: Autoria propria.



38

Os complexos CL1, CL2 e CL3 foram preparados na propor¢éo 1:1 de ligante e
precursor de ouro (AuPPh3Cl). Na sintese desses complexos, adicionou-se a um baldo de fundo
redondo o ligante (0,2 mmol) solubilizado em 3 mL de MeOH. Em seguida, adicionou-se gota
a gota o precursor de ouro (0,2 mmol) solubilizado em 2 mL de diclorometano (DCM). A reagéo
foi deixada sob agitacdo magnética por 48h. Os complexos CL1 e CL3 foram submetidos a
evaporacdo do solvente por pressao reduzida. J& o complexo CL2 foi filtrado, pois obteve-se
um solido amarelo no baldo. Rendimento de 75% para CL1, de 63% para CL2 e 28% para 0
CL3.

Os complexos de ouro(l) formados a partir destes ligantes apresentam coloracéo amarela
e se mostraram estaveis em solucdo de DMSO quando estocados. A fim de compara-los, os
ligantes foram caracterizados nas mesmas condicdes que 0s respectivos complexos, sempre que
possivel. Os dados dos ligantes utilizados (L1, L2 e L3) e complexos sintetizados (CL1, CL2,
CL3) neste trabalho estéo listados a seguir.

L1
\ S
N
- +
S Na
OCH;,
H;CO

Nome IUPAC: 2,2-dimetoxietil metil carbamoditioato de sodio(l)

Férmula molecular: CéH12NNaO>S;

Massa molar: 217,28 g mol™*

Caracteristica fisica: solido bege

IV (cm™): 3350, 2941, 1629, 1470, 1269, 1062, 964.

RMN !H (DMSO-g) 8: 3,2 s, 6H (OCHs e OCHs), 3,3 s, 3H (N-CH3), 4,0 d, J = 5,4 Hz, 2H N-
CHy), 4,7t,J=5,3 Hz, 1H (HC-OCHy).

RMN *3C (DMSO-g6) 8: 43,4 (N-CHs3), 53,9 (O-CHs), 56,4 (N-CHy), 103,0 (O2-CH), 214,7 (N-
C=Sy).
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L2

S

N% .

S Na
Nome IUPAC: Piperidina-1-carboditioato de sodio(l)
Formula molecular: CeH1oNNaS:
Massa molar: 183,26 g mol*
Caracteristica fisica: solido branco
IV (cm™): 3356, 2929, 1623, 1502, 1464, 1214, 964.
RMN !H (DMSO-¢) 6: 1,4 dt, J = 11,3 )" = 5,8 Hz, 4H, 2CH, (CH2-CH2-CH2-N), 1,5 (dd, J’
=11,5J " =6,0 Hz, 2H, CH2 (CH2-CH2-CH2-N), 4,2 — 4,2 m, 4H, 2CH; (CH2-CH2-CHa-N).
RMN 3C (DMSO-gs) 6: 24,4 (CH2), 25,8 (CHy), 50,3 (CHy), 212,5 (N-C=S,).

L3
S
0 N%_ +
S Na
Nome IUPAC: 4-Oxopiperidina-1-carboditioato de sodio(l)
Formula molecular: CeHsNONaS:
Massa molar: 197,25 g mol*
Caracteristica fisica: solido bege
IV (cm™): 3282, 2929,1709, 1626,1201, 929.
RMN H (DMSO-g) o: 2,3 t, J = 6,1 Hz, 4H, 2CH2 (O=C-CH>), 4,5, J = 6,1 Hz, 4H, 2CH;
(CH2-N).
RMN 23C (DMSO-gs) J: 40,5 (CH2), 47,9 (CH>), 208,8 (N-C=S;), 214,9 (O=C).
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CL1
s—Au—p@
\N_<
S
OCHj4
HaCO

Formula molecular: C2sH27NAUPO,S>

Massa molar: 653,55 g mol*

Caracteristica fisica: 6leo bem viscoso amarelo

IV (cm™): 2935, 1257, 1092, 976, 753, 689

RMN 'H (DMSO-g) 8: 3,3 s, 6H (OCHse OCH3), 3,3 s, 3H (N-CH3), 3,9d, J = 7,2 Hz, 2H
(N-CH), 4,7t,J=5,4 Hz, 1H (HC-OCHg), 7,6 — 7,5 m, 15H (PPhs).

RMN 3C (DMSO-g6) 5 39,6 (NCH3), 44,5 (O-CHj3), 54,2 (O-CHz3), 57,7 (N-CH_), 101,8 (CH_-
C-Hs), 129,5 (C-PPhgz,), 131,9 (C-PPhs,), 133,6 ( C-PPhgz,), 6 207 (N-C=S>).

RMN 3P (DMSO-¢) & 38,6 (P-Phs).

CL2

O

Formula molecular: C2sH2sNAUPS;

Massa molar: 619,53 g mol*

Caracteristica fisica: solido cristalino amarelo claro

IV (cm™): 2929, 1470, 1226, 1092, 976, 738, 683

RMN 'H (DMSO-gs) &: 1,6-1,5 m, 6H, 3CH2 (CH2-CH2-CH2-N), 4,0-3,9 m, 4H, 2CH, (CH>-
CH2-CH2-N), 7,67 m, 15H, (PPhs).
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RMN %3C (DMSO-gs) &: 23,3 (CH2), 25,6 (CHa), 52 (N-CH2), 129,4 (C-PPhs,), 130,1 (C-PPha),
131,8 (C-PPhs), 133,6 (C-PPhs), 203,9 (N-C=S,).
RMN *P(DMSO-gs) & 38,6 (P-Phs).

CL3

—O<I

Formula molecular: C24H23AUNOPS;

Massa molar: 633,51 g mol*

Caracteristica fisica: solido cristalino amarelo

IV (cm™): 2956, 1720, 1438, 920, 797, 685

RMN 'H (DMSO-¢) 8: 2,51, J = 6,3 Hz 4H, 2CH; (O=C-CH2) 4,31t, J = 6,3 Hz 4H, 2CH;
(CH2-N), 7,6-7,4 m, 15H, (PPhs).

RMN 13C (DMSO-46)3: 39,3 (s, CH2), 48,8 (s, N-CHy), 129,4 (C-PPhs,), 131,9 (s, C-PPhs),
133,6 (C-PPh3), 205,8 (s, N-C=Sy), 206,7 (s, C=0).

RMN 3P(DMSO-gs) 5 38,7 (P-Phs).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41  CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Os ligantes ditiocarbamatos (DTC) utilizados neste trabalho (L1, L2 e L3) foram
caracterizados por RMN de *H, *C{*H} e Dept em DMSO-¢s € estdo em concordancia com os
dados da literatura [12]. Eles se mostraram estaveis em solugdo de DMSO quando estocados.
As analises espectrais confirmam a obtencdo dos ligantes DTC, de coloracdo branca ou
levemente bege, solGveis em solventes como DMSO, H20 e MeOH. Os espectros de RMN de
'H e BC{*H} dos ligantes apresentam sinais de atomos de hidrogénio e carbono caracteristicos
dos compostos obtidos. As atribuicdes destes ligantes estdo descritas no apéndice (Figura Al
— A6).

Os respectivos complexos de ouro(l) (CL1, CL2 e CL3) foram caracterizados por RMN
e IV sempre em comparacgdo ao precursor e aos ligantes e é discutido a seguir. Os complexos
também foram caracterizados por termogravimetria, analise elementar de C, H e N, massas e

difracdo de raios X por monocristais e serdo discutidos adiante.

4.1.1 Espectroscopia de absorc¢ado na regido do infravermelho (1V)

A andlise dos resultados obtidos por espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho dos compostos permitiu obter informagdes relevantes acerca da coordenacao dos
ligantes ao ouro e da estrutura dos complexos. As Figuras 14 — 16 apresentam os espectros de
absorcéo dos ligantes, e precursor em comparagdo com seus respectivos complexos na regido
de 4000 cm™ a 400 cm™. Na Tabela 1 estdo apresentadas as atribuices de algumas frequéncias
observadas, em cm™, correspondentes as bandas caracteristicas dos ligantes livres e dos

complexos metélicos.[37], [38]
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Figura 14 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do precursor, ligante L1 e

complexo CL1. Fonte: Autoria propria.
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Figura 15 — Espectro de absorc¢do na regido do infravermelho do precursor, ligante L2 e
complexo CL2. Fonte: Autoria propria.
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Figura 16 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do precursor, ligante L3 e
complexo CL3. Fonte: Autoria propria.

Tabela 1 — Atribuicdo das principais bandas observadas nos espectros de absorcao na regiao
do infravermelho (cm™) dos ligantes e respectivos complexos
Cl-Au-PPhz L1 CL1 L2 CL2 L3 CL3 Atribuicao

3050 - 3051 - 3051 - 3055 v (C-Harom)

- 2941 2935 2929 2929 2867 2956 v (C-Haif)

- 1629 - 1623 - 1626 - VN-C=S

- - - - - 1709 1705 vC=0

1431 1470 - - 1464 - 1491 vC-C

1106 - - - - - - dobraC-H

- 1269 1257 1214 1226 1201 1223 vC-N

- 1062 1092 - - - - vC-O

745 750 753 744 738 - 738 &’CH

- - 689 - 683 - 685 vC-S
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Nota: v = estiramento; &’ = deformacao angular.

As bandas referentes ao ligante trifenilfosfina ocorrem em 3050, 1431, 1106, 745, 683,
544, 503 cm™* e foram claramente identificadas a partir do espectro do precursor de ouro e estdo
presentes nos trés complexos obtidos [35]. Em todos os espectros dos ligante e complexos sdo
observadas bandas entre 1200-1300 cm™, correspondendo aos estiramentos da ligagdo C-N do
ligante ditiocarbamato de acordo com a literatura[35].

Outra importante atribui¢ao caracteristica ¢ o estiramento da tioamida (vC=S) que é
identificada em todos os ligantes, mas esta ausente nos complexos. Isso evidencia a
complexacdo, uma vez que no complexo, a ligacdo Au-S esta em ressonadncia, ndo sendo
possivel identificar o estiramento tioamida devido a essa ressonancia[35]. Em contrapartida é
possivel observar nos complexos, a banda de estiramento (vC-S) na regido entre 680-710 cm™
[36].

As deformagGes angulares C-H aromaticas ocorrem proximas a 750 cm™ para todos os
complexos e ligantes, assim como os estiramentos (vC-H) alifatico que caem na regido de 2900
cm[37], [38],[39]. Os estiramentos atribuidos a carbonila (vC=0) ocorrem entre 1705-1725
cmt e foram identificados apenas para L3 e CL.3 como esperado. De acordo com a literatura o
estiramento v(Au-P) ¢ atribuido na faixa de 420-541 cm™ e os picos relacionados a ligagdo Au—

S encontram-se em energias ainda mais baixas, o que ndo é possivel identificar nesta analise.

4.1.2 Espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear (RMN)

A caracterizacdo por RMN dos compostos foi realizada com o objetivo de se verificar o
sucesso reacional de todas as etapas, desde a obtencdo dos ligantes e precursor até a obtencao
dos complexos biologicamente relevantes. Foi possivel confirmar a coordenacdo das fraces
DTC ao centro do ouro(l) por variacdes nos deslocamentos quimicos de sinais caracteristicos
dos nticleos de hidrogénio, carbono e fosforo. Sdo discutidos a seguir os espectros de 'H e
13C{ H} e 3P obtidos para os complexos CL1, CL2, e CL3 bem como suas atribuicdes.

O espectro de RMN de *H do complexo CL1 (Figura 17) apresenta os sinais referentes
aos atomos de hidrogénio do complexo de ouro(l), em concordancia com a estrutura proposta.

O simpleto que tem o deslocamento em 3,32 ppm com integracdo de 6 H corresponde aos
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atomos de hidrogénio das metoxilas (1 e 2) enquanto o sinal em 3,37 ppm com integracdo de
3H corresponde ao 4&tomos de hidrogénio da metila que esté ligada ao atomo de nitrogénio (3),
ja o dupleto que tem deslocamento de 3,93 ppm se refere aos atomos de hidrogénios CH; (4), e
o tripleto em 4,76 ppm ao (5), Por fim, o multipleto compreendido entre 7,64-7,56 ppm com
integracdo de 15 H corresponde ao grupo trifenilfosfina (6). Percebe-se que a formagdo do
complexo é evidenciada pois ao compararmos os espectros do RMN de *H do ligante L1,
mostrada no apéndice (Figura Al) e do precursor de ouro (Figura A7) os sinais apresentam
deslocamentos significativo, como por exemplo o sinal dos 2 H do dupleto (4) que no ligante
tem deslocamento em 4,08 ppm e p6s a complexagdo esse deslocamento é em 3,94 ppm. Além

dos atomos de hidrogénio da fosfina (6) que aparecem no espectro do complexo.
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Figura 17 — Espectro de RMN de *H do complexo CL1 em solugio de DMSO-gs (8 em ppm)
em 400 MHz.

O espectro de RMN de *C do complexo CL1 (Figura 18) apresenta os sinais dos
atomos de carbono referentes ao complexo de ouro, em concordancia com a estrutura proposta.

O sinal com deslocamento de 44,56 ppm corresponde ao &tomo de carbono do metileno (3) que
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estd ligado ao N, o sinal com deslocamento em 54,21 ppm correspondem aos tomos de
carbonos (1 e 2) das metoxilas OCHs do ditiocarbamato e o sinal em 57,77 ppm corresponde
ao dtomo de carbono CH> que esta ligado ao N (4) e o sinal do a&tomo de carbono em 101,80
ppm corresponde ao atomo de carbono (5). Os 4&tomos de carbono do grupo fosfina séo os que
estdo localizados na regido de aromatico de 129,46 ppm a 133,74 ppm (6) e por ultimo o atomo
de carbono nédo hidrogenado que esta ligado aos atomos de S e &tomo de N possui deslocamento
igual a 207,06 ppm (7). Percebe-se que a formacdo do complexo € evidenciada, pois ao
compararmos os espectros do RMN de 3C ligante L1 (Figura A2) e do precursor de ouro
(Figura A8) os sinais apresentam deslocamentos significativos, principalmente o deslocamento
do atomo de carbono ndo hidrogenado (7), que no ligante antes da complexacdo tinha
deslocamento em 214,79 e ap6s a formacao do complexo esse deslocamento passou a ser igual
a 207,06 ppm. Também é possivel identificar os 4&tomos de carbono referentes ao grupo
trifenilfosfina. A (Figura 19) mostra o espectro de 3P ao qual é possivel observar o simpleto
do atomo de P da trifenilfosfina no deslocamento igual a 37,90 ppm. Assim como reportado em

[37] que apresentou sinal em 37,99 para um composto de ouro(l) contendo trifenilfosfina.
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Figura 18 — Espectro de RMN de *3C do complexo CL1 em solucdo de DMSO-gs (8 em ppm)
em 100 MHz.
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Figura 19 — Espectro de RMN de 3P do complexo CL1 em solugio de DMSO-¢s (8 em ppm)
em 162 MHz.

O espectro de RMN de *H do complexo CL2 (Figura 20) apresenta os sinais referentes
aos atomos de hidrogénio do complexo de ouro(l), em concordancia com a estrutura proposta.
O multipleto que tem o deslocamento em 1,57-1,63 ppm com integracdo de 6 H corresponde
aos atomos de hidrogénio (4, 3 e 3”) do CH2 da piperidina, ja o tripleto (2 e 2”) que tem
deslocamento em 4,02 com integracao de 4 H corresponde aos atomos de hidrogénio que estdo
ligados ao 4&tomo de carbono proximo ao N da piperidina e os sinais compreendidos em 7,55-
7,59 com integracdo de 15 H correspondem aos 4tomos de hidrogénio do grupo trifenilfosfina
(5).

Percebe-se que a formacédo do complexo € evidenciada ao compararmos 0s espectros de
RMN de 'H do ligante L2 (Figura A3) e do precursor de ouro (Figura A7), os sinais
apresentam deslocamentos significativos um indicio que evidencia a complexagdo, como por
exemplo, o sinal do tripleto (2 € 2”) que no ligante correspondia a um deslocamento igual a 3,85

ppm e a pos a complexacdo o mesmo se encontra em um valor igual a 4,02 ppm.
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Figura 20 — Espectro de RMN de *H do complexo CL2 em solugio de DMSO-gs (6 em ppm)
em 400 MHz.

O espectro de RMN de 3C do complexo CL2 (Figura 21) apresenta os sinais dos
atomos de carbono referentes ao ligante L2 e ao precursor de ouro, em concordancia com a
estrutura proposta. O simpleto que tem o deslocamento 23,36 ppm corresponde ao atomo de
carbono (4) do CH2 da piperidina. Os simpletos que tem deslocamento em 25,68 ppm
corresponde aos C dos CH: (3 e 3”) da piperidina. Ja o simpleto que tem deslocamento igual a
52,04 ppm corresponde aos atomos de carbono do CHz que estd ligado ao atomo de N da
piperidina (2 e 2’). Os carbonos do grupo fosfina sdo os que estdo localizados na regido de
aromatico, de 129,41 ppm a 133,71 ppm (5) e por ultimo o atomo de carbono néo hidrogenado
que esta ligado aos atomos de S do dissulfeto e ao atomo de N da piperidina possui
deslocamento igual a 203,90 ppm (1). Percebe-se que a formacdo do complexo € evidenciada,
pois ao compararmos os espectros do RMN de *3C ligante L2 (Figura A4) e do precursor de
ouro (Figura A8) os sinais apresentam deslocamentos significativos principalmente o

deslocamento do 4&tomo de carbono ndo hidrogenado, que esta ligado aos dois enxofres, que no
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ligante tem deslocamento em 212,56 ppm e apds a formagdo do complexo esse deslocamento
passou a ser igual a 203,09 ppm. A (Figura 22) mostra o espectro de 3'P ao qual é possivel
observar o simpleto do atomo de P da trifenilfosfina no deslocamento igual a 38,68 ppm, valor

préximo ao reportado na literatura de 37,90 ppm. [37]
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Figura 21 — Espectro de RMN de **C do complexo CL2 em solugio de DMSO-g6 (8 em ppm)
em 100 MHz.
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Figura 22 — Espectro de RMN de %P do ligante CL2 em solug&o de DMSO-gs (8 em ppm)
em 162 MHz.

O espectro de RMN de *H do complexo CL3 (Figura 23) apresenta os sinais referentes
aos atomos de hidrogénio do complexo de ouro(l), em concordancia com a estrutura proposta.
O tripleto que tem o deslocamento em 2,55 ppm com integracéo de 4 H corresponde aos atomos
de hidrogénio (3, 3”) do CH2 da piperidina, mais desblindado. J& o tripleto que tem como
deslocamento em 4,31 ppm com integracdo de 4 H (2 e 2’) corresponde aos atomos de
hidrogénio que estdo ligados ao a&tomo de carbono proximo ao 4&tomo de N da piperidona e 0s
sinais compreendidos em 7,57-7,60 ppm com integracéo de 15 H correspondem aos atomos de
hidrogénios do grupo trifenilfosfina. Percebe-se que a formacdo do complexo é evidenciada
pois ao compararmos os espectros do RMN de H do ligante L3 (Figura A5) e do precursor
de ouro (Figura A7) os sinais apresentam deslocamentos significativos um indicio que
evidencia a complexacdo, como por exemplo, o sinal do tripleto (2 e 2°) que no ligante
corresponde a um deslocamento igual a 4,53 ppm e a pds a complexacédo o sinal se encontra em

um valor igual a 4,31 ppm.
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Figura 23 — Espectro de RMN de *H do complexo CL3 em solugio de DMSO-gs (6 em ppm)
em 400 MHz.

O espectro de RMN de 3C do complexo CL3 (Figura 24) apresenta os sinais dos
atomos de carbono referente ao complexo de ouro(l), em concordancia com a estrutura
proposta. O simpleto que tem o deslocamento 40,41 ppm corresponde ao atomo de carbono (3
e 3”) dos dois CH> da piperidona menos blindados. Os simpletos que tem como deslocamento
em 50,22 ppm corresponde aos C dos CH (2 e 2°) que estdo ligados ao N da piperidona. Os
atomos de carbono do grupo fosfina sdo os que estdo localizados na regido de aromatico 129,22
ppm a 134,48 ppm (5). O atomo de carbono ndo hidrogenado que esta ligado aos 4&tomos de S
ao atomo de N possui deslocamento igual a 207,06 ppm (4) e o0 &tomo de carbono da carbonila
da cetona (1) presente no ligante ditiocarbamato possui deslocamento igual a 209,13 ppm.
Percebe-se que a formacao do complexo é evidenciada, pois a0 compararmos 0s espectros do
RMN de 3C ligante L3 (Figura A6) e do precursor de ouro (Figura A8) os sinais apresentam
deslocamentos significativos, principalmente o deslocamento do atomo de carbono néo

hidrogenado, que esta ligado aos dois enxofres, que no ligante tem deslocamento em 208,89
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ppm (1) e apds a formacgdo do complexo esse deslocamento passou a ser igual a 207,02 ppm e
0 4tomo de carbono néo hidrogenado da carbonila ceténica, tem deslocamento no ligante igual
a 214,95 ppm (4) e ap6s a complexacdo o deslocamento é em 209,13 ppm. A (Figura 25)
mostra o espectro de 3P ao qual é possivel observar o simpleto do 4tomo de P da trifenilfosfina
no deslocamento igual a 38,72 ppm préximo ao valor encontrado na literatura de 37,90 ppm.
[37]
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Figura 24 — Espectro de RMN de **C do ligante CL3 em solugio de DMSO-gs (8 em ppm)
em 100 MHz.
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Figura 25— Espectro de RMN de 3P do complexo CL3 em solugio de DMSO-¢s (8 em ppm)
em 162 MHz.

O estudo de estabilidade dos complexos foi avaliado no RMN de *H em solucéo de
DMSO-gs no intervalo de tempo de Oh a 168 h (7 dias) e os espectros obtidos (Figuras A9 —
All). Todos os complexos CL1, CL2 e CL3 mostraram-se estaveis, ndo ocorrendo assim

deslocamento nem alterag&o nos sinais nos espectros de RMN.

4.1.3 Andlise elementar de C, He N, TG/DTG e Massas

Os resultados experimentais da composi¢do elementar para carbono, hidrogénio e
nitrogénio (%) confirmam as formulas minimas propostas para as estruturas dos complexos,
assim como adequados graus de pureza, como mostrado na Tabela 2. Os complexos CL1 e
CL2 foram ainda caracterizados para determinacdo do ion molecular por espectrometria de

massas com ionizacdo por elétrons-spray em modo positivo (ESITMS), e os espectros obtidos
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na andlise quanto na simulacdo pelo programa SIS Web estdo disponiveis no apéndice (Figuras
Al12 e A13). O pico do ion molecular para os complexos foram observados em m/z 654,09 e

620,09 para CL1 e CL2 respectivamente, correspondendo aos fragmentos [M+H]".

Tabela 2 — Resultados da andlise elementar de C, H e N (%) dos complexos e do ESI-MS. Exp

= experimental, Calc. = calculado, F.M. = formula molecular, M = massa molar

Complexo F.M. %C %H %N ESI-MS MM

Exp. EXp. Exp.  Exp.[M+H]" (gmol?)
(Calc.) (Calc.) (Calc.) (Calc.) (m/z)

CL1 C24H27NAUPO,S; 654,09 653,55
(654,55)
C24H27NAUPO2S,.CHCI3 41,78 2,78 1,83 772,92
(38,85) (3,65) (1,81)
CL2 C24H2sNAUPS; 4506 390 2,13 620,09 619,53
(46,53) (4,07) (226)  (620,53)
CL3 C24H23AUNOPS; 43,98 3,45 2,24 633,51

(45,50) (3,66) (2,21)

As curvas TG estdo disponiveis nas Figuras 26-28. A partir da curva TG/DTA de CL1
(Figura 28) percebe-se que o complexo é termicamente estavel até 200 °C, iniciando-se, entdo,
sua decomposicdo térmica. As perdas do ligante L1 e da trifenilfosfina, ocorrem entre 200 -
290°C, quando é observada uma perda de massa que equivale a 64,041% experimental
(calculado = 69,86%). Acima de 300 °C nota-se um residuo termicamente estavel até as
condicBes de temperatura aplicadas. Esse residuo final de 35,95% de massa estd com valor
proximo a porcentagem de ouro metalico esperada para CL1 (30,13%). Uma sugestdo de
excesso de massa seria fosforo que corresponde a 4,74% da massa. Entretanto vale ressaltar que
a andlise térmica ndo é uma técnica tdo sensivel e o erro obtido de 5% se encontra dentro do

esperado.
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Figura 26 — Analise termogravimétrica do complexo CL1 em atmosfera inerte e taxa de

aquecimento de 10 °C min™,

Acurva TG/DTA para CL2 (Figura 27) é similar aguela obtida para CL.1, sendo a perda
de massa correspondente ao ligante L2 e a trifenilfosfina, com porcentagens de perda de 68,75%
(calculado = 69,86%) em faixa de temperatura semelhante. Verificou-se a sobra de um residuo
correspondente a 31,25% de massa a 600°C. sendo que a porcentagem de ouro metalico

esperada para CL2 deveria ser de 31,14% calculado.
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Figura 27 — Anélise termogravimétrica do complexo CL2 em atmosfera inerte e taxa de
aquecimento de 20 °C min™.

A curva TG/DTA da amostra CL3 (Figura 28) mostra um perfil de curva diferente dos
outros compostos, sendo possivel observar quatro perdas sucessivas que iniciam em 200 °C
com porcentagem total de 60,35% que tende a ser correspondente ao ligante L3 e a parte
aromatica do grupo fosfina presente na estrutura que tem uma porcentagem de massa juntos
igual a 64,02% (calculado). O residuo a 600°C corresponde a 39,65% enquanto o esperado para

Au-P esté calculado para 35,98%.
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Figura 28 — Anélise termogravimétrica do complexo CL3 em atmosfera inerte e taxa de
aquecimento de 10 °C min™.

4.1.4 Andlise cristalogréafica por difracédo de raios X de monocristal

Complexo CL1:

O composto CL1 foi submetido a experimentos de difracdo de raios X por monocristal e 0
resumo da coleta de dados e resultados de refinamento sdo mostradas na Tabela 3. Este
composto foi medido a partir de um cristal geminado. Para o refinamento dos dados foram

consideradas duas células unitarias ndo-meroédricas.
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Tabela 3 — Principais dados cristalograficos para os complexos.

Composto CL1 CL2 CL3
Formula C12H24N204S4A U2 Ca4H2sNPS>Au Ca4H23NPS2AU
Massa molar/gmol! 782.50 619.51 633.49
T/K 200 (2) 293 (2) 293 (2)
LA 1,5418 1,5418 1,5418
Sistema Cristalino Monoclinico Triclinico Triclinico
Grupo de Espaco C2/c P1 P1
a/A 20.6730(7) 8.6957(3) 8.7777(2)
b/A 6.3821(2) 9.8069(3) 9.8419(2)
c/A 15.6800(5) 14.2554(5) 14.0700(3)
/o 90 73.150(3) 74.781(2)
B/o 98.792(3) 84.246(3) 85.493(2)
y /o 90 88.248(2) 87.660(2)
v/ A3 2044.47(12) 1157.61(7) 1168.98(4)
72 4 2 2
VAL 4 2 2
p/Mgm3 2.542 1.777 1.800
p/ mm™! 30.587 14.351 14.264
F(000) 1456 604 616
Tamanho / mm? 0,150%0,040x0,010 = 0,270x0,100x0,013 = 0,841%0,408%0,073
Reflexées coletadas 3508 12995 13570
Rint 0.1178 0.0521 0.0939
_ Reflexdes 3508 432 4276
independentes
Reflexbes com 3200 3845 3046
I>20(1)
Re, wRY [[>26(I)]  0,0741; 0,2054 0,0332; 0,0847 0,0555; 0,1447
R¢, wR¢
. 0,0770; 0,2110 0,0364; 0,0868 0,0577; 0,1469
(todas reflexdes)
Se 1,063 1,020 1,020
Maximo e minimo ', 6} 70 1280 -0.597 2.862 -1.528

residual / e A3

a7 definido como nimero de unidades assimétricas por célula unitéria. °Z’ definido como numero de unidades de
interesse. °R= X ||Fo| - [Fe|| / Z |Fol. WR = [Z W(|Fof? - |[Fe|?)? / = W|Fo[?]¥2. S = [Z W(|Fof? - [Fc)? / (no - np)]~2, onde
w « 1/a, no=nimero de observaveis e n, =nimero de pardmetros refinados
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Na tentativa de obter a estrutura cristalina do complexo CL1, foi obtida outra estrutura
cristalina de um novo complexo denominado entdo de CL1’ (Figura 29), que apresenta uma
estrutura diferente do complexo CL1. O complexo CL1’ cristaliza no grupo de espaco
monoclinico, ¢ um complexo neutro onde ha& dois atomos de ouro(l) e dois ligantes
ditiocarbamato. Cada ligante esta ligado a dois atomos de ouro, em coordenagao do tipo kSk’S.
Os atomos de ouro possuem numero de coordenacdo 2, em geometria linear. Os comprimentos
de ligacdo metal-ligante sdo iguais a 2,281 A para Aul-S1, 2,288 A para Au2-S2, com angulo
S1-Aul-S1' igual a 177,73° enquanto para S2-Aul-S2' é igual a 176,00° [i = 1-x, y, 3/2-z].
Estes comprimentos de ligacéo e angulo observados séo condizentes com um atomo de ouro(l).
Neste complexo o ligante ditiocarbamato esta torcido em relacdo ao outro. O angulo entre 0s
planos formados pelos planos médios dos grupos ditiocarbamato de cada ligante (plano médio
formado pelas posicdes de S1, S2, N1 e C1) é igual a 34,98°, o que causa as ligagdes com o
atomo de ouro ndo serem paralelas. O angulo formado pelas esferas de coordenacao dos &tomos
de ouro é de 24,32°. Esses dados sdo condizentes com complexos contendo ouro ligado a

trifenilfosfina e ao enxofre.[37]

Figura 29 — Estrutura cristalina de CL1> com numeracdo de todos os atomos, exceto para
atomos de carbono (em cinza) e hidrogénio (esferas brancas). Elementos de simetria: i = 1-x,
y, 3/2-z.

Percebe-se que a estrutura ndo apresenta ter a trifenilfosfina ligada ao ouro como era
esperado no complexo CL1, no entanto vale ressaltar que a cristalizacdo deste complexo
ocorreu no tubo de RMN com o complexo solubilizado anteriormente em cloroférmio CDCl3
deuterado e por evaporacdo lenta do solvente ocorreu o processo de cristalizagdo. O RMN
realizado nesta amostra mostrava 0s sinais da trifenilfofina entretanto, no processo de

cristalizacéo a trifenilfosfina saiu do sitio de ligagdo com o ouro e 0 mesmo se ligou a outro
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ligante ditiocarbamato isso pode ocorrer devido as propriedades semelhantes do enxofre e

fosforo explicada pela teoria de acidos e bases duros e moles de Pearson.[38]

Complexo CL2:

O composto CL2 foi submetido a experimentos de difragdo de raios X por monocristal,
e apresenta uma desordem posicional no anel do ligante ditiocarbamato, onde os carbonos
metilénicos possuem duas posi¢cdes possiveis. O resumo da coleta de dados e resultados de
refinamento sdo mostrados na Tabela 3.

A estrutura cristalina do CL2, que cristaliza no grupo de espago triclinico, & um
complexo neutro contendo um ligante ditiocarbamato, um atomo de ouro e uma trifenilfosfina.
A estrutura cristalina de uma das unidades é mostrada na Figura 30. O ligante ditiocarbamato
esta ligado a um atomo de ouro, em coordenagio do tipo kS. O atomo de ouro possui nimero
de coordenacao 2, em geometria linear. O atomo de ouro Aul é coordenado ao ditiocarbamato
e uma trifenilfosfina. Os comprimentos de ligacdo metal-ligante séo iguais a 2,336 A para Aul-
S1, 2,246 para Aul-P1, com angulo P1-Aul-S1 igual a 178,86°. Estes comprimentos de ligacédo
e angulo observados sdo condizentes com um atomo de ouro(l). Esses dados sdo condizentes

com complexos contendo ouro ligado a trifenilfosfina e ao enxofre. [37]

Figura 30 — Estrutura cristalina de uma das duas unidades presentes na unidade assimétrica
de CL2 com numeracdo de todos os &tomos, exceto para &tomos de carbono (em cinza) e

hidrogénio (esferas brancas).
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Complexo CL3:

O composto CL.3 foi submetido a experimentos de difracdo de raios X por monocristal.
Este composto apresenta uma desordem posicional no anel do ditiocarbamato, onde os carbonos
metilénicos possuem duas posi¢Bes possiveis. O resumo da coleta de dados e resultados de
refinamento sdo mostradas na Tabela 3.

A estrutura cristalina de CL3, cristaliza no grupo de espaco triclinico, € um complexo
neutro contendo um ligante ditiocarbamato, um atomo de ouro e uma trifenilfosfina. A estrutura
cristalina de um destes complexos é mostrada na Figura 31. O ligante ditiocarbamato esta
ligado a um 4tomo de ouro, em coordenagdo do tipo kS. Os d&tomos de ouro possuem numero
de coordenacdo 2, em geometria linear. O &tomo de ouro Aul € coordenado ao ditiocarbamato
e uma trifenilfosfina. Os comprimentos de ligagdo metal-ligante sio iguais a 2,331 A para Aul-
S1, 2,245 para Aul-P1, com angulo P1-Aul-S1 igual a 174,18°. Estes comprimentos de ligacdo
e angulo observados sdo condizentes com um atomo de ouro(l). Esses dados sdo condizentes

com complexos contendo ouro ligado a trifenilfosfina e ao enxofre. [37]

Figura 31 — Estrutura cristalina de uma das duas unidades presentes na unidade assimétrica
de CL3 com numeracdo de todos os &tomos, exceto para &tomos de carbono (em cinza) e

hidrogénio (esferas brancas).

4.2 INVESTIGACAO DAS PROPRIEDADES BIOLOGICAS
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4.2.1 Ensaios de citotoxicidade

O método do MTT € um ensaio colorimétrico baseado na reducédo metabodlica, do mesmo
e é amplamente utilizado para a medicao de proliferacdo celular. Apos a incuba¢do com o MTT,
0 produto de metabolizacdo do MTT pelas células viaveis (Formazan, Figura 32) pode ser

solubilizado em DMSO e quantificado por espectrofotometria (absorbancia em 570 nm). [12]

CH3
MTT FORMAZAN

Figura 32 — Reacdo de redugdo do MTT que ocorre na mitocondria de células viaveis.

A viabilidade celular ap6s exposi¢do das células aos compostos por 72h pode ser
calculada pela medida de absorbancia da solucéo resultante da dissolucéo dos sais de formazan

[41]e esta relacionada ao numero de células vivas, segundo a Equacao 2:

Viabilidade celular (%) = ——=—— x100%  (Equagdo 2)

Abs controle

O ICso (concentracdo inibitoria de 50% da viabilidade celular) de cada composto em
cada linhagem foi determinado e estdo apresentados na Tabela 4. Quanto menor o valor do
ICs0, mais eficaz é o composto caso ele apresente um alto indice de seletividade, indicando que
0 uso de uma menor dose é necessario para inibir 50% do crescimento celular. Os valores de
ICso nas linhagens de células utilizadas (MDA-MB-231, 4T1 e MCF-10a) foram calculados
considerando o grupo controle negativo (100%). A célula ndo-tumoral de mama, MCF-10a, foi
empregada para avaliar a seletividade dos compostos em relagéo as células tumorais (MDA-
MB-231 e 4T1) nas mesmas condi¢Bes sendo possivel o calculado do indice de seletividade

(IS). Os valores sédo representados como a media = SD (desvio padrao) da quadruplicata de dois
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experimentos independentes. A fim de facilitar a comparagao dos valores, estes também estéo

apresentados na forma de gréafico de barras na Figura 33.

Tabela 4 — Atividades antiproliferativas (valores de ICso, uM) dos ligantes e seus complexos
nas linhagens celulares MDA-MB-231, 4T1 e MCF-10a apds 72 h de incubacdo, avaliadas pelo
ensaio do MTT.

Células tumorais Célula normal
Composto ICs0 (UM £ SD) ICso0 (UM = SD)

MDA-MB-231 IS* 4T1 IS MCF-10a
L1 2,43+ 0,88 1,0 2,22 +0,07 1,1 2,39+0,40
CL1 2,37+ 0,15 0,7 0,98 + 0,07 1,6 1,54 +£0,15
L2 1,56 + 0,15 1,4 0,63 +0,01 35 2,19 £0,07
CL2 0,69 +0,01 0,4 0,28 +0,01 0,9 0,26 + 0,03
L3 6,63 + 0,34 0,4 2,59 +0,13 1,0 2,49+0,11
CL3 2,53 £0,27 0,9 0,89 +£0,01 2,7 2,38 £ 0,02

Cisplatina 9,59+0,73 1,5 3,37 +0,09 4,4 14,72 + 2,07

*Q indice de seletividade (IS) é calculado pela equacéo: ICso (célula saudavel,uM)/ 1Csq (célula tumoral,uM).

Pela analise dos resultados apresentados na Tabela 4 e na Figura 33, percebe-se que
tanto para a linhagem MDA-MB-231 quanto para a 4T1 todos os ligantes possuem boa

atividade citotoxica frente as linhagens estudadas.

20
L1

| B CL1
L2
CL2
L3
5] = CL3
B cis-Pt

15+

10—

MDA-MB-231 4T1 MCF10

Figura 33 — ICso dos ligantes e complexos contra trés linhagens de células diferentes.
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A atividade citotdxica observada em L1, L2 e L3 é cerca de 2 a 6 vezes melhor que a
cisplatina que foi utilizada como controle positivo.

Os complexos aqui estudados possuem atividade antiproliferativa significativa, ao
compararmos a citotoxicidade nas células MDA-MB-231, percebemos que os complexos CL2
e CL.3 foram mais ativos que seus respectivos ligantes. A complexacéo fez com que o complexo
se tornasse cerca de 2,2 vezes mais ativo no CL2 e 2,6 vezes mais ativo para CL3, quando
comparamos os valores de citotoxicidade dos complexos com seus respectivos ligantes.

A citotoxicidade dos complexos também apresenta ser de 4 a 14 vezes melhor que a da
cisplatina. Em relacdo ao composto CL1, a complexacdo ndo teve um resultado melhor na
célula MDA-MB-231 mas teve um melhor indice de seletividade (IS = 1,6) na linhagem 4T1
em relacdo aos demais complexos. Em contrapartida quando comparamos o efeito da
citotoxicidade na célula 4T1 percebemos que a complexacdo favoreceu o aumento da
citotoxicidade dos complexos na linhagem tumoral, inclusive do CL1, que se tornou cerca de
2,2 vezes mais ativo nessa linhagem, quando comparamos seu respectivo ligante. Um resultado
surpreendente também vemos em CL3 que se tornou cerca de 3 vezes mais ativo na linhagem
celular 4T1 ap6s realizar a complexacdo e CL2 foi cerca de 2,2 vezes mais ativa na linhagem
4T1.

Dos trés ligantes utilizados, L1, L2 e L3 o ligante L2 e seu respectivo complexo CL2
apresentaram uma maior atividade em MDA-MB-231 e em 4T1 sendo essa atividade bem mais
significativa nos complexos CL1 e CL3. Em relagdo a seletividade, o complexo CL3 apresenta
certa seletividade (IS = 2,7) na linhagem celular 4T1 em relacdo aos demais complexos.
Podemos inferir que a complexacdo dos ligantes ao ouro favorece a atividade citotdxica.
Trabalhos ja realizados em nosso grupo com esses ligantes ditiocarbamatos, envolvendo outros
precursores de ouro, mostram atividade citotoxica significativa em células de mama. A
atividade antiproliferativa dos ligantes L1, L2 e L3 é relatada na literatura, assim como seus
respectivos complexos de ouro (111).[12] Dos resultados apresentados na literatura citada,
contendo o ligante DTC L2 e L3 os compostos com o ligante L2 aqui presentes possuem
citotoxicidade semelhante na linhagem MDA-MB-231(ICso 0,6 = 0,2 complexo de ouro(lll)
com ligante L2), no entanto o composto de ouro(lll) contendo o ligante L3 (ICso 0,4 £ 0,1
complexo de ouro(l1l) com ligante L3) é cerca de 6 vezes mais ativos que 0 composto com o
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mesmo ligante relatado neste trabalho isso quando analisamos os resultados de citotoxicidade
na linhagem celular MDA-MB-231. Entretanto, 0s compostos aqui apresentados apresentam
ser mais seletivos do que os relatados na literatura. Também existe na literatura complexos de
ouro com diferentes ligantes e fosfina que apresentam atividade citotoxica em diferentes
linhagens de células. [39],[40]

4.2.2 Interacdo com a BSA

Os complexos CL1, CL2 e CL3 foram testados quanto a sua capacidade de se ligar a
albumina, investigando sua capacidade em inibir a fluorescéncia intrinseca da proteina. A HSA
Albumina de soro humano (HSA) é uma proteina abundante no plasma sanguineo e €
responsavel pelo transporte de substancias tal como farmacos. A albumina do soro bovino
(BSA) é amplamente utilizada como modelo biomimético devido a sua disponibilidade, baixo
custo e alta semelhanca estrutural quando comparada com a HSA. A BSA possui cerca de 80%
de homologia estrutural e 76% de similaridade na estrutura terciaria em compara¢do com a
proteina humana, a BSA possui 582 residuos de aminoacidos e 35 residuos de cisteina
(formando 17 pontes dissulfeto), conferindo-lhe uma forte estabilidade. Sua estrutura
secundaria consiste em 67% de a-hélice, e seu ponto isoelétrico (PI) varia de 4,70 a 5,60, 0 que
sugere que em condicBes fisioldgicas a proteina possui uma carga liquida negativa. Essa
caracteristica pode atrair pequenas moléculas carregadas positivamente, favorecendo a
formag&o de um aduto estavel [41].

A estrutura das albuminas é composta por trés grandes dominios estruturalmente
semelhantes, denominados I, 1l e Ill, cada um com dois subdominios, A e B. As regifes
principais responsaveis pela ligacdo de moléculas enddgenas ou exogenas estéo localizadas nas
cavidades hidrofobicas dos subdominios 1A e I11A, conhecidos como sitios | e Il de Sudlow.
A afinidade de ligacdo no sitio | é favorecida principalmente por interagdes hidrofobicas,
enquanto no sitio Il observa-se uma combinacdo de interagdes eletrostaticas, hidrofobicas e
ligages de hidrogénio. Na estrutura da BSA, os subdominios IlA e IB contém, cada um, um
residuo de triptofano (Trp212 e Trpl34, respectivamente), sendo que o segundo estd proximo

a regido onde se encontra o Unico residuo de cisteina livre (Cys34). Figura 34 [8]
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Figura 34 — Representacdo da estrutura cristalina do aduto formado entre a proteina BSA e

um complexo de ouro(l11) ditiocarbamato. [8]

Como frequentemente discutido na literatura, muitos compostos terapéuticos, incluindo
complexos de ouro (I/111), interagem com a albumina por meio do Cys34 exposto na superficie,
0 Unico residuo de cisteina na estrutura proteica que ndo esta envolvido em ligacOes
dissulfeto.[42]

Quando excitadas em 280 nm, as albuminas exibem fluorescéncia intrinseca com um
méaximo de emissdo na regiao de 350 nm, atribuida a combinacdo da fluorescéncia dos residuos
de L-aminoacidos 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)
é a mais significativa, devido a natureza quimica do ambiente ao redor desses grupos. [8].

Dos resultados obtidos para os complexos, o complexo CL1 apresentou diferentes
capacidades de supressdo da fluorescéncia com valores de constante de Stern Volmer (Ksy)
diferentes dos obtidos para os complexos CL2 e CL3 (Tabela 5 e Figura 35) sendo que estes
dois altimos apresentaram resultados semelhantes. Sabe-se que valores de constantes de Stern-
Volmer com ordem de magnitude de 10° M é considerado indicativo de uma interagdo

relativamente forte entre BSA e complexos metéalicos.[43]
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Tabela 5 — Constantes de Stern-Volmer (Ksy) obtidas para os complexos CL1, CL2 e CL3
calculadas com a equacao de Stern-Volmer.

Composto Ksv (10° LMol ) R?
CL1 0,5 0,99055
CL2 1,1 0,96147
CL3 1,0 0,99331
1000 1000
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Figura 35 — Espectros de emissdo em solucdo aquosa da interagdo dos complexos CL1, CL2

e CL3 com a BSA. Fonte: Autoria propria.

Logo a partir do calculo da florescéncia no ponto maximo em relacdo ao ponto minimo

foi possivel calcular a porcentagem de supressao da fluorescéncia da proteina a medida que foi

se adicionando o composto. CL1 foi capaz de suprimir cerca de 52% da fluorescéncia da

proteina, enquanto o complexo CL2 e CL3 induziu a supresséo de 70% e 67% respectivamente.
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Portanto, os resultados sugerem que CL2 e CL3 possuem uma interacdo maior com a
albumina, quando comparado a CL1. Essas observacdes podem ser traduzidas quanto as
constantes de Stern-Volmer (Ksv) calculadas com a Equagéo 1 a partir dessas constantes é
possivel relacionar se 0 composto possui algum tipo de interacdo ou ndo com a albumina.
Constantes na ordem de 10* significam que o composto possui certo grau de interagdo com a
proteina [43].

Complexos de ouro (Ill) catibnicos com os mesmos ligantes ditiocarbamatos,
apresentaram ter interacdo com a BSA, sendo capazes de reduzir de 45 a 70% a fluorescéncia.
[12] Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados nos complexos aqui estudados, sendo
possivel relacionar que a supressdo da proteina pode ter ocorrido devido a interacbes
eletrostaticas uma vez que a albumina apresenta em pH fisioldgico, uma resultante de cargas
negativas e do ponto isoelétrico.

Essa caracteristica pode favorecer a formacdo de adutos estabilizados por interacdes
eletrostaticas, pode-se supor que o complexo CL2 por ter caracteristicas mais hidrofilicas
estruturalmente, quando comparado aos complexos CL3 e CL1, este complexo pode ter maior
afinidade de ligacdo no sitio | da BSA e o complexo CL.3 por apresentar uma pequena diferenca
estrutural, a presenca do oxigénio no ditiocarbamato, este pode interagir melhor no sitio 1l ao
qual observa-se uma combinacdo de interacBGes eletrostaticas, hidrofébicas e ligacdes de
hidrogénio assim como CL1 que apresenta caracteristicas mais hidrofobicas devido a presenca

de varios oxigénios do ligante.

4.2.3 Estudo de competicdo com brometo de etidio e DNA (BE-ctDNA)

Os compostos organicos fluorogénicos sdao compostos que fazem com que a
fluorescéncia seja induzida ou aumentada pela adicdo de outra entidade molecular. Sé&o
moléculas com alta afinidade e seletividade de ligacdo aos é&cidos nucleicos e s&o
particularmente Uteis para realizar a analise indireta da ligagdo ao DNA. Um exemplo de
fluordforo intercalador de DNA para o qual é possivel analisar a afinidade de ligacéo, é o
brometo de etidio (brometo de 3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenantridinio). Como essa molécula
tem baixa fluorescéncia em solucdo e torna-se altamente fluorescente quando ligada ao DNA,
suas propriedades fotofisicas podem ser usadas para determinar a capacidade dos



71

metalofarmacos de se ligarem ao DNA através da reducéo de intensidade de fluorescéncia.[44]
A interacdo entre o DNA e compostos antitumorais pode ocorrer por um mecanismo
intercalativo. O deslocamento do brometo de etidio (BE) € um experimento realizado com o
intuito de verificar se os compostos analisados sdo bons intercaladores de DNA através de
interacdes do tipo n-w stacking (Figura 36).

(o} —
BE ‘
Complexo Saida do BE

Figura 36 — Representacao esquematica do mecanismo intercalativo do BE, DNA e ap6s

adicdo de complexo. Fonte:[44]

A Figura 37 mostra os espectros de emissdo de fluorescéncia obtidos no estudo de
competicéo entre 0 BE-ctDNA e os complexos CL1, CL2 e CL3. Os valores das constantes de
ligacdo DNA-composto constante de Stern-Volmer (Ksv) obtidas a partir das curvas de

supressdo de fluorescéncia estdo mostrados na Tabela 6.
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Figura 37 — Espectros eletronicos em solugdo aquosa do teste de competicdo do ctDNA com

BE dos complexos CL1, CL2 e CL3 respectivamente. Fonte: Autoria propria

Observa-se que os complexos CL1 e CL3 exibem valores de Ksy semelhantes, na ordem

de 10* L mol?, e, portanto, interagem reversivelmente com o DNA com uma forca moderada.

Complexos que ttm uma interagdo mais forte com o DNA mostram constantes de interagdo na

ordem de 10° L mol™?, com o brometo de etidio, considerado um intercalador de DNA. A

intensidade das bandas de emissdo do BE-ctDNA diminui ap0s a adi¢do de aliquotas sucessivas

dos compostos, resultando em hipocromismo (diminuic¢do na intensidade da banda), indicando

que os compostos deslocam parte do BE para interagir com o DNA através de interacdes do

tipo m— stacking. (O processo ocorre pela insercdo de sistemas aromaticos planos, ou com

certo grau de planaridade, entre os pares de bases nitrogenadas do DNA) (Figura 38).[45]
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Figura 38 — Demonstracdo das ligacGes de hidrogénio e das interacfes de empilhamento das
bases nitrogenadas do DNA.[21]

Dos resultados obtidos, 0 composto que menos interage é o CL2, pois sua constante Ksv
(constantes de Stern-Volmer) foi a menor em relacdo a CL1 e CL3 Tabela 6. A partir dessa
constante é possivel relacionar se 0 composto possui algum tipo de interacdo ou ndo com o
DNA. Constantes na ordem de 10* possui certo grau de intercalacdo moderada com o DNA,
uma vez que provoca deslocamento do agente intercalador utilizado (brometo de etidio) [43].

No entanto apenas com este experimento ndo é possivel concluir que o DNA é alvo desses

compostos outras analises para verificar outros tipos de interacdo sdo necessarias.

Tabela 6 — Valores das constantes de Stern-Volmer (Ksv) e magnitude do coeficiente de

determinacéo (R?) obtidos para os complexos com ctDNA.

Composto Ksv (10* L Mol 1) R?
CL1 1,80 0,98404
CL2 0,02 0,98354
CL3 1,50 0,98555

4.2.4 Eletroforese de DNA plasmidial em gel de agarose

Devido a dependéncia do tamanho e formato das moléculas de interesse, a migracéo do
DNA desempenha um papel fundamental na analise, devido a diversidade de conformacdes que
a molécula pode adotar. Um exemplo notavel € o DNA plasmidial, uma molécula circular que
pode manifestar-se em trés isdmeros conformacionais: "supercoiled” (SC), “open circular”

(OC) e linear (L), conforme ilustrado na Figura 39.
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Figura 39 — Representacao esquematica das trés formas principais das moléculas de DNA
plasmidial. Fonte [44]

Em termos de mobilidade relativa através da matriz do gel, espera-se que a forma OC seja a
mais lenta, uma vez que sua estrutura ndo é tdo compacta quanto a forma SC, seguida pela
forma L, que exibe baixa mobilidade devido ao seu maior comprimento, resultando certa
retencdo. Tipicamente, a ordem de mobilidade é: SC > L > OC.

Entretanto, essa relacdo pode variar em diferentes circunstancias, sendo influenciada
por fatores como o tamanho dos poros, a corrente elétrica, 0 peso molecular, o pH e o tipo de
tamp&o empregado. Este tipo de experimento nos da informac6es ndo apenas da interacdo do
tipo intercalacdo como também de interacdo covalente e lise do DNA. A Figura 40 mostra o

resultado obtido na corrida eletroforética do DNA apds 24h de incubagdo com 0s compostos

em estudo.
0 cis-Pt L1 CL1 L2 CL2 L3 CL3
Ladder 100uM  100pM 10pM 100uM 100pM 10pM 100pM 100uM 10pM
(0] :
L
SC

Figura 40 — Estudo de interacdo de DNA Plasmidial por eletroforese em gel de agarose com
concentragdes de 100 e 10 uM, apds 24h de incubacdo a 37°C. Linha 1, controle DNA
plasmidial; Linha 2, cis-Pt 100 uM; Linhas 3-5, 6-8 e 9-11 correspondem a DNA plasmidial +

ligantes ou complexos na concentracdo de 100 uM e 10 uM.
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No experimento realizado utilizou-se 0 marcador de massa molecular (ladder). O ladder
€ uma mistura de diversos fragmentos de DNA de tamanhos e concentracdes conhecidas.
Utilizou-se o controle (0), em que apenas 0 DNA livre estava presente onde foram observadas
as duas formas do DNA (OC e SC), com a forma OC sendo a mais predominante devido a
intensidade de sua mancha no gel.

Ao comparar os ligantes e os complexos nas concentracfes de 100 e 10uM pode-se
afirmar que ndo houve uma alteracdo na quantidade relativa das formas do DNA em
comparagdo com o experimento controle, portanto esses compostos ndo foram capazes de clivar

0 DNA, sendo possivel concluir que o DNA n&o é o principal alvo destes compostos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

Foram sintetizados e caracterizados neste trabalho, trés novos complexos inéditos de
ouro(l) a base de trifenilfosfina e ditiocarbamato propostos como potenciais agentes
antitumorais para quimioterapia do cancer. As estruturas cristalograficas destes compostos
foram obtidas por difracdo de raios X por monocristal. Na sintese, o precursor [AuCIPPhs], foi
utilizado em uma reacdo em que os ligantes DTC se coordenaram de forma monodentada.

Todos os compostos obtidos neste trabalho foram avaliados quanto as suas atividades
citotoxicas em linhagens celulares humanas de mama tumorais e ndo tumoral (MDA-MB-231,
4T1 e MCF-10a). Os complexos ditiocarbamato(trifenilfosfina)ouro(l) apresentaram atividades
citotoxicas significativas. Todos os compostos inibiram a viabilidade das células tumorais de
maneira concentracdo-dependente, podendo-se obter o ICsp a partir das curvas concentragéo-
resposta.

O composto CL2 foi destaque contra a linhagem MDA-MB-231 por sua atividade
antiproliferativa na faixa submicromolar (ICso = 0,69 = 0,01 uM, 1S = 0,9). De modo geral, 0s
estudos evidenciaram que os complexos aqui relatados podem ser vantajosos como candidatos
a agentes antitumorais em linhagens de cancer de mama, especialmente por sua estabilidade e
atividade antiproliferativa.

Foram feitos estudos de estabilidade em solucéo de DMSO por RMN H e os complexos
mostraram-se estaveis quimicamente pelo periodo avaliado, sem reagdes de troca de ligante que
pudesse descaracteriza-los ou possiveis reaces de oxirreducao e precipitacéo.

Foram realizados estudos com interacdo em biomoléculas como DNA e BSA por
fluorescéncia e eletroforese em gel de agarose. Pela anélise do teste de competicdo BE-CtDNA
dos complexos como agente intercalador, pode-se considerar que 0s complexos apresentaram
moderada interacdo de intercalacdo entretanto pelo teste usando eletroforese em gel percebe-
se que esses compostos ndao possuem acdo direta no DNA, uma vez que ndo foi possivel
identificar nenhum tipo de interagdo concluindo assim que o0 DNA ndo é o principal alvo desses
compostos.

Contudo, com relacdo aos resultados da interagdo dos compostos com a albumina,
(BSA) uma proteina importante e abundante no plasma sanguineo e responsavel pelo transporte

de farmacos pela corrente sanguinea, pode-se afirmar que 0s compostos possuem moderada
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interacdo com a mesmo sendo esse resultado relevante para dizer que possivelmente os
compostos possuem uma biodistribuicéo ideal para que chegue ao seu possivel alvo.

Estudos mais detalhados sobre os mecanismos de acdo dos complexos de ouro(l)
contendo ditiocarbamato e trifenilfosfina devem ser realizadas na presenca de alvos biologicos
que desempenham um papel crucial na progressdo do cancer, como a enzima tiorredoxina-
redutase. Vale ressaltar que os resultados apresentados oferecem contribuicdes significativas a
literatura sobre as vantagens dos complexos de ouro e podem ajudar no desenvolvimento de

outros protétipos de metalo-farmacos.
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Figura A2 — Espectro de RMN de *3C do ligante L1 em solugio de DMSO-g6 (5 em ppm) em
100 MHz.
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Figura A10 — Espectro de RMN de 1 H em 400 MHz da estabilidade em DMSO-g4s do
complexo CL2. Fonte: autoria propria.
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Figura A12 — Espectros de massas por ESI"™-MS e simulacédo pelo SIS Web do complexo
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