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Vil

RESUMO

Foram testados complexos de ruténio trans-[RUNO(NH3)4L](X)s (X = BF4 ou PFg e L
= imN, 4-pic, isn, py, pz, L - hist, nic, imC, P(OEt)s, SOs?) e [Ru(NO)Hedta)] como
agentes antiproliferativos contra o parasito Leishamania major. Os complexos onde
L =imN, pz, 4-pic, py, isn, e P(OEt)s exibem ICsgpro Na faixa de 36 (L = imN) a 280uM
(L= isn). A curva de crescimento das formas promastigotas, incubadas com o0s
compostos mais promissores, trans-[RUNO(NH3)4L](BF4)s (L= imN, pz, py, 4-pic), foi
avaliada por meio de contagem de células viaveis e por ensaio colorimétrico (MTT).
Uma relacdo entre os valores de ko € efeito antipromastigota segue a seguinte
ordem: imN>4-pic>pz>py. Foi observado um aumento na inibicdo do crescimento
das formas promastigotas incubadas com 0 complexo
trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)s](PFe)s na presenca de acido ascorbico, confirmando o
mecanismo de nitrosilacio dos complexos utilizados. O  complexo
trans-[RUNO(NH3)4mN](BF,4)s € o sal de Angeli (NazN.O3) exibiram efeitos similares
frente as formas amastigotas intracelulares. @) composto
trans-[RUNO(NH3)4imN](BF,); apresentou efeito antileishmania em experimentos in
vivo . A reacao entre trans-[RUNO(NHS3)4L](X)s (X = BF4 or PFg and L = imN, 4-pic,
py, isn, P(OEt3)) e excesso de L-cisteina foi investigada e os seus produtos
analisados. HNO e NO° foram encontrados como produtos da reducédo do ligante
nitrosbnio. Esta reagdo ocorre em varias etapas com a formacdo dos complexos
trans-[Ru(NH3),LN(O)SR]™ e trans-[Ru(NHs)sLN(O)(SR).]"? cujo as constantes de
formacdo ki (1,7x10° - 2,2x10* mol™Ls™) e k, (3,3x10* - 4,9x10'mol*Ls™) foram
calculados para L = P(OEt)3, 4-pic, py e isn). Estas espécies podem sofrer reacoes

subsequentes com dissociacdo de HNO e NO. Exceto para L = P(OEt3), a reacéo



viii

ndo ocorre quando Cy+= 1x10° mol L™. Em solucéo onde Cu+ = 4x10% mol L?, a

reacao ocorre principalmente segundo:

trans-[RUNO(NH3),L]"™ + 2RS + H,0O —

trans-[Ru(NHs)sL(H,0)]** + RSSR + NO

Para L = P(OEts), e em meio acido, NO° é preferencialmente o produto da reducéo

do ligante NO™:

trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)s] " + RSH + H,0 :

trans-[Ru(NHs)sP(OEt)3(H,0)]** + % RSSR + NO° + H*

Os resultados experimentais em solugcdo sugerem que ambas as espécies NO e
HNO podem ser responsaveis pelo efeito antiparasitario dos nitrosilos de ruténio
aqui estudados. A relacdo entre a concentracdo das espécies NO/HNO sera

determinada pelas condi¢cfes de pH do meio e concentragédo do redutor.



Abstract

Ruthenium complexes type trans-[RUNO(NH3)4L](X)s (X = BF4 or PFg and L = imN,
4-pic, isn, py, pz, L- hist, nic, imC, P(OEt);, SO5%), and [RuNO(Hedta)] were tested
as antiproliferative agents against the Leishmania major parasite. The complexes
where L = imN, pz, 4-pic, py, isn, and P(OEt)z exhibited ICsqpro ranging from 36 for
trans-[RUNO(NH3)4mN](BF4); to 280 pM for trans-[RUNO(NH3)4isn](BF4)s. The
growth rate of the promastigote forms incubated with the most promising compounds,
trans-[RUNO(NH3)4L](BF4)s (L= imN, pz, py, 4-pic) had been evaluated trough motile
cell counting and colorimetric assay (MTT). The trend between ko values and the
antipromastigote effect follows the order: imN>4-pic>pz>py. An increase on the
inhibition of the promastigote forms growth by the trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)s](PFs)3
and trans-[RUNO(NH3)4imN](BF4); species was observed when the ruthenium
complexes and ascorbic acid were simultaneously incubated, confirming the
nitrosylation  behavior of these complexes. Inhibitory effects of the
trans-[RUNO(NH3)4mN](BF4); and of the Angeli’s salt (Na;N,O3) were similar on the
intramacrophage amastigote form grown. Encouraged by the antileishmanial effect of
the complex trans-[RUNO(NHs)4mN](BF4)s observed in vitro, in vivo experiments
were carried out in infected BALB/c mice. The reaction between
trans-[RUNO(NH3)4L](X)s (X = BF4 or PFs and L = imN, 4-pic, isn, P(OEt)3) and
excess of L-cysteine was investigated and the products analysed. HNO and NO are
the products of nitrosonium ligand reduction. This reaction yields the complexes
trans-[Ru(NH3),LN(O)SR]"* and trans-[Ru(NH3).LN(O)(SR),]"? which present k;
(1,7x10" - 2,2x10* mol™Ls™) and k, (3,3x10% - 4,9x10'mol™Ls™) for L = P(OE®)3, 4-

pic, py e isn). This species react with RS producing HNO and/or NO. Exception for



L = P(OEt)s, this reaction does not occurs when Cp+= 1x10° mol L™ . For solution in

which Cy+ = 4x10°® mol L™, the reaction occur mainly trough:

trans-[RUNO(NH3)4L]" + 2RS + H,0 —>

trans-[Ru(NHs)sL(H,0)]** + RSSR + NO

For L = P(OEt)s, and in acid media, NO° is preferentially the reduction product of NO*

ligand.

trans-[RUNO(NH3)4sP(OEt)s]"* + RSH+H,0

trans-[Ru(NH3)sP(OEt)3(H,0)]*" + % RSSR + NO° + H*

The experimental results from solution studies suggest that both NO and HNO could
be responsible for the antiparasitaric effect of these ruthenium nitrosyl. The

concentration ratio of NO/HNO could be dictated by the local conditions of pH.



Introducdo 1

[. Introducao

1.1 Leishmaniose

Leishmaniose € uma doenca negligenciada causada por protozoarios
tripanosomatideos do género Leishmania [1], o qual pode ser encontrado sob a
forma promastigota (flagelada) no tubo digestivo do inseto vetor ou amastigota
(aflagelada) nos tecidos dos vertebrados. Entre os reservatorios do parasito da
leishmaniose podemos citar a raposa no ciclo silvestre e rural e o cdo no ciclo rural e
urbano[2].

A transmissdo do parasito ocorre apds o inseto (fémea) do género Lutzomia
picar um mamifero parasitado. As formas amastigotas ingeridas pelo inseto iniciam a
multiplicacdo por divisdo binaria e invadem suas glandulas salivares sob a forma
promastigota. Em seguida, o inseto transmite o parasito para um animal sadio
durante a hematofagia. Nos vertebrados, o parasito é fagocitado por macréfagos,
transformando-se em formas amastigotas que procedem a divisdo binaria. Estas
formas rompem os macréfagos contaminando outras células de defesa proliferando
a doenca no hospedeiro[2].

A leishmaniose é uma doenca que afeta mais de 12 milhdes de pessoas em
todo o mundo, com incidéncia de 2 milhdes de novos casos anualmente[l]. Esta
doenca é encontrada em varios paises na Asia, na Europa, no Oriente Médio, na
Africa e nas Américas. No Brasil, 90% dos casos de leishmaniose ocorrem
principalmente na regidao Nordeste. Inicialmente, a leishmaniose era uma doenca
encontrada em ambientes rurais e periurbanos[3]. Recentemente, este quadro vem

mudando sendo reportados casos de transmissao do parasito no meio urbano.
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A leishmaniose causa uma série de manifestacdes clinicas, tais como lesGes
cutaneas na regido infectada, Ulceras nas mucosas e lesdes difusas caracteristicas
de leishmaniose cutanea, mucocutanea e disseminada, respectivamente[2]. Estes
trés tipos de leishmaniose podem ser provocados por diferentes espécies tais como
L. braziliensis e L. mexicana nas Américas, L. tropica e L. major no continente
europeu. A leishmaniose visceral (LV) é o tipo mais grave da doenca, a qual pode
provocar morte em 95% dos casos em seres humanos néo tratados. A LV pode ser
causada por diferentes espécies de leishmania: L. infatum, L. donovani e L. chagasi
(encontrada no Brasil). As manifestacdes clinicas incluem hemorragia aguda,
insuficiéncia cardiaca, broncopneumonia, cefaléia, dores musculares, etc [3].

O tratamento mais comum contra a leishmaniose € uso de compostos de
antiménio pentavalentes (Figura 1), estibogluconato de sodio (Ci2HzgsNazOxsShy)
e/ou antimoniato de N-metil-glucamina (glucantime, Ci4H29010N2Sb)[2], os quais
inibem a atividade glicolitica e a via oxidativa de acidos graxos do parasito [4]. Tem
sido reportado, no entanto, que os antimbnios pentavalentes sdo pro - drogas
ativadas por meio de reducdo por tiois do parasita tais como glutationa ou
triponationa, formando antiménio trivalente[4]. Devido a resisténcia adquirida pelo
parasito a estas drogas a Organizacdo Mundial de Saude vem recomendando doses
cada vez mais elevadas destes medicamentos para o tratamento da doenga. Outro
problema decorrente do uso destas drogas diz respeito ao efeito colateral oriundo de

sua acéo no sistema cardiovascular[4a].
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Figura 1 — Estrutura de compostos de antiménio utilizados para o tratamento de
leishmaniose.

Outra droga importante para o tratamento da leishmaniose é a anfotericina B
(Figura 2) a qual liga-se a ésteres presentes na membrana plasmatica da
Leishmania[5]. Esta droga também apresenta diversos efeitos colaterais,
principalmente complicacdes renais[4]. Existem outros medicamentos para o
tratamento da leishmaniose tais como a pentamidina (Figura 2) utilizadas na Europa
e na Africa e a miltefosine (Figura 2), droga oral utilizada na india com resultados
promissores. No entanto, ainda se faz necessaria a busca por drogas que

apresentem maior eficiéncia contra o parasito e menos efeitos colaterais[3, 5].
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Figura 2 — Estrutura de compostos utilizados como alternativa para o tratamento de
leishmaniose.

1.2 Metalofarmacos

Complexos metélicos tém sido utilizados em aplicacbes contra diversas
doencas nos ultimos anos devido a resultados da cisplatina no combate ao cancer e
novos compostos contendo platina para este fim [6, 7]. O uso de outros metais,
como ruténio e titanio, contra cancer também vem despertando atencdo de
pesquisadores[7]. A busca de medicamentos menos toxicos tem levado
pesquisadores a associarem metais com farmacos organicos conhecidos,
aumentando assim seu desempenho e diminuindo sua toxicidade. O efeito sinérgico
oriundo desta associacdo também favorece maior estabilidade da droga no
organismo(8].

Devido ao crescente emprego de complexos metalicos como agentes
antitumorais, compostos de platina e ruténio tém sido utilizados em pesquisas como
agentes antiparasitarios[9, 10]. Além disto, a estratégia de utilizar complexos

contendo farmacos antiparasitarios na esfera de coordenacdo de metais tambéem
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vem sendo empregada contra doencas parasitarias[11-13]. Complexos de ruténio
contendo farmacos na esfera de coordenacao tais como [RuCl,(clotrimazol),][11] e
trans-[Ru(benznidazol)(NHsz)4SO,](CF3S03),[14], apresentaram resultados
promissores contra malaria e doenca de Chagas, respectivamente. Recentemente,
tionicotinamida (thio) coordenada ao complexo pentacianoferrato
(Naz[Fe(CN)s(thio)]) demonstrou inibicAo de enzimas de cepas de bactérias
resistentes da tuberculose[15].

Contra a leishmaniose, complexos também vem sendo empregado contra o
parasito de forma eficiente[9]. Foi reportado na literatura o uso de complexos de
platina contra leishmaniose, sendo observada interacdo do metal com DNA do
parasito L. infantum[7]. Outro metal que vem despertando interesse para 0
tratamento de leishmaniose é o zinco que possui aplicacdo oral na forma de sulfato
de zinco. Pacientes iraquianos que apresentavam leishmaniose cutanea foram
submetidos a este tratamento verificando-se a cura em até 96,9% dos pacientes[16].
O possivel mecanismo de agéo deste sal pode ser o efeito imunomodulatério sobre

as funcbes de macréfagos[16, 17].

1.3 Doadores de NO e leishmaniose

O o6xido nitrico é um radical pouco estavel (t;, = 5s) e com elevada constante
de difusdo (3300 pm?s™), capaz de difundir-se através de membranas celulares em
meio fisioldgico. Também apresenta grande reatividade com ferro presente em
varias proteinas[18]. Esta molécula vem sendo intensamente estudada

principalmente devido as suas diversas funcfes em processos fisioldgicos, tais como
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participacdo no sistema imunologico, relaxacdo da musculatura do endotélio e
regulacéo do sistema vascular [18].

No organismo, o Oxido nitrico € produzido pela oxidacdo da L-arginina que &
convertida a L-citrulina (Figura 3), reacdo catalisada pela NO-sintase, a qual
apresenta trés isoformas pertencentes a duas categorias: a NO-sintase constitutiva
(c-NOS) envolvida na sinalizacao celular e a NO-sintase induzivel (i-NOS) produzida

por macrofagos e outras células ativadas por citocinas [19].

HN_  _NH H.N YN —OH H.N_ O
* NH NH
NADPH NADPH
4 0, .
h ) Oxido
" Nitrico
00 e c +
H;N CO0O H;N CoQ H;N coq
L - Arginina N-hidr oxi-L-Ar ginina L-Citrulina

Figura 3 — Producao de NO via oxidacao de L-Arginina a L-Citrulina.

A producdo de o6xido nitrico pela enzima i-NOS em macréfagos € um dos
principais mecanismos de defesa de células hospedeiras contra parasitas como a
Leishmania ssp [20]. O Oxido nitrico pode reagir com radicais, como 0 superoxido
(O2%), produzindo o ion peroxinitrito (ONOQO’) (Equacdo 1) que apresenta efeito
citostatico e citotoxico contra o parasito [18, 19]. Por outro lado, a producédo
excessiva de NO pode causar danos as células hospedeiras agindo principalmente

no ciclo respiratorio celular [18].

O, + NO —> ONOO (1)
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Uma alternativa para o controle de diversas doencas parasitarias € o uso de
compostos capazes de liberar oxido nitrico exdégeno de forma controlada. A
aplicacdo de compostos doadores de Oxido nitrico, como a nitroglicerina[21] em
pacientes com leishmaniose cutdnea vem mostrando resultados promissores[22].
Foi reportado que doadores de NO utilizados contra formas promastigotas e
amastigotas da leishmania inibe a respiracdo mitocondrial do parasito[22, 23].
Também foi reportado que nitrosotiois inibem enzimas da L. major e da L.infantum
por meio de reacdes de transnitrosacdao, na qual o grupo nitrosénio é transferido

diretamente do grupo RSNO ao tiol da proteina (Equacao 2)[22].

RSNO + pCys-SH — RSH + pCys-SNO (2)

Assim, é de interesse o uso de compostos liberadores de 6xido nitrico para
aplicacdo farmacologica, tais como nitrosotiois[22], diazeniumdiolatos[24] e

complexos metalicos nitrosilados[25, 26].

1.4 Tetraaminas de ruténio

E conhecido que a enzima NO sintase n&o ¢ ativa na auséncia de oxigénio,
ou seja, em ambiente redutor (hipoxia) resultante de infec¢des[27]. O parasita
Leishmania major exibe mecanismo de defesa[28] o qual deve interferir com a
producdo de NO e assim aumentar sua resisténcia aos macrofagos[29]. Sob
condicbes de hipoxia, complexos de ruténio nitrosilados séo capazes de liberar 6xido
nitrico (NO) apos reducéo de um elétron ou por irradiacéo de luz UV-vis (Equacbes

3, 4 e 7)[15, 18, 24, 25, 26, 27]. Desta forma, estes complexos podem agir como
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substitutos inorganicos da NOS, proporcionando um suporte adicional ao sistema
imunologico [26, 30-36]. Estes compostos também podem potencialmente ser
passiveis liberadores de HNO quando ativados por reducdo de dois elétrons

(Equacéo 3,5 e 6).

rapid

trans[RUNO)(NH3)a(L)] 3+ + & — %% trans-[RU(NO)(NH3)a(L)] * 3

trans-[RUNO)(NH3)4(L)] 2" + H0 trans-[Ru(H20)(NH3)4(L)] 2+ NO¥  (a)

+NO

trans[RUNOO)(NHg)4(L)] 2+ + & —rioido, trans-[Ru(NO")(NH3)a(L)] * (5)
trans-[Ru(NO')(NH3)4(L)]+ + H)O — trans[Ru(H20)(NH3)4(L)] 2+ HNO (6)

trans[RUNO)(NH2)a(L)] 3t —W»  trans[Ru(H20)(NH3)4(L)] 3" + NO° (7)

A faixa de potencial redox do nitrosénio coordenado as tetraaminas de ruténio
varia entre -0,50 a -0,11 V vs ECS. Portanto, o ligante nitrosénio nestes complexos é
passivel de reducdo por moléculas biolégicas como a glutationa ou a cisteina. O
potencial redox destes nitrosilos é funcéo de interagéo dos orbitais t,q do metal (d®,
baixo spin) e dos orbitais pr* do NO'. A extensdo da retrodoacdo pode ser
observada pela estabilizacdo do estado de oxidacdo Ru(ll) em relacdo ao Ru(lll),
refletindo nos valores de potenciais formais de redugdo do NO* [34] . Assim, quanto
mais positivo 0 valor E°%o"no?, mais intensa o retrodoacdo Ru(4dm) - NO*(prr). A
freqiiéncia de estiramento (vNO') também ¢ afetada pela retrodoacgéo
Ru(4dm) - NO*(prt*), sendo o valor de estiramento menor a medida que a
retrodoacao aumenta.

Mudancas na reatividade do centro metalico em funcdo da retrodoacgdo
Ru(4dm) - NO*(pr) também s&do observadas. O ligante em posi¢cdo trans ao NO*

torna-se inerte com respeito a reacdo de substituicdo. Assim, a molécula de H,O no
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complexo trans-[RUNO(NHs)4(H,0)]** na presenca de 1,0 M pirazina, ndo é
substituida em até 24 horas de reacdo. Entretanto, quando o NO* é reduzido a NO°,
ocorre a populacdo dos orbitais prt* da ligacdo Ru-NO, ocorrendo a dissociacdo de
NO° devido ao efeito trans de L [33]. Assim, as constantes de velocidade especifica
para dissociacdo de NO° nos complexos trans-[RuUNO(NH3)4L)]*? obedece a série de
efeito trans de L ja reportada [33].

Nosso Laboratério vém desenvolvendo o estudo da sintese, caracterizacéo,
reatividade e o uso de tetraaminas de ruténio nitrosiladas na sua exploracdo como
agentes terapéuticos contra parasitas intracelulares[25]. Estes compostos sao
metalofarmacos promissores visto que sdo sollveis em agua e estaveis em solucao
aquosa na presenca de oxigénio. Além disto, estes compostos exibem baixa
toxicidade in vitro (células V79) e in vivo [25, 37, 38].

Resultados in vitro e in vivo utilizando compostos trans-[RUNO(NH3)4L]X3, (X
= BF, ou PFg e L = imN, 4-pic, pz, py, P(OEt)s, L- hist, isn, imC, nic, SOs%) e
[RUNO(Hedta)] contra Trypanosoma cruzi [25], demonstraram que estes sao ativos

contra o parasita sem promover danos a célula hospedeira.
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Il — Objetivos

Considerando a experiéncia acumulada sobre reatividade térmica e
fotoquimica dos nitrosilo complexos trans-[RUNO(NH3)4(L)](X)s e estimulados pelos
resultados obtidos em experimentos in vitro e in vivo contra o parasito T.cruzi,
prolongou-se o estudo ao tripanosomatideos Leishmania major. Assim, pretendeu-

se:

* Avaliar a atividade antileishmania in vitro de compostos do tipo
trans-[RUNO(NH3)4L](X)s, (X = BF4 ou PFg e L = imN, 4-pic, pz, py,
P(OEt);, L- hist, isn, imC, nic, SO0s%), [RuNO(Hedta)] e

trans-[Ru(NHz)4L(SO4)]CI, (L =imN, pz, py, L- hist, isn, nic);

* Avaliar a atividade antileishmania in vivo do composto mais promissor,

determinado na fase de testes in vitro;

* Procurar correlacionar os efeitos antiparasitarios com a capacidade destes

compostos de liberarem NO e/ou HNO;

* Discutir alguns aspectos da reacdo dos nitrosilos de ruténio com a L-

cisteina.



Experimental 11

[l - Experimental

3.1 - Reagentes

RuCls.xH0, trietilfosfito, pirazina, 4-picolina, nicotinamida, isonicotinamida,
imidazol, L-histidina, monohidrato de hidrazina, hexafluorofosfato de amonio, nitrito
de sodio, acido trifluroacético, acido acético, acido tetrafluoroborico, L-cisteina, oxido
de deutério foram utilizados como fornecidos devido ao alto grau de pureza descrito
pelos fabricantes (Sigma-Aldrich, Merck e J.T. Baker). Solventes foram purificados
anteriormente a utilizacdo, conforme procedimento descrito na literatura[39].

O argbnio utilizado nas sinteses e nos experimentos foi purificado para
eliminar tracos de oxigénio por meio de seu fluxo através de frascos lavadores
contendo solucdo de &cido perclérico 0,5 mol L™ e 5% de cromo (I1) em contato com
amalgama de zinco. A solucédo de Cr(ll) foi obtido por meio da reducéo do Cr (lll),
oriundo de uma solucdo 0,3 mol L™* de CrCl; contendo 1,0 mol L™ de HCI, por
amalgama de zinco. A reducdo foi completa apdés um periodo de seis horas sob
atmosfera de argonio.

Amélgama de zinco também foi utilizada para a preparacdo dos nitrosilo
complexos de ruténio. Amalgama foi preparada ap6s um tratamento prévio do zinco
com uma solucdo 6,0 mol L™ de HCI e em seguida adicéo de gotas de mercurio. O
zinco amalgamado foi lavado véarias vezes com agua destilada, seco com papel de

filtro e utilizado imediatamente.
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3.2 - Instrumentacao e Técnicas Experimentais

3.2.1 - Espectroscopia vibracional na regido do inf ~ ravermelho
Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotdmetro BOMEM FTIR MB-102 na regido de 4000 — 400 cm™. As
amostras foram preparadas sob forma de pastilha de KBr em concentracéo de 1%.
Os experimentos em solucdo foram realizados utilizando uma cela de janelas de

fluoreto de céalcio.

3.2.2 - Espectroscopia de ressonancia magnética nuc  lear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *'P foram efetuados em
um espectrometro BRUKER AC-200. Os espectros de RMN foram obtidos em
solucéo de D,0 e ajustado com HTFA para pH 4,0. Utilizou-se acido fosférico como
referéncia para os espectros de 3'P.

As solugbes contendo os reagentes foram deaeradas e transferidas por meio
de canula de teflon sob fluxo de argdnio para o tubo de RMN previamente

desaerado.

3.2.3. Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética  eletrbnica
Os experimentos de RPE foram efetuados em um espectrometro BRUKER
ESP 300E a temperatura do nitrogénio liquido (77K). As amostras foram efetuadas
em solugcéo aquosa com CF;COONa.
As amostras em solugdo foram previamente deaeradas e transferidas para
um tubo de RPE, também previamente deaerado, e imediatamente seladas e

congelados em nitrogénio liquido.
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3.2.4 - Experimentos de eletroquimica
Os experimentos de voltametria ciclica foram efetuados em potenciostato
EG&G PAR modelo 264A. Utilizou-se uma célula eletroquimica constituida por trés
eletrodos: eletrodo de trabalho: disco de carbono vitreo; eletrodo de referéncia:
eletrodo de calomelano saturado (ECS) e eletrodo auxiliar: placa de platina. Todos

os experimentos foram realizados a 25 + 0,2°C e na auséncia de oxigénio.

3.2.5 - Espectros de absorcao na regido do ultravio  leta-visivel
As medidas de espectroscopia de ultravioleta-visivel foram realizadas em um
espectrofotometro Hitachi modelo U-3501. Utilizou-se cela de quartzo de caminho
otico de 1,0 cm. As medidas de absorcdo foram efetuadas pela leitura direta dos

espectros, sendo utilizado como branco o proprio solvente.

3.2.6 - Determinacgdes de pH
As determinagfes de pH foram efetuadas através de um eletrodo combinado
marca Metrohm, modelo A691000 Herisau, acoplado a um pHmetro CORNING,

modelo 130.

3.2.7. Eletrodo Seletivo para deteccao de Oxido nit  rico
A deteccado e quantificacdo de Oxido nitrico foi realizado por meio do uso do
eletrodo Amino-700 acoplado a um sensor marca Innovative instruments modelo
iNNO-T. As medidas foram realizadas em solu¢cdo de CF;COONa 0,2 M (pH = 2,0 -
7,4) [51]. Para a quantificacdo do oOxido nitrico foi construida uma curva de
calibragcdo com uma solucédo estoque de 6xido nitrico. Para obter esta solucédo, gas

NO foi gerado a partir de um sistema constituido de um funil de separacéao contendo
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acido sulfurico concentrado acoplado a um kitassato contendo uma solucéo saturada
de nitrito de sodio. A reacdo entre o acido e o nitrito produz o gas NO que é
conduzido por dois frascos lavadores contendo solucdo aquosa e solucédo 4,0 mol L™
de NaOH até uma baldo reacional contendo solucdo aquosa. Diferentes aliquotas
(50, 100 e 150 pL) desta solucdo contendo 2,0 mol L™ de NO foram transferidas
para um baldo reacional contendo 20 mL de solug¢do tampéo (pH 2,0 — 7,0). Um
grafico de corrente em funcdo da concentracdo foi construido e utilizado para o

calculo de concentracdo de NO gerado da reacdo em estudo.

3.2.8. Espectroscopia de Massa
A identificacdo e quantificacdo da cistina, gerada da reacdo entre o complexo
trans-[RUNO(NH3)4,P(OEt)3](PF¢)s e a L-cisteina, foram realizadas por meio da
utilizacdo do sistema de HPLC Shimadzu LC20AT acoplado a espectrédmetro de

massas de multiplo estagio do tipo “ion trap” Bruker Esquire 4000.

3.2.9. Medidas Cinéticas

As reac0Oes entre os ions complexos trans-[RUNO(NH3)4L]X3, (X = BF4 ou PFg’
e L = 4-pic, py, P(OEt)s, isn, nic,) e a L-cisteina foram acompanhadas por meio de
variacédo espectral na regido do UV-Vis. As reacdes foram estudadas em condi¢cbes
de pseudo primeira ordem com no minimo 10 vezes de excesso de L-cisteina em
relacdo ao complexo de ruténio. Os experimentos foram realizados com solugbes
com forca idnica controlada em 0,2 mol L™ (CF;COONa) e valores de pH na faixa de
20 a 7,4. Os tampodes utilizados foram H3zPO4,KH,PO, (pH 6,2 e 7,4) e
CH3COOH/CH3COONa (pH 3,5; 4,0 e 4,5). A temperatura (25+0,2°C) foi controlada

por meio de um banho termostatico da Tecnal, modelo TE 184.



Experimental 15

Para a reacao cujo ty»<lseg, foi utilizado um espectrofotdmetro stopped-flow,
Aminco. A reacao foi monitorada por meio da variacdo de absorbancia na regiao do
visivel em comprimentos de onda previamente definidos para cada complexo

estudado.

3.3. Célculos cinéticos

As medidas cinéticas foram realizadas sob condicbes de pseudo primeira
ordem com excesso de pelo menos 10 vezes de um dos reagentes.

As constantes de pseudo primeira ordem observadas (kops) foram
determinadas a partir dos graficos de In(A.-A;) versus tempo (s) (Equacao 8).

IN(Ax-Ar) = Kobs X t (8)

A. = absorbancia no tempo final da reacao
A = absorbancia em cada instante da reacao

t = tempo em segundos

3.4 - Sinteses

Os complexos [Ru(NH3)sCI|Cl, trans-[Ru(NH3)4CI(SO2)]CI[39],
trans-[Ru(NH3)4P(OEt)3(H20)](PFe)2, trans-[Ru(NO)(NHs)4P(OEt)s](PFs)3[40] e
trans-[RU(NO)(NH3)4(L)](BF4)s (L = piridina, 4-picolina, pirazina, isonicotinamida,
nicotinamida, imidazol, L-histidina) foram preparados segundo metodologias
descritas na literatura[41]. As estruturas quimicas dos ligantes encontram-se no

Apéndice (Figura 1A).
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3.5 - Testes biologicos

Esta etapa foi desenvolvida em parceria com o Prof. Dr. Fernando Q. Cunha
do Departamento de Farmacologia e com o Prof. Dr. Jodo Santana da Silva do
Departamento de Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-
USP), onde foram realizados experimentos in vitro e in vivo para testar a atividade

leishmanicida dos compostos nitrosilados.

3.5.1 - Animais de experimentacgao

Foram utilizados camundongos BALB/c, fémeas, com idade aproximada de
sete semanas, criados e mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP). A utlizacdo de
camundongos BALB/c nos testes in vivo se faz necessario por estes apresentarem
genotipo de susceptibilidade a infec¢cdo experimental por Leishmania major. Os
experimentos foram conduzidos de acordo com o Comité de Etica em Pesquisa

Animal (CETEA) da FMRP-USP.

3.5.2 - Cultura de parasitas

Formas promastigotas de L. major (LV-39, clone 5-Rho/SU/59/P) foram
mantidas em meio de cultura Schneider (Sigma), contendo soro bovino fetal a 20%

(Cultilab) e 2% de urina humana masculina em garrafas de cultura (Corning Inc.).

3.5.3 - Testes in vitro contra forma promastigota da Leishmania
major
Os parasitas foram cultivados em meio Schneider, suplementados com 20%

de soro bovino fetal e 2 % de urina humana masculina a 28°C com agitacdo (cerca
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de 120 rpm). A avaliacdo da atividade antipromastigota dos compostos trans-
[RUNO(NH3)4L](X)s3, (X = BF4 ou PFg e L = imN, 4-pic, pz, py, P(OEt)s, L- hist, isn,
imC, nic, SO5%), [RuUNO(Hedta)] e trans-[Ru(NHs)sL(SO.)]CI, ( L = imN, pz, py, L-
hist, isn, nic) foi determinada pela contagem do nimero de parasitas.mL™ quando as
culturas controle atingiram a concentracdo de 1x10° parasitas.mL™. Os compostos
foram adicionados em solucées aquosas nas concentracdes 0,011 - 8,1 mmol L™. A
proliferacdo foi acompanhada pela contagem do numero de parasitas por mL em
camara de Neubauer com ajuda de microscopio optico (aumento de 40 vezes) apos
um periodo de no minimo 24 horas de incubacdo. Para o controle negativo, grupos
de parasitas ndo foram incubados com as drogas. Para o controle positivo, foi
utilizado o complexo Nay[Fe(CN)sNO] o qual também é um doador de 6xido nitrico.
A atividade antiparasitaria dos compostos trans-[Ru(NO)(NH3),P(OEt)3](PFe)s €
trans-[Ru(NO)(NH3)4imC](PFs)s também foi avaliada na presenca de acido ascorbico
(redutor biologico).

Para avaliar a atividade do nitroxil (HNO), foi utilizado sal de Angeli (Na;N2O3)
como fonte desta molécula[42]. O sal Na;N,O3; se decompde formando HNO e NO,
com tempo de meia vida de 2,1 min a 37°C (Equacédo 9)[43]. A atividade avaliada
para o sal de Angeli foi extrapolada para o HNO visto que o nitrito em pH 7,4 ndo

apresenta atividade antileishmania como descrito na Literatura [23].
N,Og” + H —— HNO + NO; (9)

O HNO se dimeriza formando a molécula N,O com constante de velocidade
igual a 8 x 10° mol™.L.s™ (Equacdo 10)[44]. Para a atividade do N,O, o sal de Angeli
foi adicionado em meio Schneider por no minimo 15 minutos antes da incubacéao
parasitaria.

HNO + HNO —» HON=NOH — N,O + H,O (10)
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Para avaliar a atividade do gas NO, foi preparada uma solucéo estoque por
meio de saturacdo de uma solucdo PBS com gas oxido nitrico. Esta solucédo foi
diluida em meio Schneider contendo os parasitas e mantida por um periodo de 24
horas.

A inibicdo de crescimento foi calculada segundo a Equacgéo 11:

(GI) = {1—-[(P bt — Poto)/(Pct — Pco)]} X 100 (11)

Onde:

Ppt: numero de formas viaveis dos parasitas incubadas com as drogas no tempo t;
Pbto: NUMero de formas viaveis dos parasitas incubadas com as drogas no zero;

Pci: numero de formas viaveis dos parasitas incubadas na auséncia de drogas
(controle negativo) no tempo t;

Pct : nimero de formas viaveis dos parasitas incubadas na auséncia de drogas

(controle negativo) no tempo zero.

Os testes foram executados em triplicata e os resultados foram expressos
como ICsopro/24 hrs. Os valores de ICso foram extraidos de graficos de porcentagem

de inibicdo em funcéo do logCgr, (Cry = concentracao do complexo).

3.5.4 - Crescimento cinético
1x10° parasitas.mL™ foram incubados com 100, 300 e 900 umol L™ dos
compostos trans-[RUNO(NH;3)4mN](BF4)s, trans-[RUNO(NHS3)4(4-pic)](BF4)s,
trans-[RUNO(NH3)4pz](BF,4)s, e trans-[RUNO(NH3)4py](BF4)s em meio Schneider a
25°C. O crescimento da populacdo parasitaria foi acompanhado por meio de
contagem de células viaveis utilizando camara de Neubauer e por meio de método
colorimétrico (MTT) em intervalos de 24 horas apos 48, 72. 96 e 120 horas de

incubacao.
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O MTT é um meétodo colorimétrico baseado na capacidade das células vivas
de reduzirem o sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio no
produto formazanal44]. ApOs o plaqueamento dos parasitas em meio Schneider e
incubados com 100, 300 e 900 pmol L™ dos nitrosilos citados acima, foram mantidas
a 25°C por periodos determinados (48, 72, 96 ou 120 h). Quatro horas antes de
terminar o tempo estabelecido foram adicionados 20uL de MTT (concentragéao final
de 10 yg mL™). As placas foram mantidas em estufa pelas quatro horas restantes.
Apébs o tempo estipulado foram retirados 180uL do sobrenadante de cada poco e
depois adicionados 150uL de dimetilsulféxido e homogeneizado para a completa
dissolucéo dos cristais de sal formados pelo metabolismo mitocondrial. A placa de
96 pocos foi lida espectrofotometricamente utilizando o comprimento de onda de
570nm[45]. Os resultados foram analisados através da absorbancia de cada poc¢o. O

percentual de viabilidade foi obtido através da Equacéo 12:
%V = (Apt/Apnt)xloo (12)

Onde:
%V: percentual de viabilidade
Ayt Absorbéncia dos parasitas tratados.

Apnt: Absorbancia dos parasitos néo tratados.

Neste trabalho, tratamos os dados como porcentagem de inibicdo de

crescimento segundo a equagao 13.
%IC= 100 -%V (13)

Os experimentos foram realizados em triplicata.
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3.5.5 - Ensaio antiamastigota

Tioglicolato de sddio (Sigma—Aldrich) foi injetado em camundongos fémeas do
tipo BALB/c e foram sacrificados apds 96 horas. Os leucdcitos foram retirados da
cavidade peritoneal com PBS estéril e contados com camara de Neubauer[46].

Macrofagos foram marcados com trypan blue e depois contados.
Posteriormente, 1 x 10° células foram incubadas por 24 horas a 37, 5% CO ,, em
300 pyL meio RPMI 1640 completo — RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) com 10% de soro
bovino fetal (Cultilab), 2 mmol L™ de L-glutamina, 100 U/mL penicilina e 100 mg mL™
estreptomicina (Invitrogen-Gibco) por poco (Nalge Nunc, Miami, FL, USA). As células
nao aderidas foram removidas com PBS estéril enquanto as células aderidas foram
desafiadas com promastigotas na fase estacionaria em meio RPMI 1640 apenas
(Invitrogen-Gibco) e na presenca dos compostos trans-[RUNO(NH3)4imN]**, Na;N,Os
e trans-[Ru(NHs).imN(H,0)]**, nas concentracdes de 100, 33 e 11 umol L. Vinte e
quatro horas apés o desafio, as laminas foram coradas com giemsa. O numero de
parasitas intracelulares foi determinado por contagem de pelo menos 100
macrofagos em duplicata. Os resultados foram expressos como porcentagem de

parasitas vivos comparados ao controle[47].

3.5.6 - Teste de toxicidade em macrofagos
Macréfagos (5x10° células) foram adicionados em placa de 96 pogcos e
incubados em meio de RPMI-1640 contendo diferentes concentragbes dos
complexos trans-[RUNO(NH3)4imNJ**, NayN,O3 e trans-[Ru(NHs)imN(H,0)]**
(3-8100 pmolL™) por 24 horas, a 37C, 5% CO ,.
Apds o tempo de incubagdo, a suspensédo celular obtida foi diluida em PBS,

homogeneizada em tubos para citometria de fluxo com 10uL de iodeto de propidio
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por 10 minutos a temperatura ambiente e protegido da luz. As células foram
analisadas em um citobmetro de fluxo FACSCantoll (BD Biosciences, San Jose, CA).
As células marcadas com IP, que penetra apenas em células ndo viaveis, foram
detectadas no canal FL2 (emissao de fluorescéncia na faixa de 560-580 nm)[34]. O
iodeto de propidio € um composto que se liga apenas ao DNA de células inviaveis
emitindo fluorescéncia. Desta forma, é possivel distinguir células viaveis e inviaveis
definindo a toxicidade de uma droga. Os dados foram salvos automaticamente pelo
software FACSDiva (BD Biosciences). O software Flow Jo (Three Star, Ashland, OR,

USA) foi utilizado para anélise dos dados.

3.5.7 - Testes in vivo da atividade Leishmanicida dos compostos
nitrosilados

Seis grupos de camundongos BALB/c fémeas foram infectados com 1 x 10°
formas promastigotas de L. major intradermicamente na orelha. Os camundongos
foram tratados diariamente intradermicamente na regidao lombar com solugcdo PBS
contendo o complexo trans-[Ru(NO)(NH3)ImN](BF4); (0,5, 1,0 e 10 u mol Kg?,
grupos 1,2 e 3) entre a terceira e a sexta semana de infec¢éo [47]. Como controle
negativo (grupo 4), os camundongos foram tratados apenas com solucdo PBS.
Como controle positivo, um grupo de camundongos foi tratado com 10 mg Kg™* de
glucantime (grupo 5) e outro grupo tratado com 0,54 mol Kg™* do composto trans-
[RUu(NH3)ImN(SO4)]CI (grupo 6).

Para a verificacdo da fungdo leishmanicida dos compostos nitrosilados, o
tamanho da lesdo cutanea foi avaliado semanalmente utilizando-se um paquimetro.
O tamanho da leséo foi determinado através da diferenga entre o tamanho da orelha

infectada e a contralateral (ndo infectada), em milimetros (mm).
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3.5.8 - Determinacdo do numero de parasitas present es nas
orelhas de camundongos tratados com os nitrosilos ¢ omplexos.

Para avaliacdo da funcdo leishmanicida do composto nitrosilado, foi
quantificado o numero de parasitos presentes nas orelhas dos camundongos
tratados por meio da utilizacao da técnica de diluicdo limitante [73]. Assim, 6 orelhas
por grupo de animal foram trituradas por MedMachine em um volume de 2 mL do
meio de cultura Schneider suplementado. Em seguida, foram feitas diluicbes
seriadas em placas de 96 pocos contendo agar-sangue. As contagens dos pocos
positivos foram realizadas no dia 10 apos plagueamento. O niumero de parasitas por

orelha foi estimado utilizando-se o programa ELIDA [74].

3.5.9 — Deteccéo de nitrito

A concentracdo de nitrito no meio de cultura (0,1 mL) foi determinada por
meio da adicdo de 0,1 mL reagente de Griess. A absorbancia em 540 nm foi lida 10
minutos depois e a concentracdo de NO, foi determinada pela diferenca de

calibracdo de NaNO, (1-100mmol L) [75].

3.5.10 - Métodos estatisticos

Todos os resultados foram considerados significatqguando P < 0,05. Os resultados
foram expressos como média * desvio padréo (DP)édia + erro padrdo da média (EPM).
A analise estatistica foi realizada utilizando-sesie Mann-Whitney para comparacéo entre
duas amostras independentes. A analise de varighidiaVA) e o método de Tukey-Kramer
foram utilizados para comparar os resultados obtiiogrupo experimental de camundongos
infectados e do grupo controle. Para todas assasalfoi utilizado o programa Prisma 4.0

(Prism GraphPad Software, Inc.)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atividade antipromastigota dos nitrosilos de r uténio

Os primeiros experimentos in vitro foram de carater exploratério com o intuito
de avaliar a atividade antileishmania dos complexos trans-[RUNO(NH3)4L]X3, (X =
BF, ou PFg e L = imN , 4-pic, pz, py, P(OEt)s, L- hist, isn, imC, nic, SO3?) e
[RUNO(Hedta)] (Apéndice, Tabela 1A). Inicialmente, foram utilizadas formas
promastigotas do parasita Leishmania major incubadas com os complexos por um
periodo de 24 horas. Por meio do grafico de porcentagem de inibicdo de
crescimento em funcéo do log da concentracdo do complexo, foram calculados os
valores de ICsopro para todos os nitrosilos complexos citados acima (Apéndice, Figura
2A). Os complexos estudados apresentaram ICsgpro Na faixa de 36 (L = imN) a >
5000 pmol L™ (L = imC) (Tabela 1). De acordo com os dados da Tabela 1, os
complexos onde L = imN, 4-pic , pz, py, P(OEt)s, L-hist, apresentaram um
pronunciado efeito antipromastigota em comparagdo ao nitroprussiato de soédio
(Na,[FeNO(CN)s], NP) utilizado como referéncia. Os complexos
trans-[RUNO(NH3)4nic](BF4)s,  trans-[RUNO(NHs)4isn](BFs)s e  [RuNO(Hedta)]
apresentaram eficiéncia menor que os demais. Conforme observado na Figura 4, o
primeiro grupo de complexos apresenta valores mais elevados de constantes
especificas de dissociagdo do ligante NO (ko) e também exibem maior efeito
antipromastigota sugerindo, portanto, uma possivel tendéncia de relacéo entre estes

dois parametros.
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Tabela 1 - Parametros de atividade antipromastigota de deadde NO, sua respectiva

toxicidade frente a células V79, indice terapéut{tsoy;dICsopr9 € valores de ko e

E°no o)),
Compostos ICs0pr0 ICsov79 ICsov79 K-no E(NO+/NOO)
(umolL™)?  (umolL™Y)®  /ICsopro (sM)°  (VvSENH)®
Gas NO 12 ND ND - -
Trans-[RU(NO)(NH 3)4imN](BF 1) 36 646 18 0,160 -0,118
trans-[Ru(NO)(NH 3)44-pic](BF 4)3 38 ND ND 0,090 - 0,008
Trans-[Ru(NO)(NH 3).pz](BF 4)s 41 120 3 0,070 0,112
Trans-[RU(NO)(NH 3)4py](BF ) 42 930 22 0,060 0,012
trans-[Ru(NO)(NH 3),P(OEt)](PF¢)s 82 2260 28 0,98 0,132
trans-[RU(NO)(NH 3),L-hist](BF 4)s 95 414 4 0,14 -0,108
Na;N,O3 158 ND ND - -
Na,[FeNO(CN)s] 214 51 0,2 ND -0,195
Trans-[RU(NO)(NH 3)4isn](BF 4)s 280 743 3 0,043 0,052
trans-[Ru(NO)(NH 3),SO3]Cl >300 1000 3 ND -0,138
Trans-[RU(NO)(NH 3),nic](BF 4)s >900 ND ND 0,025 0,072
[Ru(NO)Hedta)] >900 ND ND 0,002  -0,068
Trans-[Ru(NO)(NH 3)4imC](PF o) >5000 ND ND 5,1 -0,320

% 1Csopro = corresponde a concentragdo com 50% de atividade antipromastigota apés 24 h de
incubacdo em meio Schneider; b ICs0v79 = corresponde a concentracdo com 50% de atividade
4 Erro estimado = 0,015V [42]. ND = né&o

determinado. indice Terapéutico = |C50V7g/IC50pro. n = 3-5, P<0,05; Temperatura de incubacéo:

contra células V79. ‘incerteza de

25<T.

+ 10% [32].
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Figura 4 — Valores de kno em funcdo do ICsepe dos complexos

trans-[Ru(NO)(NHs3)4L] X3, (X = BF4 ou PFg e L =imN , 4-pic, pz, py, P(OEts), L- hist,
isn, nic) e [RUNO(Hedta)]

4.2. Influéncia do potencial de reducdo sobre a agd o antileishmania dos

nitrosilos de ruténio

Conforme discutido anteriormente, estes compostos séo ativados por reducao
do ligante nitrosonio (NO®). Assim, esta etapa que precede a liberagcdo do NO é
crucial e, portanto, condicdo necessaria para a acao antiparasitaria dos nitrosilos
como foi observado nos experimentos in vitro com 0 complexo

trans-[RUNO(NH3)4imC](BF,)s.

O ligante imidazol pode coordenar ao centro metalico por meio do nitrogénio
(trans-[RUNO(NH3)4imN](BF4)3) ou do carbono (trans-[RUNO(NH3)4mC](BF,)s)
conferindo diferentes parametros fisico-quimicos ao complexo[48] (Figura 5).
Quando o ligante imidazol esta ligado ao centro metalico pelo 4tomo de carbono, o

potencial de reducdo do nitrosénio € bem mais negativo comparado ao complexo
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trans-[Ru(NO)(NH3)4ImN](BF,4)s [48]. Este fato pode ser explicado devido ao forte
carater o doador do ligante imidazol no complexo trans-[RUNO(NH3)4mC](BF,)3[48].
Isto também explica o alto valor de kyno (5,1s™) observado para este complexo
comparado aos demais nitrosilos de ruténio. A dissociagdo do Oxido nitrico €
fortemente favorecida devido ao elevado carater trans labilizante do ligante imidazol

no complexo trans-[RUNO(NH3)4imC](BF4)3[48].

NO _‘ > NO _‘ >

HaNu,, | NHg HaN.,. NH3
. e, Ru.-"
H3N/ u\NH3 HsN - \NH3
N 223
\ N HN N NH

a b

Figura 5 — Estrutura do (a) complexo trans-[Ru(NO)(NHz)sImN]** com Eno+mnoo) =
-0,118 VV vs ENH e ko = 0,16 s™ e (b) do complexo trans-[Ru(NO)(NH3)4ImC]™ com
Eno+moo) = -0,320 Vvs ENH e kyo = 5,1 s

Observando apenas o valor de kpno seria esperado que o complexo
trans-[RUNO(NH3)4imC](BF,); apresentasse a melhor atividade antipromastigota,
visto que este comportamento é observado para os outros complexos da série de
nitrosilos de ruténio. Entretanto, como descrito acima, este complexo exibe um
potencial de reducdo mais negativo comparado ao seu similar

trans-[RUNO(NH3)4imN](BF4);. Visto que a liberacdo do NO da esfera de

coordenacdo deve ser precedida por sua reducdo, o efeito antiparasitario do
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complexo trans-[RUNO(NH3)4imC](BF;); seria menos efetivo devido sua baixa
acessibilidade a redutores bioldgicos.

Experimentos cronoamperomeétricos realizados com eletrodo seletivo para
deteccdo de Oxido nitrico demonstraram que em meio Schneider o complexo
trans-[RUNO(NH3)4imC](BF4); ndo libera NO contrariamente ao observado para o
complexo trans-[RUNO(NH3)4imN](BF,)s (Figura 6). E importante salientar que o
meio Schneider contém uma grande quantidade de redutores bioldgicos, suficiente
para promover a reducao do ligante nitrosénio. Assim, podemos sugerir que existe
uma relacdo entre a capacidade do complexo liberar Oxido nitrico e o efeito

antiparasitario destes nitrosilos.

1,2x10 1
1,0x1d
8,0x10
Z
= 6,0x10 1
g
<
o
S 4,0x16 1
O
2,0x10 it b
MWMMMMW~M”W
0,0
L M L M L
0 1000 2000
Tempo (s)

Figura 6 — Deteccdo eletroquimica do NO na presenca do complexo (a) trans-
[RU(NO)(NH3)4mN](BF4)s e do complexo (b) trans-[Ru(NO)(NH3)4imC](PFg); em
meio Schneider. Cr, = 100umol L™. T = 25T +0,5.
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4.3. Cinética de crescimento parasitario na presen¢ a de nitrosilos de

ruténio

Os dados presentes na Tabela 1 apontam o0s compostos
trans-[RUNO(NH3)4mN](BF,)s, trans-[RUNO(NH3)4(4-pic)](BF4)s, trans-
[RUNO(NH3)4pz](BF4)s e trans-[RUNO(NH3)4py](BF4)s como 0s mais promissores
com valores de ICsopo Similares dentro do erro experimental (39+3 pmol LY. Para
melhor avaliar o efeito antiproliferativo destes nitrosilos, os testes in vitro foram
prolongados por um periodo de cinco dias e analisados por meio de contagem de
parasitas viaveis utilizando um microscopio 6tico e por método colorimétrico (MTT).

A Figura 7 resume os resultados de percentual de inibicdo de crescimento dos
complexos trans-[RUNO(NH3)4imN](BF4)s3, trans-[RUNO(NHS3)4(4-pic)](BF4)s,
trans-[RUNO(NH3)4pz](BF4)3, € trans-[RUNO(NH3)4py](BF4)s em trés concentracdes
diferentes, monitorados até o quinto dia da curva de crescimento das formas
promastigotas do parasita.

Observa-se que o complexo trans-[RUNO(NH3)4imN](BF4); apresenta o maior
efeito antiproliferativo com 100% de inibicdo para todas as concentragcdes em um
periodo de 120 horas apos a incubacgéo. Para os outros complexos, este fato nao foi
observado quando utilizado o método de contagem de células viaveis. Portanto,
segundo os dados presentes na Figura 7, a toxicidade sobre o parasito segue a
seguinte ordem: trans-[RUNO(NHS3)4imN](BF4); > trans-[RUNO(NH3)4(4-pic)](BF4)s >
trans-[RUNO(NH3)4pz](BF4)s > e trans-[RUNO(NH3)4py](BF4)3, a qual coincide com a
ordem decrescente dos correspondentes valores de ko da Tabela 1. E importante
ressaltar que a relevancia de kyno também foi observada em estudos sobre a

atividade vasodilatadora destes complexos[22, 30].
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Figura 7 — Efeito dos complexos o trans-[RU(NO)(NH;)4imN](BFy)s, trans-

[Ru(NO)(NH3)4pz](BF4)3, = trans-[Ru(NO)(NH3)spy]l(BFs)s e m  trans-[Ru(NO)(NH3)4(4-
pic)](BF,); sobre a proliferacdo de promastigotas da L. major. A, B, C, e D: % inibicdo de
crescimento dos complexos apos 48, 72, 96 e 120 h de incubacédo, respectivamente
(determinado por meio de contagem de células viaveis). A’, B’, C’, and D’: % inibicdo de
crescimento dos complexos apo6s 48, 72, 96 e 120 h de incubacdo, respectivamente
(determinado por ensaio colorimétrico, MTT). O numero de parasitas foi comparado ao
controle (somente parasitas em meio Schneider). Concentrac&o: 100, 300 e 900 umol L™

* Valor significativamente diferente do valor determinado por meio do ensaio colorimétrico
(P <0.05).
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4.4-Producéao de Oxido nitrico

Concomitante a analise de atividade antiproliferativa dos compostos
nitrosilados trans-[RUNO(NH;3)4mN](BF,)s, trans-[RUNO(NH3)4(4-pic)](BF4)s,
trans-[RUNO(NH3)4pz](BF4)s e trans-[RUNO(NH3)4py](BF4)s, foram realizados
experimentos para determinacdo de geracdo de Oxido nitrico no meio de cultura
(Figura 8). A producéo de o6xido nitrico foi determinada por meio de dosagem de
nitrito no meio de cultura de parasitas incubados em diferentes tempos (24 — 120
horas) e concentracdes (100, 300 e 900 umol L) dos complexos.

No primeiro dia ap0s a incubacéao, verificou-se que a concentragdo de nitrito
produzida €& proporcional a concentracdo dos nitrosilos complexos
trans-[RU(NO)(NH3)4imN](BF4);s e trans-[Ru(NO)(NH3)4(4-pic)](BF4)s incubados e
significativamente maior que o controle (meio de cultura contendo apenas parasitas)
(Figura 8 a,b e c). Os nitrosilo complexos que apresentaram maior produgéo de
nitrito no meio de cultura também apresentam maior atividade antiproliferativa

seguindo a ordem:

trans-[RU(NO)(NH3)4imN](BF4)3 > trans-[RU(NO)(NH3)4(4-pic)](BF4)3 >

trans-[RU(NO)(NH3)4(pz)](BF4)s > trans-[Ru(NO)(NH3)4(py)](BF4)s.
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Figura 8 — Deteccéo de nitrito apos 24 horas de incubacao de parasitas L.major com
os complexos trans-[RUNO(NH3)4mN](BF4)s  trans-[RUNO(NH3)4(4-pic)](BF4)s,
trans-[RUNO(NH3)4pz](BF4)3 e trans-[RUNO(NH3)4py](BF4)s, nas concentracdes de
(a) 900, (b) 300 e (c) 100pumol L™, (o controle, sem adicdo de composto). (d)
Producdo de nitrito em um periodo de 5 dias apds incubacdo de parasitas L.major
com os complexos trans-[RUNO(NH3)4imN](BF4)s, trans-[RUNO(NH3)4(4-pic)](BF4)3,
trans-[RUNO(NH3)4pz](BF4)3 e trans-[RUNO(NH3)4py](BF4)3 na concentracdo de 900
pmol L™
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Foi observado também que a concentracdo de nitrito no meio de cultura
decresce com o tempo chegando a niveis menores que o0 controle, principalmente
nos pog¢os contento o complexo trans-[RUNO(NH3)4imN](BF,4)s (Figura 8d). Observa-
se que a concentragdo de NO, para 0s pogos contendo apenas parasitas aumenta
no decorrer dos dias. Foi reportado na literatura[49, 50] que formas promastigotas de
Leishmania produzem 6xido nitrico relacionado a expressao da isoforma constitutiva
da NO sintase (cNOS) do parasita. Além disto, o NO produzido pela Leishmania
pode modular a atividade da iINOS dos macréfagos[50].

Portanto, parte da concentracdo de nitrito € gerado pelos parasitas visto que
0S pocos do controle contém nitrito sendo que sua concentracao cresce até o quarto
dia da curva de crescimento parasitario. Por outro lado, os dados sugerem que a
producdo de NO é formada principalmente devido a dissociacdo de 6xido nitrico do
centro metalico destes compostos. O complexo do tipo trans-[Ru(NH3)sL(H,0)]*? é
um produto da liberacdo do éxido nitrico (Esquema 1). O nitrito contido no meio de
cultura pode coordenar ao centro metalico deste complexo formando o nitrosilo
trans-[Ru"(NO*)(NH3),L]"™® gerando, assim, um ciclo catalitico [51, 52] como
mostrado no Esquema 1. Este ciclo catalitico pode explicar a diminuicdo da
concentragdo de nitrito durante os dias ap0ds incubacdo. Além disto, a diminui¢cdo de
parasitas vivos no meio de cultura também pode explicar em parte o decréscimo na

concentracéo de NO;..
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NO, H>O

[Ru”HZO] [Ru”NOz']

NO H,0

H,0 OH

[RU”NOO] [RU”NO+]

&

Esquema 1 — Ciclo catalitico da converséo de NO, para NO* nos complexos
trans-[Ru"(NO*)(NH3),L] "

4.5. Atividade antiparasitaria do HNO/NO

Outro fator importante relacionado a reducdo do ligante nitrosénio é a
possibilidade de producéo de nitroxil (HNO) conforme mencionado anteriormente na
introducdo. Neste trabalho, veremos mais adiante que o ligante NO* pode ser
reduzido por um ou dois elétrons dependendo do redutor presente e de sua
concentracdo no meio. A reagao entre o complexo trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)s3](PFe)s3
com a L-cisteina gera NO e HNO sendo que a razdo Cno/Cuno € dependente do pH
e da concentracdo do redutor. Assim, visto que redutores RSH estdo presente em
meio biolégico, sob a forma de glutationa ou L-cisteina (C > 1 mmol L™)[44], o efeito
antileishmania do nitroxil também foi avaliado (Tabela 1). Para tanto, o sal de Angeli
(Na;N,O3) foi usado como fonte de nitroxil visto que o mesmo se decompde

espontaneamente em agua (ty, = 2,3 min, pH = 7,0, Equacéo 14) gerando HNO e
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NO, [44]. O efeito antileishmania do N,O (k = 8 x 10° mol™* L s, Equacdo 15[44]) ,

produto da decomposi¢cdo do HNO, também foi investigado.

N,Os> +H" — 5 HNO + N@ (14)
(15)

HNO + HNO—» HON=NOH — BO + H,0

De acordo com os dados experimentais, o sal de Angeli (SA) promoveu
inibicdo sobre o crescimento das formas promastigotas do L.major, mas nenhum
efeito foi observado quando testado o Sal de Angeli degradado, ou seja, uma
solucdo contendo N,O (Figura 9). Estes resultados sugerem que o efeito
antipromastigota do sal de Angeli esta relacionado ao HNO visto que o outro produto
da decomposicdo deste sal (nitrito, NO;) (Equacdo 14) ndo apresenta efeito
antiparasitario em pH 7,4 como descrito na literatura [23]. Além disto, o produto da
dimerizacdo do HNO (N,O) também nado apresentou efeito antileishmania como
demonstrado o baixo efeito do Sal de Angeli degradado. Os valores de 1Cspro do sal
de Angeli (ICso = 158 umol L™) foram comparados a toxicidade do gas NO (ICso = 12
pumol L™ indicando, portanto, maior toxicidade do éxido nitrico sobre o parasita

(Tabela 1).
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Figure 9 — Efeito do HNO sobre a viabilidade das formas promastigotas tratados
com sal de Angeli. Viabilidade celular dos promastigotas L. major foi avaliada apos

24h de incubacdo em meio Schneider (o controle) = Sal de Angeli m Sal de Angeli
decomposto. * Valor significativamente menor que o controle (P <0,05).

4.6. Acao antiamastigota e citoxicidade

Neste ponto, investigamos a atividade dos nitrosilos sobre a forma amastigota
do parasita. Assim, avaliamos a atividade do complexo mais promissor
trans-[RUNO(NH3)4mN](BF4)3, do HNO (usando o sal de Angeli como fonte de
nitroxil) e do complexo trans-[Ru(NH3)simN(H-O)]** sobre a forma amastigota
intracelular do L.major e a respectiva toxicidade destes compostos sobre
macrofagos.

Os testes de toxicidade destes compostos em macréfagos foram realizados
por meio do meéetodo de incorporacdo do iodeto de propidio [34]. A Figura 10a
apresenta a porcentagem de células mortas para diferentes concentracdes dos
compostos trans-[RUNO(NH3)4imN]*3, trans-[Ru(NH3)simN(H-0)]"? e sal de Angeli
(SA). A figura 10b apresenta o grafico representativo de morte de macréfagos na

presenca dos complexos de ruténio e do sal de Angeli e na presenca de triton 5%
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como controle positivo (99% de morte). Os dados de citotoxicidade destes 3
compostos indicam que apresentam efeito similar sobre macrofagos de

camundongos BALB/c com valores de ICsom = 240+19 pmol L™ (Tabela 2).
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Figura 10 — Ensaio de citotoxicidade in vitro dos compostos

trans-[RUNO(NH3)4imN] ™3, trans-[Ru(NHs)4imN(H,0)]"*> e sal de Angeli (SA).
a) porcetagem de macréfagos mortos na presenca de diferentes concentragbes do
complexo trans-[RUNO(NH3)4imN]™3, trans-[Ru(NHs)simN(H,0)]"* e sal de Angeli
(SA). b) grafico representativo da morte de macréfagos. * Valor significativamente
menor que o controle (P <0,05).
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A Tabela 2 também apresenta os dados de inibicdo de crescimento de formas
amastigotas para os trés compostos estudados. De acordo com a avaliagao in vitro,
o complexo trans-[Ru(NHs)4imN(H,0)]*? ndo apresenta nenhum efeito antileishmania
substancial nas concentracdes de 100, 33 e 11 pmol L. Por outro lado, o
correspondente complexo nitrosilado e o sal de Angeli exibiram inibicdo de
crescimento parasitario na mesma intensidade, dentro do erro experimental (Tabela
2). Assim, os resultados apresentados na Tabela 2 sugerem que o efeito
antiamastigota do complexo trans-[RUNO(NH;)4mN](BF,)s estaria relacionado a
acdo do NO ou do HNO liberado da esfera de coordenacado visto que o complexo
trans-[Ru(NHs).imN(H.0)]*? ndo apresentou efeito significativo contra as formas

amastigotas do parasito.

Tabela 2 — Atividade in vitro de compostos contra amastigotas e citotoxicidade em
macrofagos
Compostos % Inibicéo # Citotoxidade
(ICso)pmol L *
100 pmol L' 33 pmol L' 11 pmol L' macréfagos

trans-[RUNO(NHs),imN] ™ 47+2 39+3 36+3 225
trans-[RUu(NHz)4imN(H,0)] 2 8+9 1045 2+1 233
Na,N,O3 49+6 49+2 44+3 262

% Porcentagem de inibicio em amastigotas apés 24 h de incubagdo nas concentracdes de 100,
33e 11 pmol L™ (P <0,05).

Adicionalmente, estes resultados sugerem que o] complexo
trans-[Ru(NO)(NHs)4imN](BF,); apresenta capacidade de lisar o parasito no interior
do macréfago, porém, ainda ndo esta claro o mecanismo de ac¢éo deste composto. E
bem aceito que em agua, o oxido nitrico apresenta constante de difusdo com valor
de 3300 pm?s™* com um tempo de meia vida de 5-10 s[18]. Isto implica que o NO é

potencialmente capaz de atravessar a membrana celular (diametro = 5um) durante

seu tempo de vida[18]. Desta forma, o complexo metalico pode exibir efeito contra
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as formas intracelulares independente de sua capacidade de penetracdo nos
macrofagos [18].

Neste ponto, é interessante comparar a atividade antiproliferativa do HNO e do
NO. O nitroxil deve existir em meio biologico na forma protonada (HNO) tendo em
vista seu valor de pKa > 11[44]. Como a auto-oxidacdo do HNO é considerada
relativamente lenta e sua dimerizacdo dependente de sua concentracdo local[53],
podemos assumir que os raios de acdo do NO e do HNO sao relativamente
proximos. Logo, a diferenca do efeito antiparasitario destas duas moléculas pode
estar relacionada principalmente as suas propriedades redox e ao seu alvo de acéo
no parasito. Na Tabela 1, nota-se que a espécie NO é mais eficiente como agente
antipromastigota comparado ao nitroxil. Porém, em um sistema mais complexo como
0 meio intracelular é dificil determinar a exata contribuicdo destas duas espécies de
oxido nitrico. Como vimos anteriormente, a concentracdo de NO e HNO liberada do
centro metalico vai depender de vérios fatores tais como redutores envolvidos na
reacdo, pH do meio e interacdo do complexo e as diversas biomoléculas do

macréfago e do parasito.

4.7. Nitrosilagao e nitrosagéo

Como mencionado anteriormente no item 4.5, as tetraaminas de ruténio
podem reagir com redutores biolégicos tendo como produto NO e HNO. Em
sistemas bioldgicos as espécies NO, HNO (NO) e NO* podem reagir com oxigénio
molecular (O,), superéxido (O,°) e complexos metdlicos [54]. Estas reacGes podem

gerar espécies toxicas como o peroxinitrito (Equacédo 1) responsaveis por efeitos
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antiparasitarios ou capazes de inibir proteinas de parasitas contendo centros
metalicos[54].

Doadores de 6xido nitrico tais como S-nitrosoglutationa (GSNO), nitrito (NO3),
S-nitroso-N-acetil-D,L-penicilamina (SNAP), nitroprussiato de sodio (NP) foram
utilizados contra parasitas como Trypanosoma cruzi e Plasmodium falciparum e em
alguns casos pacientes com leishmaniose foram tratados com estes compostos com
resultados animadores[22].

O alvo de acéao destes doadores de NO vai depender do mecanismo de
transferéncia do oxido nitrico. Em nitrosotiois como o GSNO, o o6xido nitrico é
transferido diretamente ao grupo tiol de proteinas de parasitas onde o NO se liga ao
enxofre como ion nitrosbnio em uma reacao de transnitrosacdo (Equacao 2) [22].
Este tipo de inibicdo enzimatica é revertida pela adicdo de redutores bioldégicos como

o ditiotreitol e o L-acido ascorbico (AA) (Equacao 16)[22, 54, 55].

2pCysSNO + AA —» 2pCysSH + DAA + 2NO (16)

Em compostos como o S-nitroso-N-acetilcisteina (SNAC), a rapida clivagem
homolitica do grupo RS-NO produz altas concentracdes de NO° livre (nitrosilagéo) o
qual inibe enzimas por meio de coordenac¢do a centros de ions metalicos[54]. Assim,
o tratamento de promastigotas e amastigotas de Leishmania com doadores de NO
ou com gas NO leva a inibicdo da respiracdo mitocrondrial diminuindo a atividade da
aconitase devido a perda de ferro[22].

Os complexos nitrosilados estudados neste trabalho liberam NO que pode
agir como reagente nitrosilante. Contrariamente ao observado para o GSNO, a acéo

antileishmania dos complexos nitrosilados néo € inibida pela adicdo de redutores tais
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como o acido ascoérbico. Observou-se que a acdo antiparasitaria do complexo
trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)s](PFe)s, por exemplo, é mais intensa na presenca de 4cido
ascorbico (Tabela 3). A adicdo deste redutor no meio de cultura contendo o
complexo trans-[RUNO(NH;3)4P(OEt)s](PFe)s conduziu a uma maior concentracdo de
NO dissociado do centro metdlico como observado em experimentos
cronoamperomeétricos (Figura 11). O aumento da concentracdo de NO livre no meio
aumenta o efeito antileishmania do complexo sugerindo que um mecanismo de

transferéncia de NO por nitrosilacao estaria operante.
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Figura 11 — Deteccdo cronoamperométrica de NO® em meio Schneider na presenca
de trans-[Ru(NO)(NH3),P(OEt)s](PFe¢)s com acido ascoérbico (a) e sem acido
ascorbico (b). Concentragdes: Can =100pmol L™ e Cg, = 100 pmol L™.
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Tabela 3 — atividade antipromastigota (%IC) do nitrosilo complexo

trans-[RUNO(NH3)4 P(OEt)3](PFe)s na presenca e auséncia de acido ascorbico.

Compostos %IC @ Eno mo )VSENH
trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)3](PFé)3 6219 * 0,132
trans-[RUNO(NH3)4 P(OEL)3](PFs)s + AA 90+5

%% IC = porcentagem de inibicdo de crescimento. ENH = Eletrodo Normal Hidrogénio.

Cru = Caa = 100umol L™ (* P <0,05).

Outro dado importante é a acdo antiproliferativa dos nitrosilos complexos
determinada por contagem de parasita por meio de microscopio Optico e o uso da
técnica colorimétrica (teste com MTT). Até o periodo de 48 horas apds a incubacéo,
foi observado que a porcentagem de parasitas viaveis em todos 0os poc¢os contento
as drogas é significativamente menor que a de mitocondrias intactas. No quarto dia
apos a incubacéao, a inibicdo de crescimento determinada por contagem de parasita
por meio de microscépio optico e do uso da técnica colorimétrica ndo apresenta
diferencas significativas (Figura 7). Estes dados sugerem que inibicdo da respiracéo
mitocondrial pode ser um dos fatores de degradacdo parasitaria pelos complexos
nitrosilados.

Outro ponto de interesse esta relacionado a acdo do HNO contra o parasita 0
qual néo foi reportado anteriormente na literatura. No entanto, ja foi documentada a
acao desta molécula contra células cancerosas e sua acado atribuida a formacéo do
radical OH" quando o nitroxil esta presente em meio acido[56]. Também foi relatado
que o HNO inibe a respiracdo mitocondrial via modificacdo de residuos de cisteina
em proteinas [57] e que o HNO comporta-se como um inibidor de enzimas do tipo
cisteina protease de forma muito mais eficiente que as espécies NO e ONOO' [44].
Portanto, o efeito do HNO sobre enzima cisteina proteases de parasitas pode ser

uma via de agdo desta molécula.
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4.8. Efeito leishmanicida in vivo de nitrosilos complexos

O indice Terapéutico (ICsov7e/ICs0pro) dos complexos nitrosilados foi empregado
como critério para a selecdo do composto a ser utilizado no teste in vivo contra a
leishmaniose. Quanto maior o valor de ICsoy79/ICsopro, Maior a seguranca na
utiizacdo do composto sem danos ao animal. Os  compostos
trans-[RUNO(NH3)4mN](BF,)s, trans-[RUNO(NH3)4py](BF4)3 e
trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)3](PFs)s apresentaram 0s maiores valores de
ICsov79/ICs0pr0 (> 15) dentre os nitrosilos da série estudada (Tabela 1). Apesar da
elevada atividade antiparasitéria in vitro do composto
trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)3](PFs)3, a baixa estabilidade deste nitrosilo foi fator
decisivo para sua exclusdo em experimentos in vivo. Este complexo sofre ataque
nucleofilico nos ligantes P(OEt); (k = 59 + 1,0 x 10* mol* L s%) e NO*
(k = 4,0 + 1,0 x 10* mol*Ls™) por fons hidroxila gerando os produtos trans-
[Ru(NHs)4P(OEt)3(H-0)]** e trans-[RUNO(NHs)4(H-0)]** (Esquema 2). Além disto,
verificou-se que este composto também sofre degradacdo mesmo no estado soélido

na escala de tempo de dias [58].

OH'/_l {— 20H

trans-[RUNO(NHs),P(OC,Hs)3]*

~ N

trans-[RU(NH3)4P(OC,Hs)3H,01%* trans-[Ru(NH3)4sNO(H,0)**
+ NOZ_ + OPH(OC2H5)2 + CH2CH30H

Esquema 2 — Reacdo entre o complexo trans-[RUNO(NHs)4P(OC.Hs)s]** e fons
hidréxido.
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Os compostos trans-[RUNO(NH3)4mN](BF4)s e trans-[RUNO(NH3)4py](BF4)s3
apresentaram elevado valor de 1Csqy79/ICs0pro 18 € 22, respectivamente. No entanto,
o composto trans-[RUNO(NHS3)4imN](BF,4); foi selecionado para os ensaios in vivo
devido sua maior atividade antiproliferativa como observado no grafico da Figura 7.
Este composto também apresentou resultados promissores nos estudos in vivo
contra o parasito T. cruzi [25].

Para o0s experimentos in vivo, quatro grupos de camundongos foram
infectados com 1 x 10° formas promastigotas de L. major intradermicamente em uma
orelha. O tratamento foi executado desde a terceira até a sexta semana diariamente
com a dosagem de 05 10 e 10,0 pmol kg' do composto
trans-[RUNO(NH3)4imN](BF4); € 0 grupo controle foi tratado apenas com PBS. A
Figura 12a apresenta a evolugdo da lesdo da orelha infectada com o parasito
durante 6 semanas. Observou-se que logo apdés o tratamento com o complexo
trans-[RUNO(NH3)4imN](BF,)s, 0s grupos de animais tratados com 0,5 e 1,0 pmolkg™
mantiveram o tamanho da lesdo cutanea estavel. O grupo tratado com 10 pmol kg™
do nitrosilo complexo apresentou diminuicdo da lesdo. Por outro lado, os
camundongos tratados apenas com PBS apresentaram o aumento nas dimensodes
da lesdo até a sexta semana. Apds o periodo de seis semanas, foi realizada a
contagem de parasitas em cada grupo de camundongos. Foi observado que o grupo
tratado com a menor concentracéo (0,5 pmol kg™) do nitrosilo apresentou a maior
inibicdo de crescimento (98%) (Figura 12 b, Tabela 4). O menor efeito inibitorio
observado para os tratamentos com 1,0 e 10 pmol kg* do composto pode estar
relacionado ao efeito imunossupressor provocado pelo excesso de NO liberado no
organismo do animal [14]. Veja que a diminuicdo da lesdo no grupo tratado com a

maior concentracdo nao significou menor carga parasitaria. A reducao da lesédo pode
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estar relacionada a dois fatores: a inibicdo do crescimento parasitario e ao efeito

antiinflamatorio do 6xido nitrico [76].
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Figura 12 — a) Efeito do composto trans-[RUNO(NHz)4imN](BF4); no curso de
infeccdo de camundongos BALB/c. Grupos de 6 animais foram inoculados
subcutaneamente na orelha com 1 x 10° de formas promastigotas de L. major e
tratados subcutaneamente em dias consecutivos com o complexo na semana 3, 4, 5
e 6 de infeccdo (o 0,5, A 1,0 e 10 pmol kg™, o controle). Tamanho da lesdo (em
mm) representa a diferenca entre a orelha infectada e a orelha contralateral ndo
infectada. b) carga parasitaria 6 semanas apo0s infeccdo de grupos de animais
tratados com o PBS, = 0,5, 1,0 e m 10,0 pmol kg* do composto
trans-[RUNO(NH3)4imN](BF,)s. * Valores significativamente menor que o controle
(P <0,05).

Outro grupo de animais foi (controle positivo) tratado com 10mg kg™dia™ de
glucantime (droga padrédo) em um periodo de duas semanas e comparado com 0
grupo tratado com a dose do composto trans-[RUNO(NH3)4imN](BF4)s que
apresentou melhor efeito antiparasitario (0,5 umol kg™). Verificou-se que os grupos

tratados com o complexo trans-[RUNO(NH3)4imN](BF,); apresentaram decréscimo de

70% da carga parasitaria (Tabela 4). O tratamento com a glucantime
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(C = 33 pmol kg*, 10 mg Kg™) apresentou atividade similar ao do nitrosilo como
observado na Figura 13. E importante observar que a dose administrada da droga
padrao €é 66 vezes superior a dose |utiizada do complexo

trans-[RUNO(NH3)4mN](BF4); em nossos experimentos.
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Figura 13 — a) Efeito dos compostos trans-[RUNO(NH3)4imN](BF4)s e glucantime no
curso de infec¢cdo de camundongos BALB/c. Grupos de 6 animais foram inoculados
subcutaneamente na orelha com 1 x 10° de formas promastigotas de L. major e
tratados com o complexo o trans-[RUNO(NH3)4imN](BF4); e ¢ glucantime na semana
3, 4 e 5 de infeccédo (ocontrole, PBS). Tamanho da lesdo (em mm) representa a
diferenca entre a orelha infectada e a orelha contralateral ndo infectada. b) carga
parasitaria (ap6s a quinta semana de infeccéo) de grupos de animais o tratados com
PBS, = tratados com 0,5umol Kg* do composto trans-[RUNO(NH3).imN](BF,); e
m tratados com 33 pmol Kg™ de glucantime.

Outro fator importante diz respeito a toxicidade deste nitrosilo cuja dose letal
(LDso) esta na faixa de 125 a 250 umol kg™ de peso corpéreo[25]. A dose diaria
(0,5 pmol kg™ utilizada nos experimentos foi sempre 250 vezes inferior ao valor de
LDso e a dose total fornecida a cada animal durante as trés semanas de tratamento

(10,5pmol kg™) é 12 vezes inferior a sua dose letal. Além disto, ndo foi observado
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perda de peso significativa do grupo de camundongos tratado com o composto

trans-[RUNO(NH3)4mN](BF4); comparado ao grupo controle.

Tabela 4 — Atividade In vivo do composto trans-[RUNO(NH3)4imN](BF4)s3

contra o parasito L. major em camundogo BALB/c?

Composto Dosagem Dia Peso %inibicao
(umol kg ™) corporal(g)
Controle - 35 25,2+0,5 -
- 42 25,0+1,4 -
trans-[RUNO(NH3)4mN](BF4)s 0,5 35 23,3+1,5 70+21
0,5 42 23,3+1,3 98 +2

? Camundongos foram inoculados com 10° promastigotas de L. major (fase estacionaria).

Camundogos foram selecionados randomicamente em grupos de 4 ou 5 animais tratados por 2 e 3
semanas diariamente com trans-[RUNO(NH3)4mN](BF,)s (0,5pmol kg™ de peso corpéreo, injecéo
subcutaneo). Os camundongos receberam tratamento trés semanas apds o desafio com L. major

(dia 0). Média * desvio padrdo. * Valores significativamente menor que o valor do grupo controle
(P <0,05).

4.9. Efeito antileishmania de sulfato complexos

Para avaliar a atividade antipromastigota do complexo de Ruténio sem NO
presente na esfera de coordenacédo, experimentos foram realizados com precursores
dos nitrosilo complexo trans-[RU(NH3)4L(SO)4]Cl (L = nic, L-hist, imN, pz, py)[59].
Estes complexos apresentam efeito antipromastigota inferior aos analogos nitrosilos
complexos com valores de ICsopo reunidos na Tabela 5. Nao foi observado relagéao
entre potencial de reducéo (Erumrui) destes complexos sua atividade antiparasitaria.
No entanto, a ordem de atividade antipromastigota neste grupo de complexo é

semelhante aos nitrosilos complexos.



Resultados e Discussao 48

Tabela 5 — Atividade antipromastigota e Ej/» de sulfato complexos

Compostos ICs0 E12(V)vsECSM!
trans-[RU(NHz)4lmN(SO4)]CI 81 -0,280
trans-[Ru(NH3)4py(SO,4)]CI 137 -0,048
trans-[Ru(NH3)4pz(S0.)]CI 260 0,246
trans-[Ru(NH3)4Hist(SO,4)]Cl 378 -0,418
trans-[Ru(NHz)4(isn)(SO4)]CI 488 0,047
trans-[Ru(NH3)4Nic(SO,4)]Cl 5640 0,014

Resultados expressos como * s.e.m., n = 3-5, P<0,05; ® ICs,pro = corresponde a
concentracdo com 50% de atividade antiproliferativa, apés 24 h de incubacéo.

Para os experimentos in vivo foi escolhido o complexo com melhor atividade
antiparasitaria in vitro, o complexo trans-[Ru(NH3)4imN(SO,4)]Cl. Dois grupos de
camundongos foram infectados com 1 x 10° formas promastigotas de L. major
intradermicamente na orelha. O tratamento foi executado da terceira até a sexta
semana diariamente com a dosagem de 0,5 pmolkg? de composto
trans-[RU(NH3)simN(SO4)]Cl. O grupo controle foi tratado apenas com PBS. O
composto trans-[Ru(NHs)4imN(SO,4)]Cl apresentou menor efeito antileishmania in
Vivo na concentracdo utilizada comparado ao nitrosilo complexo (Figura 14b). Além
disto, ndo foi observado diminuicdo da lesédo do grupo de animais tratados com o
sulfato complexo comparado ao controle (Figura 14a). Estes resultados sugerem
novamente que a acao antiparasitaria dos compostos trans-[RUNO(NH3)4L](BF4)3

esta relacionada a capacidade doadora de NO destes complexos.
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Figura 14 — a) Efeito do composto trans-[Ru(NHz)4imN(SO,)]CI no curso de infeccéo
de camundongos BALB/c. Grupos de 6 animais foram inoculados subcutaneamente
na orelha com 1 x 10° de formas promastigotas de L. major e e tratados com o
complexo na semana 3, 4, 5 e 6 de infeccdo. Tamanho da lesdao (em mm)
representa a diferenga entre a orelha infectada e a orelha contralateral nao
infectada. b) carga parasitaria de grupos de animais o tratados com PBS e
m tratados com 0,5 umol Kg™* do composto trans-[Ru(NHs)4imN(SO4)]CL.
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4.10.Concluséo parcial

Verificou-se que os complexos nitrosilados apresentaram efeito antiparasitario
contra as formas promastigotas e amastigotas do L. major. Os dados obtidos destes
experimentos indicaram a influéncia das caracteristicas fisico-quimicas (kno €
Eno'no?) deste complexos sobre sua acdo como agentes antiparasitarios.

Analisamos também a possivel acdo dos produtos gerados de reacdes redox
destes complexos sobre o parasito L.major e observamos que ambos, NO e HNO,
agem sobre a forma extracelular e intracelular do parasito. Por outro lado, o
complexo do tipo trans-[Ru(NHs)sL(H,0)]"? exibe inibicdo apenas contra a forma
extracelular (promastigota) do L.major in vitro.

Também foi observado que dentre os compostos estudados o complexo
trans-[RUNO(NH3)4imN](BF,); apresenta o melhor efeito antiproliferativo e baixa
toxicidade contra células V79. Estes resultados foram utilizados como critérios
através de seu incide terapéutico para a escolha deste complexo para o0s
experimentos in Vivo. Testou-se o] potencial do complexo
trans-[RUNO(NH3)4imN](BF4); como agente contra a leishmaniose visto que este
apresentou resultados promissores tendo em vista a dose utilizada no tratamento,
250 vezes menor que sua dose letal. Os sulfato complexos apresentaram menor
efeito antiparasitario comparado aos similares nitrosilos sugerindo, portanto, que a
atividade antiparasitaria das tetraaminas de ruténio esta relacionada principalmente

a capacidade doadora de 6xido nitrico.
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4.11. Reacao entre os nitrosilos complexos e a L-ci  steina

E bem conhecida a reatividade de nitrosilos de ruténio frente a agentes
nucleofilicos[60]. Assim, diferentes autores propdem metodologias complementares
para a previsao do ataque nucleofilico ao ligante nitrosénio[60-63]. A maior parte dos
trabalhos trata da reacdo entre ions OH™ e nitrosilos complexos[60, 63]. Estas

reacoes de atagque nucleofilico se processam em duas etapas (Equacdes 17 e 18):

17
[M-NO]™ +OH" =—=  [M-NO,H]"P* (7

[M-NOH" V" + O —=  [M-NO,]"?" +H,0 (18)

Para os complexos do tipo trans-[Ru(NO)(NH3)4L](X)s, (X = BF4 ou PFs e L =
imN , 4-pic, pz, py, P(OEt)s, L- hist, isn, imC, nic), o carater eletrofilico do ligante
nitrosénio (NO™) é influenciado pelo carater acido mtdo ligante trans L[60, 64]. Quanto
maior a acidez 1t do ligante L, maior a competicdo pela densidade eletrénica do
centro metalico e, portanto, a retrodoacdo do tipo M - NO™ teria menor intensidade. A
conseqiéncia deste fato seria o0 aumento do carater eletrofilico do nitrosénio
facilitando o ataque de nucledfilos frente a este ligante[60].

Com relacéo aos tiois, tais como a L-cisteina e a glutationa, a reacdo de ataque
nucleofilico frente ao ligante nitrosénio envolve a transferéncia de elétrons como
sera discutido mais adiante. Em trabalhos recentes[65], foi reportado que o ataque
nucleofilico dos tiois frente ao ligante NO* é mais eficiente sob a forma deprotonada
(RS). Em nossos experimentos, foi observado que os complexos do tipo

trans-[RU(NO)(NH3)4L](BF4)s, (L = imN , 4-pic, py, isn) reagem com a L-cisteina
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somente em condicbes de concentracdo hidrogeniénica menor que 1x10° mol L™,
ou seja, na presenca da forma deprotonada da L-cisteina cujo pKa é igual a 8,3. Por
outro lado, o complexo trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)3](PFs)s reage com a L-cisteina
mesmo em pH &cido (Cy+ = 1x10 mol L) em que a concentragéo da espécie RSH
€ muito superior a forma deprotonada deste tiol.

Portanto, com o intuito de entender o comportamento de nitrosilos de ruténio
em meio biolégico, foram conduzidos experimentos com o0s complexos
trans-[RUNO(NH3)4L](BF4)3, (L = imN , 4-pic, py, isn) e a L-cisteina, aminoacido
presente na glutationa. As medidas foram realizadas em solu¢cdes tamponadas em
pH 7,4 p=0,2mol L™, a 25<.

A Figura 15a ilustra a evolucdo de NO° gerada da reacdo entre o complexo
trans-[RUNO(NH3)4(imN)](BF4);3 e a L-cisteina, acompanha por meio de medidas
cronoamperomeétrica com o0 uso de um eletrodo seletivo para detec¢cdo de Oxido
nitrico (NO). Nota-se que nestas condigbes a evolu¢cdo de NO é bem inferior ao
esperado para uma reagdo estequiométrica. Com a adicdo simultdnea dos
compostos Nag[Fe(CN)s] e trans-[RUNO(NH3)4(imN)](BF4)s em wuma solucéo
contendo L-cisteina ocorreu aumento significativo na concentracdo de NO liberado
no meio (Figura 15b). Este aumento de concentragcdo de NO livre pode estar
relacionado a oxidag&o do nitroxil (HNO) pelo complexo de ferro [43] como descrito
na Equacao 19. Estes resultados sugerem que ocorre também reducao de 2 elétrons

no ligante NO* gerando como produto o HNO.

[Fe"(CN)e® + HNO —> [Fe"(CN)g]™* + NO° + H* (19)
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Figura 15 — Cronoamperograma da reacdo entre 0 complexo
trans[RUNO(NH3)4imN]*™ e a L-cisteina condi¢ées: pH 7,4; p = 0,2 mol L™ T = 25°C.
a) Cry = 0,5x 10°mol L™* e Cgs = 0,5%x 10°mol L™ b) ) Cry = 0,5% 10 mol L™,
Ceis = 0,5% 10°mol L™ e Nag[Fe(CN)g] = 0,5x 10> mol L™

O nitroxil oriundo da reacdo entre os nitrosilos de ruténio e a L-cisteina
também foi detectado espectrofotometricamente com auxilio da metmiogobina, um
conhecido captador de HNO [66]. A Figura 16 mostra o espectro da solucdo
contendo a mistura do complexo trans-[RUNO(NH3)4(imN)](BF4)s, L-cisteina e
metmioglobina em pH = 7,4, u = 0,2 mol L? a 25 °C. Nestas condicées, foi
observado a formacéo de duas bandas centradas em 543 (e = 1,16x10’mol™* L*cm™)
e 578nm (¢ = 1,05x10’mol™ L cm™) atribuida a formacdo do nitrosilo ferroso
(Mb-Fe"NQ°)[66, 67] (Equacdo 20). E importante mencionar que a reacéo entre o
NO° e a metmioglobina gera o complexo Mb-Fe'"NO/ Fe''NO* com bandas em
534nm e 567nm na regido do visivel. Em nossos experimentos, nao foi observado a
formacdo destas bandas sugerindo que a concentracdo de NO° produzido é muito

baixa.

Fe''"Mb + HNO - Fe'(NO)Mb + H* (20)
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Figura 16 — Espectro eletronico da solucdo contendo a mistura do complexo
trans-[RUNO(NH3),imN]™  metmioglobina e a L-cisteina. Condicbes: pH 7,4
u = 02mol L™ T = 25°C. Cgy = 0,5x10°mol L™ e Cqs = 0,5x 10”mol. L™ e
Cwet = 0,5x10°mol L™,

Portanto, o0s experimentos cronoamperométricos e espectrofotométricos
indicam que o HNO é produto majoritario da reacdo entre os complexos do tipo
trans-[RUNO(NH3)4L](BF4)3, (L = ImN , 4-pic, py, isn) e a L-cisteina na concentracéo
hidrogenibnica utilizada nos testes biolégicos (pH =7,4).

Com relacdo ao complexo trans-[Ru(NH3z)4P(OEt)sNO](PF¢)3, a reacdo com a L-
cisteina foi monitorada em diversas condicdes de concentracdo hidrogenibnicas
(faixa de pH de 2,0 a 7,4).

As medidas cronoamperométricas foram realizadas sempre nas condi¢cdes de
excesso de L-cisteina em relagdo ao complexo (10, 50 e 100 vezes), na faixa de pH
variando de 20 a 74 (u = 02molL?, 25°C). A adicdo do
trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)s](PFe)s na solucdo contendo L-cisteina provocou imediata

variacéo de corrente indicando liberacdo de NO° no meio (Figura 17).
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Figura 17 — Cronoamperograma da reacdo entre 0 complexo
trans-[RUNO(NH3),P(OEt)3](PFe)s e a L-cisteina em pH 4,0. Cg, = 5x10“ mol L™ e
Cuis = 5x10° mol L™.T = 25°C.

Foi observado (Figura 18) que a concentracdo de NO livre em solucdo é
dependente do pH do meio. A porcentagem de NO formado na reacdo do nitrosilo
complexo com o tiol cresce dentro da faixa de pH de 2,0 a 4,0. Em concentra¢cdes
hidrogeniénicas menores que 1,0x10* mol L™ (pH>4,0), a presenca de NO livre no
meio decresce chegando a apenas 6% do esperado em pH = 7,4. Além disto, o
aumento do excesso de L-cisteina nestas condicbes de pH também provoca menor

concentracéo de NO livre.
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Figura 18 — Variacédo de concentracdo de NO em funcao do pH para a reacéo entre
o complexo trans-[RUNO(NHs)4P(OEt)s]* e diferentes concentracdes de L-cisteina a
25 °C. Cgry = 5x10™ mol L™, m Cgs = 5x10° mol L™, « Cgs = 2,5x10° mol L7,

Ceis = 5x102 mol L. T = 25°C.

Como observado para o complexo trans-[RUNO(NH3)4(imN)](BF4)s, a adicéao
simultanea do composto Nas[Fe(CN)g] com 0 nitrosilo
trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)3](PFs)s em uma solucdo contendo 10 vezes de excesso
de L-cisteina em pH =7,4 provocou aumento significativo na concentracédo de NO°
livre sugerindo, portanto, presenca de HNO no meio como discutido anteriormente.
No entanto, a presenca de Nas[Fe(CN)s] ndo altera a producdo de NO° da reacéo
deste nitrosilo com a L-cisteina (10x de excesso) em condi¢cdo de pH = 4,0. Nesta
condicdo de concentracdo hidrogenibnica e de L-cisteina, a producdo de NO
corresponde a quase 100% do esperado para uma reacao estequiométrica. Assim, a
adicdo do composto de ferro ndo altera de modo significativo a producédo de NO da
reacdo entre este nitrosilo e a L-cisteina nesta condi¢do de pH.

A producgio de HNO e NO da reacdo entre o complexo

trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)3](PFe)s a L-cisteina também foi monitora com o uso de
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metmioglobina em meio tamponado a pH 7,4 (i = 0,2 mol L™ a 25 °C). Foi observada
a formacdo do espectro eletronico referente ao nitrosilo ferroso (Figura 19). A
formacdo desta espécie € uma forte evidéncia de producdo de HNO oriunda da
reacdo entre o complexo trans-[RUNO(NH3)4,P(OEt)s](PFe)s com a L-cisteina. As
bandas de absorcdo da espécie Mb-Fe"NOP s&o mais intensas com o aumento da
concentragdo de L-cisteina no meio reacional sugerindo junto com os resultados
cronoamperometricos que a presenca de L-cisteina deprotonada favorece a reducao

de dois elétrons do ligante NO* produzindo o nitroxil (HNO).

T v T v T v 1
500 600 700 800

A (nm)
Figura 19 — (a)espectro  eletrbnico da mistura das  espécies

trans-[RUNO(NH3),P(OEt)s]** (5,0x10° mol.L™Y) , L-cisteina (1,0x10* mol L?) e
metmioglobina (5,0x10° mol L™Y). (b) Espectro eletrénico da metmioglobina.
Condicées: pH 7,4; = 0,2 mol LY. T = 25°C

O complexo nitrosilo ferroso, gerado da mistura
trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)3](PFs)s/L-cisteina/metmioglobina, também foi detectado
por ressonancia paramagnética de elétrons o qual apresentou um fator g

anisotrépico préoximo a 2,0 e 1,9[68, 69], caracteristico de NO° coordenado ao

centro metalico, Mb-Fe"NQ° (Figura 20).
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Figura 20 — Espectro de EPR da mistura da L-cisteina, do complexo

trans-[RUNO(NH3),P(OEt)3](PFe)s e da metmioglobina. pH 7,4; p = 0,2 mol L™ T =
77K.

Além disto, ndo foi observado formacédo do complexo Mb-Fe'NO* devido a
baixa concentragdo de NO produzida nesta condi¢cdes de pH concordando com 0s
dados cronoamperométricos. Por outro lado, a forma protonada da L-cisteina parece
favorecer a formacdo de NO° oriundo da reacdo entre o nitrosilo
trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)3](PFs)s € a L-cisteina.

Outro ponto importante é verificar se o nitrosilo ferroso (Mb-Fe'NQ?) é
formado devido a reducdo do complexo Mb-Fe''NO* pela L-cisteina. O nitrosilo
ferroso foi obtido por meio da reacdo da metmioglobina com gas NO em uma
solucdo tamp&o pH = 7,4, y = 0,2 mol.L™. N&o foi observado nenhuma mudanca no
espectro eletrénico do complexo nitrosdnio (Mb-Fe'NO*) apds a adicéo do tiol no
tempo de escala da reacdo em estudo (Figura 21). Este experimento reforca o

indicio de formag&o de HNO devido a reducéo em dois elétrons do ligante nitrosénio

pela L-cisteina.
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Figura 21 — (a) Espectro eletrdnico da metmioglobina. (b) Espectro eletrénico do
nitrosilo ferroso (Mb-Fe"NO®) com adicéo de L-cisteina. Condicdes: Cmemp = 3x10
mol L pH 7,4; p=0,2mol L™. T = 25°C.

A reacdo do complexo trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)s](PFs)s € a L-cisteina
também foi monitorada por meio de espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho. A banda em 1923 cm™ corresponde ao modo vibracional vNO do
ligante nitrosonio (NO'). A adicdo da L-cisteina a solugdo contendo o nitrosil
complexo promove imediata diminuicdo desta banda e o aparecimento de uma
banda em 1872 cm™ (Figura 22 a)provavelmente relativo a dissociacdo de NO° em
solucéo e ocorre também a formacédo das bandas em 2236 e 2209 cm™ atribuidas a
formacado do N,O [77,78], produto da dimerizagdo do HNO (Figura 22 b). Este
experimento indica, portanto, que a reagdo entre 0 complexo trans-
[RUNO(NH3)4P(OEt)s](PFe); e a L-cisteina promove a formacdo de NO° e HNO em

solugéo.
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Figura 22 — Espectro vibracional na regidao do infravermelho da mistura do complexo
trans-[RUNO(NH3),P(OEt)s](PF¢); e a L-cisteina. Condi¢des: Cmemb = 1x10™ mol L™
pH 4,5; u = 0,2mol L. T = 25°C.

Assim, os resultados reportados neste trabalho indicam que o ataque
nucleofilico da L-cisteina no ligante nitrosdsio € seguido por sua reducdo de um ou
dois elétrons provocando sua dissociacdo do centro metalico e oxidando o tiol. A
dissociacdo do NO e do HNO do centro de coordenacdo também foi comprovada
pela identificacdo e quantificacdo do complexo trans-[Ru(NHs)4P(OEt)sH,0]"* como
produto final da reagcdo entre o nitrosilo trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)s](PFs); e a
L-cisteina.

O espectro de ressonancia magnética nuclear de *'P da mistura entre o
complexo nitrosilo trans-[RUNO(NH3)4P(OEt)3](PFe)s € a L-cisteina em pH acido (4,0)

apresentou apenas um singleto em 148 ppm referente ao ligante trietilfosfito
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coordenado ao composto trans-[Ru(NHs)4P(OCHs)s(H.0)]** como mostrado na

Figura 23 [41].
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Figura 23 — Espectro de ressonancia magnética nuclear de *P da reacdo entre o
complexo trans-[RUNO(NHs;)4P(OEt)s]™ e a L-cisteina em DO (pH = 4,0).

Conforme mencionado anteriormente, a identificacdo do complexo
trans-[Ru(NHs),P(OC;Hs)3(H,0)]** também foi realizada por meio de adicdo de
excesso de pirazina (1000x) apos a reacdo entre o nitrosilo e o tiol (10x) entrar em
equilibrio. A mistura entre o aquo complexo e o ligante pz gera o produto
trans-[Ru(NH3).P(OC,Hs)s(pz)]*" (Equacdo 21) o qual apresenta uma intensa banda

do tipo MLCT centrada em 366 nm (g = 4,2x10° mol™ L™ cm™) [70] (Figura 24).

trans-[Ru(NH3)4P(OEt)3H20]2+ + pz trans—[Ru(NH3)4P(OEt)3pz]2+ +H,0 (21)
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Figura 24 - Espectro eletrbnico da mistura das espécies
trans-[Ru(NHs),P(OEt)sNOJ** (5,0x10* mol. L") , L-cisteina (5,0x10° mol L) e
pirazina (5,0 x10™* mol L™*mol L™). T = 25°C.

Por meio da formacdo deste complexo em solucéo foi possivel quantificar a
formacdo do complexo trans-[Ru(NHs),P(OC,Hs)s(H,0)]** o qual apresentou
conversdo quantitativa nas condicdes de pH = 4,0. Nesta mesmas condicdes a
evolucdo de NO foi de 95% de conversao indicando, portanto, uma dissociacao
completa do 6xido nitrico da esfera de coordenacao.

Medidas de  voltametria ciclica da mistura do  complexo
trans-[Ru(NHz),P(OEt)sNOJ** (5,0x10* mol. L) e da L-cisteina (5,0x10 mol. L) em
pH 4,0 indicaram diminuigdo do processo em -0,108VVvsECS referente ao par redox
RuNO*/RuNO® e aumento do processo em 0,52 VVSECS referente a formacéo do

complexo trans-[Ru(NHs)4P(OC,Hs)s(H,0)]** (Figura 25) [41].



Resultados e Discussao 63

60,0u—-
40,0p—-
20,0p—-

o,o-

-20,01

corrente

-40,0u- //

-60,04

T \,//
-80,0p1 ]

-100,0 . . . . . . : .
-1,0 -0,5 0,0 05 1,0

potencial

Figura 25 : Voltamogramas ciclicos referente a mistura entre o complexo ruténio t-
[Ru(NH3).P(OEt)sNO]™ e a L-cisteina em pH 4,0 e p = 0,2M. T = 25°C.

A identificacdo da cistina também comprovou a reacao redox entre a cisteina
e 0s nitrosilos complexos. Experimentos em pH 4,0, utilizando cromatografia liquida
acoplada a detector de massa (HPLC/MS/MS), permitiu a identificacdo e
quantificacéo de cistina como produto da reacéo entre trans-[RUNO(NH3),P(OEt)3]*
e a L-cisteina. Considerando a razdo massal/carga (m/z = 241) da cistina, foi
realizada uma curva de calibracdo utilizando solucdo de cistina em diferentes
concentracfes no mesmo pH da reacédo entre o complexo nitrosilado e a L-cisteina.
Para uma solugcdo  contendo 1,0x10*  mol LY  do  complexo
trans-[RUNO(NH3),P(OEt)s](PFe)s e 2,0x10™ mol. L™ de L-cisteina, a concentracéo
de cistina calcula foi de 3x10™° mol L™ similar ao encontrado para o NO° nas mesmas

condi¢cbes experimentais.
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4.12. Aspectos ligados a cinética da reacdo entre o complexo

trans-[RUNO(NH 3),P(OEt)3](PFg)3 € a L-cisteina

A reacgdo entre o complexo trans-[RuUNO(NH3)4P(OEt)s](PFe)s € a L-cisteina foi
monitorada por espectrofotometria na regido do UV-Vis, utilizando a técnica de
stopped flow. Observou-se uma banda centrada em 455 nm (Figura 26a) a qual, por
analogia a sistemas similares[65, 71], foi atribuida a formacdo da espécie
trans-[Ru(NH3),P(OEt)sN(O)SR]™* (Apéndice, Figura 3A). Esta espécie seria
formada, em uma escala de tempo de milisegundos, por meio da interagcdo do
enxofre da L-cisteina com o nitrogénio do ligante nitrosénio [71](Equacao 22).
Conforme se observa na Figura 26b, a curva obtida pela variacdo de absorbancia a

455nm em funcéo do tempo apresenta um tracado bem definido.

trans-[RUNO(NH3),LP(OEt)3]™® + RS trans-[Ru(NH3)4(P(OEt)sN(O)SR]™  (22)

kK1
08 L= Wy
10- - ’PFﬁVdH“nﬂh
A
sol
0,84 . M
" " b
b ]
0,6 o ®. ° 5
e om ©
3 0,4 -
- [ )
< ' [ L] ° .
e
[ )
- n L4
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s’ .
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Figura 26 — a) Espectro obtido utilizando stopped flow para a solucéo resultante da
mistura do complexo trans-[RUNO(NH3),P(OEt)s]* (5,0 x 10 mol.L™) e a L-cisteina
(4,0 x 102 mol L™).b) Variacdo de absorbancia a 455nm para a mistura do complexo
trans-[RUNO(NH3),P(OEt)3]™ e a L-cisteina. Condicées: pH = 3,0 e p = 0,2 mol L™
«t=20ms mt=40ms. T =25°C.
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A partir dos graficos In(Ain--A;) em funcdo do tempo (s), foram calculados os

valores de kgps para varias concentracoes de L-cisteina. A Figura 27 ilustra um

exemplo de grafico para determinacao de kgps correspondente a Figura 26 b.

inf -At)

In(A

-0,54

-1,04

-1,5

1,04

0,54

1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030
tempo (s)

Figura 27 — In(Ain-A) em funcdo do tempo (S) para a reagao entre complexo
trans-[RUNO(NH3),P(OEt)s]™ e a L-cisteina. Condicées: pH = 3,0 e p = 0,2 mol L™
Cru=5,0 x 10*mol L™ Cgs = 4,0 x 102 mol L™; onde Cqs = [RST+[RSH]. T = 25°C.

A Figura 28 apresenta uma relacdo linear entre os valores de Kkeps € @

concentracéo de L-cisteina. Por meio da andlise desta reta, segundo a equacao Kops

= kiC¢s + kg, foram calculados os valores para as constantes de velocidades

especifica k; e k; para a formacédo da espécie trans-[Ru(NHs)sP(OEt)sN(O)SR]"*

(Equacéo 22).
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Figura 28 — Dependéncia de ko,s em funcdo de concentracdo de L-cisteina. pH =
3,5; 4 =0,2mol L. T=25°C.

Foi observado que o valor numérico de k; para formacdo da espécie
trans-[Ru(NHs),P(OEt)sN(O)SR]™ aumenta com a diminuicdo da concentragéo
hidrogeniénica, 7,2x10°> mol™*Ls™ em pH = 3,0 e 3,5x10° mol™’Ls™ em pH = 3,5. Esta
dependéncia da constante de velocidade especifica com o pH é esperada[71] e deve
estar relacionada ao equilibrio das espécies protonada (RSH) e desprotonada (RS))

da cisteina (equagéo 23).

RSH RS +H" Ka (23)

[RUNO*]" + RSH [RUN(O)SR]" + H' (24)

K1(rsH),K-1(RsH)

[RUN(O)SR]™? (25)

Kirs™) K-1(rs")

[RUNO']" + RS®

k1rs)Ka *+ K1rsHy[H'] (26)
ka + [H']

ki:

ka=Kirs,) + Kawrsh[H'] (27)
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Segundo a literatura[71], a reacdo de complexos nitrosilados com a L-cisteina
desprotonada € mais favoravel visto que esta espécie € um nucledfilo mais forte
comparado a forma protonada, RSH (Equacédo 24 e 25). Os valores de k; (1,7x10’
mol™L s™) e k; (47 s?) para a interacdo do complexo trans-[RuNO(NH3),P(OEt)3]™
com cada espécie RSH (kirsh)) € RS (kirs-)) s@o extraidos a partir da equagéo 26 e
27 em que uma relacao linear pode ser obtido em um gréafico de valores de k; versus
/[H[71].

ApOs a rapida formacgédo da banda centrada em 455 nm devido a geracéo da
espécie trans-[Ru(NH3)P(OEt)sN(O)SR]™*, nota-se seu decréscimo e o simultaneo
aumento de uma banda em 316 nm (Figura 29 a) com um ponto isosbéstico em
418nm. Existe uma consideravel diferenca de escalas de tempo em que ocorrem
estas duas etapas da reacado sendo possivel monitorar o decréscimo de absorbéancia
em 455 e aumento a 316nm, utilizando espectrofotometria UV-visivel convencional

(Figura 29 b).
316 250 nm

0,35+ ! o7

0,30

0,25

0,20 4
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0,154

0,10

0,05 =

0,00 T v T v T v 1
300 400 500 600
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Figura 29 - a) Variagbes dos espectros para a reagdo entre o complexo
trans-[RUNO(NH3),P(OEt)s]™ e a L-cisteina b) Variacdes de absorbancia nos
comprimentos de onda 450 e 316nm em fungéo do tempo (s).Condi¢des: Cry =
5,0x10* mol L™ Cgs = 5,0x10*mol L pH=2,0; p=0,2 mol L*; T =25°C.
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Os valores numeéricos para as constantes de velocidade kqps, calculados a
partir dos graficos In(Ainr-A;)) em funcdo de t(s), estdo reunidas na Tabela 6 para o
pH 2,0. Podemos observar que os valores calculados para estas constantes, nos
dois comprimentos de onda, ndo apresentam diferencas significativas sugerindo a
inexisténcia de reacOes paralelas nestas condi¢cdes experimentais. Foi observado
também que os valores de kqps Variam com a concentracdo de L-cisteina e que a
absorbancia a 316 nm corresponde a formacdo de trans-[Ru(NHs),P(OEt)sH,0]*2.
Este aquo complexo foi identificado por RMN *!P (& = 148ppm) e pela formacéo do

complexo trans-[Ru(NH3)4P(OEt)spz]* na presenca do ligante pirazina (pz).

Tabela 6 — Valores de kqps €m funcéo da concentracéo de cisteina

Ceis (MolL D) Kobs (570 Kobs (™)
(316nm) (450)

2,0 x107 1,2 x10° 1,0 x10°

1,5 x10 7,0 x107° 7,0 x107°

1,0 x10 5,0 x10° 6,0 x10°

0,5 x10% 3,0x10° 3,0x10°

a) reacdo realizada em pH 2,0; p = 0,2mol L™ T= 25°C

Por meio do grafico keps versus Cgs, foram calculadas as constantes de
velocidade especifica direta ko ( 4,4x10™ mol*Ls™) e reversa k., (1,0x10°3s™) (Figura

30).
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Figura 30 — Dependéncia de kops em funcdo de concentracdo de L-cisteina.
Condicées: (455nm) pH 2,0 u = 0,2mol L™*; T =25 °C.

A dependéncia da constante k;, a uma mesma concentracdo hidrogenibnica,
com a concentracdo da L-cisteina sugere interacdo deste tiol com a espécie
trans-[Ru(NHs),P(OEt)sN(O)SR]™* (Equacdo 28). Também foi observado a
dependéncia de k. em relagdo ao pH do meio, como observado na Figura 31,
sugerindo que a interacdo da trans-[Ru(NHs)4P(OEt)sN(O)SR]™* com a L-cisteina

desprotonada é mais favoravel (Equacéo 28).

ko

t-[Ru(NH3),P(OEt)3N(O)SR]™™Y + RS t-[Ru(NH3)4P(OEt)3N(O)(SR),]™®  (28)

()

t-[RU(NH3)4P(OEt)sN(O)(SR),]"? — t-[Ru(NH3),P(OEt)sNO°">+RSSR’ (29)
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Figura 31 - Valores de k, versus pH para a reacdo entre o complexo

trans-[Ru(NHs),P(OEt)sNO]™ e a L-cisteina; p = 0,2 mol L. T =25 °C.

Ap6s a formacdo do complexo trans-[Ru(NHs),P(OEt)sNO°*? (Equacéo 8),
podem ocorrer a dissociacdo do NO da esfera de coordenacdo como observado por
medidas cronoamperométrica (equacéao 30).

k—NO
trans-[Ru(NH;),P(OEt);NO°"? + H,O0 — trans-[Ru(NH,),P(OEt);H,0]? + NO°  (30)

A dissociacéo do NO do fragmento trans-[Ru(NH3)4P(OEt)s]™ apresenta uma
constante de velocidade especifica igual a 0,98 s™ [41], superior aos valores de
constante de velocidade reunidos na Tabela 2. Este fato sugere que a etapa lenta
nestas condicfes experimentais (pH 2,0), onde Cgrs < Cgry, corresponde a equacao
28. O espectro eletrdnico final obtido para a solugdo onde ocorre a reacao € similar
ao espectro do complexo trans-[Ru(NH3)4P(OEt)3H,0]"? corroborando com a reacao

da Equacao 30.
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O aumento dos valores numérico de k, 0 qual expressa o desaparecimento da
espécie trans-[Ru(NHs),P(OEt)sN(O)SR]"™* com o pH do meio esta de acordo com o
aumento de concentracdo de NO no meio na faixa de pH 2,0-4,0 (Figura 18) e,
portanto, indicando aumento da  producao do complexo  trans-
[Ru(NH3),P(OEt)sNO°*? (Equacdo 30). Em pH = 4,0, atinge-se 0o maximo de
producéo de NO e de formacdo do complexo trans-[Ru(NHs)sP(OEt)sH,0] . Porém,
em solucdes cujo valores de pH estdo acima de 4,0, a concentracdo de NO formado
diminui conforme se observa na Figura 18. Aléem disto, foi detectado formacéo de
HNO em pH 7,4 sugerindo que outra reacdo possa estar ocorrendo. Em condicdes
de pH = 3,0, a banda centrada em 316nm sofre um deslocamento para 320nm com

simultaneo diminuicdo da banda em 455 nm(Figura 32).

1,54

Abs

0,0 -

Figura 32 — Variagcbes dos espectros da reagcdo entre o0 complexo
trans-[RUNO(NH3),P(OEt)s]™ e a cisteina em pH = 4,5. Cry, = 5x10™ mol LY
Crs =5x10%mol L™*; p=0,2mol L™, T=25°C.

O conjunto de resultados sugere que ocorre primeiro a decomposicdo da

espécie trans-[Ru(NHs),P(OEt)sN(0)SR]™* formando 0 complexo
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trans-[Ru(NHs),P(OEt)sNO°*?, e que o mesmo pode interagir com RS, sofrendo

transferéncia eletronica e gerando HNO (equacdes 31 e 32).

trans-[RU(NH3),P(OEt)sNO%)] ™ + RS trans-[Ru(NH3),P(OEt)sN(O)SR]"2 (31)

trans-[RU(NH3)4P(OE)3N(O)SR]"™®  — > trans-[Ru(NHz)4P(OEt)3H,0)]*2 + HNO + RS (32)

Isto torna-se evidente em condicdes onde Cp+>1,0x10“ molL™?; em que a
concentracdo de equilibrio de RS’ é inferior a do complexo metélico. A medida que
diminui a concentragdo hidrgenidnica, aumenta a [RS’] e, portanto, a associagcéo da
segunda L-cisteina com o complexo trans-[Ru(NHs),P(OEt)sNO°*? formando a
espécie trans-[Ru(NHs)4P(OEt)sN(O)SR]"™? (Equacdo 31) torna-se competitivo com a
reacao 30.

A conseqiiéncia da formacéo do complexo trans-[Ru(NH3)4P(OEt)sN(O)SR]™?
€ uma menor concentracdo de NO livre no meio como evidenciado na Figura 18. Foi
observado também que o aumento de excesso de concentragdo de equilibrio de
L-cisteina também diminui a concentracédo de NO livre.

Ap6s a formacao da espécie trans-[Ru(NH3)sP(OEt)sN(O)SR]™?, foi observado
sua decomposicdo por meio do monitoramento da banda em 320nm o qual

apresenta diminuicdo de absorbania e deslocamento para 316nm (Figura 33).
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Figura 33 - Variacbes dos espectros do complexo

trans-[Ru(NHs),P(OEt)sN(O)SR]™? Condicdes: pH = 4,5 Cr, = 5,0x10* mol L™
Crs = 5,0x10*mol L*; p=0,2 mol L*; T = 25°C.

A Figura 34 apresenta o grafico de In(Ain+-A;) em funcéo de t (s) o qual foi

utilizado para calcular os valores de ks referente a esta etapa da reacao.

-0,23 4
-0,24 4
-0,25 4

-0,26 1

-A)

-0,27 4

inf

In(A

-0,28 1
-0,29 4

-0,30 1

-0,314

T v T v T v T v T v T v T v T v T v 1
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
tempo (s)

Figura 34 — In(Ain--A;) em funcao de t (s) para a reacédo de decaimento do complexo
trans-[Ru(NHs),P(OEt)sN(O)SR]™? . Condicdes: pH = 4,5 Cr, = 5,0 x 10* mol L™
Crs=5,0x10*mol L% p=0,2mol L*; T=25°C.



Resultados e Discussao 74

Foi observado que este decaimento é independente da concentracdo de
cisteina e que se processa com ks igual a 4,9x10* s, Esta etapa da reacdo
corresponde, portanto, a formacdo do complexo trans-[Ru(NHs),P(OEt)sH,0]*? , do
HNO e da cistina (RSSR) a partir do complexo trans-[Ru(NHs)4P(OEt)sN(O)SR]™?

como descrito na Equacao 32.

4.13. Aspectos ligados a cinética da reacao entre a L-cisteina e complexos de
ruténio do tipo trans-[RUNO(NH 3)4L]*3, onde L= piridina (py), isonicotinamida

(isn), 4-picolina (4-pic).

A reacdo entre o complexo trans-[RUNO(NHs)4P(OEt)s]" e a L-cisteina foi
investigada em diferentes concentracbes hidrogenidnicas e as constantes de
velocidade para cada etapa desta reacdo foram calculadas. Porém, em pH
fisiologico (7,4), o estudo da reacdo deste complexo e a L-cisteina apresenta
limitagdes devido ao ataque nucleofilico de ions hidroxilas no ligante NO™ e
P(OEt)3[72] podendo ocorrer, portanto, alguma limitagdo nas medidas cinéticas.

Para buscar uma melhor compreensdo da reacdo entre complexos
nitrosilados e a L-cisteina em pH 7,4, ampliamos os estudos da investigacdo da
reacdo deste tiol com outras tetraaminas de ruténio do tipo trans-[Ru(NH3),LNO]*,
onde L = py, isn, 4-pic.

De forma semelhante ao observado paro 0 complexo
trans-[RUNO(NH3),P(OEt)s]™®, a reacdo da L-cisteiha com os complexos
trans-[Ru(NH3),LNOJ* (L = py, isn, 4-pic) gera uma banda intensa na regido do
visivel atribuida a formacdo da espécie trans-[Ru(NHs)sLN(O)SR]™* (Equacdo 33 e

34) como observado na Figura 35.
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trans-[RUNO"(NH3)4L]" + RSH trans-[RU(NH3);N(O)SR]"* + H*  (33)

K1(RsH),K-1(RSH)

trans-[RUNO™(NH3)4L]" + RS trans-[Ru(NH3),N(O)SR]"* (34)
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Figura 35 — Espectro eletrbnico para a solugdo contendo o complexo
trans-[RUNO(NH3).(4-pic)]* e a L-cisteina, pH = 7,4, Cry = 5,0 x 10 mol L™ Cgs =
5,0x10°mol L* p=0,2mol L. T =25°C.

Os valores de kiis) € K.cisy foram calculados para a formacdo da espécie
trans-[Ru(NHs),LN(O)SR]"* (L = py, isn, 4-pic) de forma analoga ao discutido

anteriormente para L = P(OEt); e estdo reunidos na Tabela 7.
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Tabela 7 — Valores de Eno+no0), Kiis), K-1cis) € Kirs-) para a reagéo da L-cisteina com

nitrosilos de ruténio trans-[RuUNO(NH3),L]" onde L = P(OEt)s, pz, isn, py e 4-pic

trans-[Ru(NH3),N(O)SR]"*

Reagdo:  trans-[RUNO*(NH3)sL]" + RS

complexo K 1Mol "LS™)  Kaeig(S™)  Kiyrsmy(mol "Ls™) Eno+io0)
(V)VSENH
trans-[RUNO(NH;),P(OEt)3]™ 3,5x10 2 47 1,7x10’ 0,132
trans-[RUNO(NH,).pz] " 1,6x10 © 110 3,2x10° ¢ 0,11
trans-[RUNO(NH;)4isn]" 8,04x1G P 23 7.2x10* 0,052
trans-[RUNO(NH,).py] 3,2x1G ° 57 2.8x10* 0,012
Trans-[RUNO(NH3)4(4-pic)] 2,5x10° ° 78 2.2x10* -0,008

a) pH = 3,5. b) pH = 7,4.c )pH = 7,0 [71] p = 0,2 mol L™ . Erro estimado = 0,015V
[42].T =25 °C. Valores calculados a partir da equacéo 5 usando pKa = 8,3.

A dependéncia dos valores de kiis) em relagéo ao pH do meio descrito para a
formacdo da espécie trans-[Ru(NHs),P(OEt)sN(O)SR]™* e para outros nitrosilos de
ruténio[65] também deve ocorrer para os complexos trans-[Ru(NHs)sLN(O)SR]™*
onde L = py, isn, 4-pic. Portanto, a partir da equacéo 26, foram calculados os valores
numéricos de kyrs-) para a formagao destas espeécies. Os valores de kyis) obtidos
experimentalmente para os diversos complexos ndo podem ser diretamente
comparados entre si devido as diferentes condi¢cdes de pH em que foram utilizados
0s experimentos. Estes valores calculados de kirs-), no entanto, apresenta como
esperado[71] uma relagéo direta com o potencial de reducédo NO*/NO°.

O carater acido 1tdo ligante (L) trans ao ion nitrosénio influéncia seu potencial
de reducdo visto que ocorre a competicdo ao longo do eixo L-Ru-NO* pela
densidade eletrdnica[33]. Portanto, no sistema trans-[RuUNO(NH3)L]**, o potencial de
reducéio do par NO*/NO® é um indicador do caréter eletrofilico deste ligante[42]. Isto

também se reflete para a reacdo entre L-cisteina e os nitrosilo complexos e para a
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reacdo de atague nucleofiico de ions hidroxilas no  sistema
trans-[RUNO(NH3),L]*[60].
Ap6s a formacdo da espécie trans-[Ru(NH3),LN(O)SR]™, foi também

observada a variacdo do espectro eletrénico como ilustrado na Figura 36.
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Figura 36 — Variacdes dos espectros do complexo (a) trans-[Ru(NHs)4pyN(O)SR]"™,
(b) trans-[Ru(NHs).4-PicN(O)SR]"* Condicdes: pH = 7,4 Cr, = 5,0 x 10* mol L™;
Ceis = 5,0 x 10* mol L™ u=0,2 mol L':; T = 25 °C.

Os valores de Kkops, calculados a partir dos graficos In(Ai-A;) em funcdo de
tempo(s),variam com a concentragdo de L-cisteina como ilustrado na Figura 37. Este

fato sugere, portanto, interacdo da L-cisteina com o complexo trans-

[Ru(NH3),LN(O)SR]"* provavelmente de acordo com:

t-[Ru(NH3)4LN(O)SR]™™ + RS’ t-[RU(NH3)4LN(O)(SR),] "2 (35)

K2
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Figura 37 — Dependéncia de kqs em funcdo de concentracdo de L-cisteina

para a formacao das espécies: (@)  trans-[Ru(NHs)spyN(O)SR]"™,
(b) trans-[Ru(NHs)44-picN(O)SR]"™*. pH = 7,4; Cgr, = 50 x 10* mol L%
Ceis = 5,0 x 10* mol L™* p = 0,2mol L. T =25 °C.

Os valores numéricos de kpis) foram calculados a partir do gréafico Kops €m
funcdo da concentracdo de L-cisteina (Cgs) (Figura 37) e reunidos na Tabela 8.
Novamente, os valores de kyrs-) foram calculados a partir da equagéo 26 para ion

trans-[RUNO(NH3)4L]*" onde L = 4-pic, py e isn.
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Tabela 8 — Valores de constante de velocidade (K») para t-[Ru(NHs)4,LNO]*

ko
Reac&0: t-[Ru(NH3),LN(O)SR]™Y + RS’ t-[RU(NH3)4LN(O)(SR),] "2
K2
L= ligante Ko(mol'Ls™)  ka(mol™Ls™)  Kas(mol™Ls?)  Ewotmo0)
(V)VSENH
P(OET)s3 5,65' 4,4x107 3,3x10* 0,132
pirazina 60° 2,8 1,2x10° 0,11
piridina 31° 0,6 2,78x10? 0,012
4-picolina 13,2 0,2 4,9x10" -0,008

aypH 4,5 b)pH7,0c)pH 7,4

A Figura 38 ilustra a varia¢éo de Inkyrs-) em funcdo de Eno+noo). Este grafico
sugere uma correlagdo entre estes parametros. Nota-se um comportamento
semelhante ao observado para a formacéo da primeira espécie da reacao, indicando
a existéncia de interacdo do complexo trans-[Ru(NH3),LN(O)SR]"* com a L-cisteina

formando a espécie trans-[Ru(NH3)sLN(O)(SR)2]™.

11+

1 ]
10+ 1
94
~ 84
F 2
" J
‘_"_I 7 - [ ]
E J
3 o] ;
= 1 "
5 4
]
44 u
| 5
3 v T v T v T v T v T 1
-0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10 0,15
ENO'/NO(V)

Figura 38 — Valores de Ingrs-) versus E no+noo de complexos nitrosilos. 1.
trans-[RUNO(NH3),P(OEt)3]™; 2. trans-[RUNO(NH3)4(p2)]™>; 3. trans-
[RUNO(NHs)apy]™; 4. trans-[RUNO(NH3)4(4-pic)]*>; 5. t-[RuUNO(Hedta)];
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Como discutido anteriormente, a espécie trans-[Ru(NH3)sLN(O)(SR),]"? pode
decair formando o complexo que em parte dissocia o 0xido nitrico dando origem ao
complexo trans-[Ru(NH3)sLH.0]*? (36 e 37). Por outro lado, em uma reacao paralela,
a espécie trans-[Ru(NHs),LNO°*?> também pode interage com o tiol formando o

complexo trans-[Ru(NH3)sLN(O)SR]™? (38).

trans-[RU(NH3),LN(O)(SR)2]"* —____, trans-[Ru(NHs),LNO°"* + RSSR- (36)

trans-[Ru(NH3),LNO°]*2 trans-[Ru(NH3),LH,0]** + NO  (37)

—

trans-[RU(NH;),LNO°*2 + RS — trans-[Ru(NH3),LN(O)SR]"? (38)

Para a reacdo da L-cisteina com complexos trans-[Ru(NHs)4(4-pic)NO°]*?,
trans-[Ru(NHz),pyNO°]*?, trans-[Ru(NHs)4pzNO°*? e trans-[Ru(NH3)sisnNO°™?, a
dissociacdo do NO € menos favorecida visto que os valores de K.yo variam de 0,043
a 0,09 s*[32], muito inferior ao complexo trans-[Ru(NHs),P(OEt)sNO°*2. Assim,
podemos supor que a via que envolve a formacdo da espécie
trans-[Ru(NHs),LN(O)SR]"? é predominante para estes complexos (L =
N-heterociclico, Equacéo 38).

A etapa subseqiente da reacdo entre os complexos trans-[RUNO(NH3)4L]™,
onde L = N-heterociclico, e a L-cisteina corresponderia a producdo de HNO por meio
da decomposicao da espécie trans-[Ru(NH3),LN(O)(SR)2]"? ou

trans-[Ru(NHs),LN(O)SR]™? como observado nas equacdes 39 e 40:

trans-[Ru(NH3)4,LN(O)(SR),]"* — > HNO + trans-[Ru(NH3),LH,0]"* + RSSR (39)

trans-[Ru(NH3),LN(O)SR]"> ——  HNO + trans-[Ru(NH3),LH,0]"* + RS- (40)
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A Tabela 9 apresenta valores de kqps para alguns nitrosilos complexos. Foi
observado que a constante de velocidade ndo depende da concentracdo de L-
cisteina sendo, portanto, uma reacdo de primeira ordem. Até o momento, néo
conseguimos evidéncias que nos permitam afirmar qual das reacdes é prodominante

(Equacéo 39 ou 40).

Tabela 9 — Valores de constante de velocidade para a decomposicdo do complexo

trans-[Ru(NH3),LN(O)SR]"? ou do trans-[Ru(NH3),LN(O)(SR)2]"?

L= ligante Kops(s™)
isonicotinamida 4,5 x10°
piridina 2,7 X107

4-picolina 6 x10°
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Em linhas gerais, os resultados sugerem o seguinte esquema:

trans-[Ru(NHz)4LNO] ™3

Kirs)|| Kirs)

trans-[Ru(NHz)4LN(O)SR]"*

Kors)|| Kors)

trans-[Ru(NHz),LN(O)(SR),]"

S e

trans-[Ru(NHz)4LH,0]"? + RSSR + HNO trans-[Ru(NHz)4L(NO)°|*2
Iiy \E—NO
trans-[Ru(NH3)sLN(O)SR]"? trans-[Ru(NHz)4LH,0] "2 + RSSR + NO

Esquema geral para a reacao entre nitrosilo complexos e a L-cisteina
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4.14. Concluséao parcial

Embora muitos aspectos da reacao entre 0 nitrosilo
trans-[RUNO(NH3)4L](BF4)3, (L = imN , 4-pic, py, isn) e a L-cisteina, ainda devam ser
esclarecidos, 0os experimentos sugerem que em solucédo onde pH = 7,4, o principal
produto da reduc&o do ligante nitrosdnio (NO®) € o nitroxil (HNO).

A reacdo entre a L-cisteina e o complexo trans-[Ru(NH3)4P(OEt)sNOJ* nas
mesma condicfes de pH se processa da mesma forma que foi observado para os
outros nitrosilos complexos. Por outro lado, quando a reacdo ocorre em meio acido
(pH =4,0), a reducédo monoeletrénica do ligante nitrosdnio € predominante. A reacao
entre trans-[RUNO(NH3)4L]™ e a L-cisteina se processa em uma primeira etapa pela
formacdo da espécie trans-[Ru(NHs),LN(O)SR]™* o qual depende da concentracéo
de cisteina deprotonada (RS’). Em seguida, ocorrre uma segunda interacdo da
espécie RS com o complexo trans-[Ru(NHs)sLN(O)SR]"™* formando a espécie trans-
[Ru(NHs)4LN(O)(SR),]". Aqui poderia ocorre dois caminhos reacionais: a) a
dissociacdo do trans-[Ru(NHs)sLN(O)(SR)2]"? gerando o nitroxil (HNO) ou b)
geracéo do complexo trans-[Ru(NH3)sLNO?*? e a espécie RSSR-. O complexo trans-
[Ru(NH3),LNO®]"? pode dissociar o NO° formando também o trans-[Ru(NHs),LH,0]"
ou reagir com a espécie RS" gerando HNO. Portanto, os diferentes caminhos
reacionais descritos neste trabalho levam a diferentes produtos (NO ou HNO) sendo
dependente da concentracdo de L-cisteina deprotonada, do pH do meio e da

capacidade de dissociar NO (k.no) de cada nitrosilo complexo.
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Consideracdes finais

Experimentos in vitro demonstraram que 0s compostos
trans-[Ru(NO)(NH3)4L](X)s (X = BF4 ou PFs and L = imN, 4-pic, isn, py, pz, L - hist,
nic, imC, P(OEts), SO5?) e [Ru(NO)Hedta)] apresentaram atividade antileishmania.
Os complexos trans-[Ru(NO)(NH3)4L](X)s onde L = imN, P(OEt); e py apresentam
indice terapéutico > 15 indicando baixa toxicidade frente a células V79. Destes
compostos, o nitrosilo trans-[Ru(NO)(NH3)4mN](BF,4)3, que apresentou resultados in
vitro mais promissores, foi escolhido para os experimentos in vivo. Estes foram
realizados com camundongos infectados com o parasita Leishmania major. O
tratamento foi realizado com uma dose diaria de 0,5 pmolKg™ do composto trans-
[RU(NO)(NH3)4mN](BF4); em um periodo de trés semanas. Este complexo conduziu
a estabilidade da lesdo e inibicdo da carga parasitaria relativo ao controle. E
interessante mencionar que a dose diaria do composto
trans-[Ru(NO)(NH3)4imN](BF4)s, utilizada para o tratamento, € 125 vezes menor que
o valor de LDsy obtido para este complexo. Experimentos in vitro com 0s complexos
trans-[Ru(NH3).imN(SO)4]* e trans-[Ru(H,O0)(NHs)4imN]™ apresentaram menor
atividade antileishmania comparados ao analogo trans-[Ru(NO)(NHs)4imN]*"
sugerindo, portanto, que a atividade antiparasitaria dos nitrosilos de ruténio foi
atribuida em parte a capacidade de liberarem NO em meio biologico. Foi observado
qgue a reducéo deste ligante € condicdo necessaria, mas nao suficiente para explicar
a diferenca de efeito antiparasitario destes complexos. A velocidade de dissociacdo
do NO da esfera de coordenacdo (kno) também parece exercer influéncia na
atividade antiparasitaria dos nitrosilos trans-[Ru(NO)(NH3)4L](X)s. Apesar de termos,

no inicio, atribuido principalmente ao NO a capacidade leishmanicida destes
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nitrosilos, a atividade antiparasitaria do HNO néo pode ser negligenciada visto que
na presenca de excesso de L-cisteina e em pH = 7,4, o ion complexo trans-
[Ru(NO)(NH3)4L]* pode sofrer reducdo de dois elétrons centrada no ligante
nitrosénio, liberando nitroxilo no meio. Os complexos trans-[Ru(NO)(NHs)4L]** podem
reagir com a L-cisteina (RS) formando a espécie trans-[RuUN(O)SR(NH3)4L]"™® no
tempo de escala de milisegundos. Esta espécie pode se associar a L-cisteina
desprotonada (RS’ gerando o complexo trans-[Ru(NO°)(NHs)4L]*2. Este complexo
pode liberar NO° em meio &cido, condicdo de baixa concentracéo da espécie RS, e
em condicdo proxima a neutralidade reagir com L-cisteina desprotonada gerando
HNO como produto. Assim, NO e HNO podem ser formadas em reacdes paralelas
em funcdo da concentracdo de L-cisteina. Por outro lado, a producdo de HNO
também é favorecida em complexos trans-[Ru(NO%)(NHs)4sL]"? onde a liberacdo de
NO se efetua lentamente. Portanto, a capacidade do complexo
trans-[Ru(NO)(NH3),L]™ de liberar NO ou HNO depende das condi¢cdes de pH, da
concentragdo de L-cisteina desprotonada no meio e dos valores de constante de
velocidade especifica de cada nitrosilo complexo. E importante observar que a
ordem relativa de efeito trans e de influéncia trans do ligante auxiliar L, relacionada
diretamente com a capacidade do complexo reduzido liberar NO ou HNO, seria a
mesma. Portanto, em meio biolégico (pH 7,4), a atividade dos nitrosilos seria
dependente da producdo de NO e HNO, cujas proporcdes relativas seriam

determinadas pela condi¢cbes de pH e de concentracao de redutor.
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VII - Apéndice

trans-[RU(NO)(NHs)4(L)] **
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Figura 1A : Estruturas quimicas do complexo do tipo trans-[RUNO(NH3)4L]** e dos
ligantes, P(OEt)s, imN, py, 4-pic, nic, isn e Hedta.
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Figura 2A: porcentagem de inibicdo de crescimento em funcdo do log da

concentracdo de alguns nitrosilos de ruténio : trans-[RUNO(NHs)4L]™® onde L = imN,
4-pic, pz e py.
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Figura 3A : Estrutura da espécie trans-[Ru(NHs)4P(OEt)sN(O)SR]"*



Apéndice 97

Tabela 1A - atividade antipromastigota de doadores de NO em diferentes

concentragoes
Atividade antipromastigota (%IC)®
Compostos Concentrac&o gmol.L™)
11 33 100 300 900
NO 397 66+£18 74 100 100

trans[RU(NO)(NH3)imN](BF,)s 1649 50+10 686 897 100
trans[RU(NO)(NH 3),4-pic](BF4)s  7#5 449 756 78t5 100
trans-[RU(NO)(NH 3)4pz](BF4)3 1146 4910 6%6 90+6 100
trans-[Ru(NO)(NH 3)4py](BF 4)3 2089  32+7 79 86+4 100

trans-[RU(NO)(NH 3)4,P(OEt)3](PFg)s O 0 62+9 834 914
trans-[RU(NO)(NH 3)4L-hist](BF 4)3 0 0 5048 76t6  84t5
NazN,O3 0 41+8 488 554 814

NP 0 18 33 74 100
trans-[RU(NO)(NH 3)4isn](BF4)3 0 0 19 5145 100
trans-[Ru(NO)(NH 3),SO57|ClI 0 140 &4 534 5%9
trans-[Ru(NO)(NH 3)4nic](BF 4)3 0 5+5 +4 35811 492
[Ru(NO)Hedta)] 0 0 17 33t4 486
trans-[RU(NO)(NH 3)4imC](PFg)3 0 0 0 0 29+4

Resultados expressos como média + e.p.m., n = 3-5, P<0,05.°% IC = porcentagem de
inibicdo de crescimento nas concentracdes de 11, 33,100,300 e 900 pmol L™.



