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RESUMO

As propriedades anticancerigenas da cisplatina representa um marco histérico para a
Quimica Inorganica Medicinal. Entretanto, os efeitos colaterais ao organismo humano
associados ao uso clinico desse farmaco como nauseas e alta toxidade resultaram na
busca pelo desenvolvimento de novos farmacos baseados em compostos metalicos
com efeitos mais eficazes e menos danosos. Entre os metais de transicdo destaca-se
o ruténio, tendo em vista as diversas aplicagdes farmacoldgicas e bioldgicas dos
compostos metalicos a base de ruténio, incluindo atividade antioxidante e
antibacteriana. Diante disso, este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade
antioxidante e antibacteriana do complexo cis-[Ru(phen)2(ImAA)]PFe sintetizado
através do precursor cis-[Ru(phen)2Cl2]. Trata-se de uma pesquisa experimental, em
que o composto obtido foi caracterizado pelas técnicas de Espectroscopia de
absorcao na regido do Infravermelho (IV) e Espectroscopia eletrbnica na regiao do
Ultravioleta-Visivel (UV-Vis). Além disso, o ligante livre e os complexos de ruténio
sintetizados foram submetidos a avaliagao da capacidade antioxidante pelo método
de captura do radical ABTS™ e os ensaios de atividade antibacteriana contra as
espécies Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228) e Escherichia coli (ATCC 25922) baseado no método de microdiluicdo em
caldo, em microplacas de 96 pogos. O complexo cis-[Ru(phen)2(ImAA)]PFs demostrou
capacidade antioxidante superior quando comparado ao ligante livre e a espécie
precursora. Assim como, apresentou melhores resultados contra todas as espécies

bacterianas utilizadas neste estudo.

Palavras-chave:Complexo de ruténio. Sintese. Atividade antioxidante e antibacterina.



ABSTRACT

The anticancer properties of cisplatin represent a historical milestone for the Inorganic
Medicinal Chemistry. However, the side effects to the human organism associated with
the clinical use of this drug, such as nausea and high toxicity, led to the search for the
development of new drugs based on metals with more effective and less harmful
effects. Among transition metals, in view of the various pharmacological and biological
applications of the ruthenium based metal compounds, including antioxidant and
antibacterial activity. This work aims to evaluate the antioxidant and antibacterial
activity of the cis-[Ru(phen)2(ImAA)]PFs complex synthesized through the cis-
[Ru(phen)2ClI2] precursor. It is an experimental research, which the compound obtained
was characterized by the techniques of absorption spectroscopy in the infrared region
(IR) and electron spectroscopy in the ultraviolet-visible region (UV-Vis). In addition, the
free ligand and the ruthenium complexes synthesized were subjected to the evaluation
of the antioxidant capacity by the method capture of ABTS"* radical and to antibacterial
activity against Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228) and Escherichia coli (ATCC 25922) based on the broth microdilution
method. The complex cis-[Ru(phen)2(ImAA)]PFs demonstrated superior antioxidant
capacity when compared to the free ligand and precursor species. As well, it presented

better results against all the bacterial species used in this study.

Keywords: Ruthenium complex. Synthesis. Antioxidant and antibacterial activity.
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1 INTRODUGAO

A descoberta das propriedades anticancerigenas da cisplatina representa um
marco historico para a Quimica Inorganica Medicinal. Entretanto, os graves efeitos
colaterais envolvendo a aplicacao clinica desse farmaco como nauseas e alta toxidade
resultaram na busca pelo desenvolvimento de novos farmacos baseados em
compostos metalicos com efeitos menos téxicos as células humanas (GILEWSKA et
al., 2018). Diante das limitagbes associadas ao uso da cisplatina, aumentou-se o
interesse pela busca de farmacos com novos metais de transicdo mais eficazes e
menos danoso ao organismo. Entre os metais de transi¢cdo, destaca-se o ruténio.

Nos estudos com atividade cancerigena verificou-se que o ruténio apresenta
efeitos menos toxicos as células normais quando comparado aos farmacos
anticancerigenos de platina, como cis-diaminodicloroplatina (Il). Além disso, a
semelhanca na atividade antitumoral, faz com que os complexos metalicos de ruténio
(I) tenham sido amplamente avaliados como promissores agentes antitumorais
(PORTO, 2012).

A geometria de coordenagao octaédrica confere ao ruténio a capacidade para
formar moléculas mais estaveis que os complexos de platina de geometria quadrada
planar. Ademais, a similaridade com o ferro em formar ligagcbes com a transferrina,
entre outras proteinas, tornam os antitumorais a base de ruténio menos nocivos ao
organismo do que aqueles sintetizados a partir da platina (JAKUPEC et al., 2008).

Além dos compostos metalicos de ruténio apresentarem resultados positivos
como agentes antitumorais em diversos tratamentos de cancer, como no carcinoma
de pulmdo humano (SILVA, 2017), cabe salientar o desenvolvimento de diversas
pesquisas relacionadas com complexos de ruténio, incluindo atividade antioxidante e
bioldgica.

De acordo com literatura a sintese de dois novos complexos de ruténio,
[RuH(HL)(PPh3)2(CO)] e [RuH(HL)(AsPhs)2(CO)], apresentam atividade antioxidante
superiores aos antioxidantes padrdes, como a vitamina C e o antioxidante sintético
BTH (KAMATCHI et al., 2013), outros complexos sintetizados a partir do ruténio (l),
[Ru(bpy)2(maip)]** e [Ru(bpy)2(paip)]?*, sdo avaliados quanto ao potente efeito
antioxidante contra o radial hidroxila, sendo assim uteis como agentes terapéuticos

contra algumas patologias (LIU et al., 2010).
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A pesquisa realizada com dois complexos de ruténio (Il) contendo ligantes
polipiridinos, [Ru(phen)2(APIP)](ClOa4)2 e [Ru(phen)2(HAPIP)](ClO4)2, demonstram que
os complexos e ligantes podem ser eficientes agentes farmacolégicos na eliminagao
de radicais livres (LIU et al., 2011).

Além disso, complexos de ruténio também sdo avaliados quanto a atividade
antimicrobiana. Appelt et al. (2015) sintetizaram novos complexos cis-
[Ru(mctz)2(PPhs)z2] e cis{[Ru(mcbtz)2(PPhs)z2], os quais foram caracterizados como
agentes promissores e especificos contra bactérias Bacillus subtilis e Escherichia coli,
visto que n&o causam danos significativos as células humanas, sendo assim
considerados eficientes no tratamento de infec¢des bacterianas.

Kannan et al. (2008) descreveram no seu trabalho de pesquisa a sintese de
uma série de cinco novos compostos carbonilo de ruténio (ll) que mostraram
resultados consideraveis contra a bactéria Gram positiva do tipo Staphylococus
aureus e Gram negativa do tipo Escherichia coli e atividades antifungicas promissoras
contra espécies patogénicas, incluido Candida albicans e Aspergillus niger.

Tendo em vista as propriedades que os compostos de ruténio apresentam e a
busca pelo desenvolvimento de complexos de coordenagdo com potentes aplicagdes
bioldgicas, esse trabalho justifica-se na necessidade de sintetizar e investigar as
atividades antioxidante e antibacteriana do complexo de ruténio contendo o ligante
imidazol acido acético. Partindo desse viés, esse trabalho tem como objetivo avaliar a
atividade antioxidante e antibacterina do complexo cis-[Ru(phen)2(ImAA)]PFs

sintetizado através do complexo precursor cis- [Ru(phen)2Clz].
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 ELEMENTOS METALICOS: UM BREVE HISTORICO SOBRE A APLICACAO
TERAPEUTICA

Registros histéricos apontam que ha pelo menos 3500 anos elementos a base
de metais sdo utilizados para fins terapéuticos, incluido a aplicagcdo de ouro em
diversos medicamentos na Arabia e na China. Nessa época, acreditavam-se que os
efeitos benéficos a saude estavam associados a raridade desses metais preciosos
(ALLARDYCE; DYSON, 2001). Ademais, por volta do ano 1500 a.C, no Egito
elementos metalicos como ferro foram utilizados na producdo de medicamentos,
enquanto que na mesma época foi identificado a acdo do zinco no tratamento de
feridas (BERALDO, 2005).

Sintetizado pela primeira vez em 1884, o complexo a base de platina,
comumente denominado de cisplatina teve sua estrutura quimica (Figura 1)
identificada por Alfred Werner, em 1893. Entretanto, somente a partir de 1965 Barneett
Rosember em conjunto com outros colaboradores apontaram a propriedade desse
complexo em inibir a divisdo celular da bactéria bacilar Gram-negativa, Escherichia
coli. Essa propriedade identificada na cis — diaminodicloroplatina (Il) foi responsavel
pelo grande interesse pelos complexos metalicos de platina, paladio, dentre outros
metais de transigdo para area farmacolégica (ROSENBERG; VANCAMP; KRIGAS,
1995; BERALDO, 2005).

Figura 1 — Estrutura da Cisplatina.

v NHa
Pt
cl”” SNH

Fonte: Autoria prépria, (2018).

3
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A descoberta das propriedades citotoxicas da cisplatina apresentou-se
bastante relevante no tratamento de cancer (ARNESANO et al., 2011). No entanto, as
desvantagens clinicas relacionadas com a neuro-toxidez, nefro-toxidez e toxidez ao
trato intestinal, bem como resisténcia celular e baixa solubilidade em agua desse
composto inorganico levaram a busca pelo desenvolvimento de novos antitumorais,
utilizando elementos metalicos com propriedades menos toxicas e mais eficazes
(FONTES; CESAR; BERALDO, 2005; BRABEC; NOVAKOVA, 2006).

Diante disso, os complexos a base do ruténio tém atraido bastante interesse
como agentes antitumorais alternativos a cisplatina (BRABEC; NOVAKOVA, 2006),
assim como tém-se demostrado eficazes, em outas aplicagdes biolégicas, como

agentes antioxidantes e antibacterianos (APPELT et al., 2017).
2.2 CARACTERISTICAS GERAIS DO RUTENIO

Em 1844, enquanto analisava residuos de platina o quimico russo Karl
Karlovitch isolou e identificou um novo elemento metalico denominado de ruténio em
homenagem ao pais de origem ruthenia, do latim Russia. O ruténio de configuragao
eletrénica [Kr] 4d” 5s' pertence ao grupo 8 dos metais de transigao, estando localizado
no quinto periodo da tabela peridédica. Trata-se de um elemento quimico caro de
carater duro, quebradico, brilhante, resistente a corrosdo, de densidade e ponto de
fusao elevado, apresentando boa condutividade elétrica e excelentes propriedades
cataliticas (SILVA; GUERRA, 2012). A Tabela 1 apresenta as propriedades atdmicas
e fisicas do ruténio.

Tabela 1 — Propriedades atdmicas e fisicas do ruténio.

Ruténio
Numero atémico z=44
Massa Molar A=101, 07 g. mol -
Densidade d=12,45g.cm '
Ponto de fuséo Ts=2334°C

Fonte: Shriver; Atkins, (2003).

O ruténio apresenta varios estados de oxidagéo (0 a +8), sendo o Ru (Il), Ru
(1) e Ru (V) os mais comuns (LEE, 2003; ZENG et al., 2017). Tendo em vista, a

variabilidade nos estados de oxidacao torna-se facil tanto a obtengao de seus minérios,
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como também sua manipulagdo em laboratério (RAMOS, 2017). A capacidade desse
elemento quimico em forma uma ampla variedade de complexos metalicos tem os
tornado bastante relevante, uma vez que os compostos a base de ruténio tém
apresentado elevado potencial como inibidores de células cancerigenas (CHEN et al.,
2018), biossensores e agentes antimicrobianos (YILDIRIM et al., 2014); dentre outras

aplicacdes.

2.2.1 Complexos de ruténio

A sintese de complexos de ruténio tém sido amplamente desenvolvida,
permitindo grandes vantagens clinicas, principalmente no tratamento de carcinomas,
uma vez que os complexos de Ru (II) e Ru (lll) apresentam cinéticas de trocas de
ligantes semelhante aos compostos de platina (Il), essas substituicbes de ligantes séo
determinantes para a atividade biolégica desenvolvida pelos farmacos derivado de
metais, ja que a maioria dos farmacos de origem metalica nao atingem o alvo bioldgico
sem estarem modificados (ALLARDYCE; DYSON, 2001).

Além dessa relevante propriedade, a capacidade dos complexos de ruténio em
imitar a ligacdo do ferro com muitas biomoléculas, incluido a transferrina sérica e a
albumina confere a esses compostos metalicos uma baixa toxidade em seres
humanos, favorecendo a aplicabilidade no desenvolvimento de novos metalofarmacos
(ANG; DYSON, 2006).

A geometria octaédrica dos complexos a base de ruténio concede tanto maiores
possibilidades de coordenar alvos moleculares mais relevantes, como também exibe
mudancgas de estados de oxidagdo sem elevadas exigéncias energéticas. Ademais,
os estados de oxidantes do Ru (ll), Ru (lll), Ru (IV) biologicamente mais importantes
demostram versatilidade de coordenagdo com atomos de enxofre e de nitrogénio,
presentes em moléculas como o DNA e proteinas (GAMBINO; OTERO, 2012).

Geralmente, nesses estados de oxidagdo o ruténio forma compostos
octaédricos hexacoordenados, sendo que complexos Ru (lll) se tornam
biologicamente inertes quando comparados com compostos de Ru (ll) e Ru (IV). A
substituicdo dos ligantes produz alteragéo no potencial redox desses compostos, de
modo que essas modificagdes podem ser exploradas para uso clinico (ALLARDYCE;
DYSON, 2001).
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Além dessas propriedades atribuirem aos complexos de ruténio potenciais
efeitos anticancerigenos, também tornam os compostos metalicos a base de ruténio
promissores agentes antioxidantes, antiparasitarios, antibacteriano e antifungicos (LI;
COLLINS; KEENE, 2015).

2.3 LIGANTES IMIDAZOLICOS

A natureza dos ligantes desempenha funcdes relevantes no desenvolvimento
de compostos de coordenacdo, uma vez que controlam a reatividade dos metais,
assim como participam das interagdes envolvidas no reconhecimento de sitios-alvos
biolégicos, como DNA, enzimas e receptores de proteinas (SAEED et al., 2014). Além
disso, a interacdo entre um ion metélico e um ligante permite a obtencdo de uma
ampla variedade de numeros de coordenacdo, estados de oxidacdo e geometria
(BORTOLETTO, 2017).

Dentre os ligantes empregados na sintese dos compostos de coordenacéo,
destaca-se o composto organico imidazol, no qual constitui-se por um heterociclico
contendo trés atomos de carbonos e dois atomos de nitrogénios na posi¢ao 1,3
(GRIMMETT,1984; ROSA, 2006), conforme demonstra a Figura 2.

Figura 2 — Estrutura do imidazol.
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Fonte: Materazzi; Vasca, (2001).

Nas Ultimas décadas, complexos metélicos coordenados com ligantes
imidazolicos tem sido alvos de bastante atencdo em razédo tanto da versatilidade no
modo de ligagdo com os dois atomos de N do anel imidazdlico, como também em
virtude da por¢éo imidazélico apresentar importantes fun¢des nos sistemas bioldgicos.

Os complexos metalicos contendo ligantes imidazélico sdo de grande interesse
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bioldgico em virtude de os mesmos apresentarem similaridades com sitios ativos de
metaloproteinas (BEHERA; MANIVANNAN, 2018).

De acordo com a literatura, o desenvolvimento de complexos metalicos
contendo derivados de imidazol, incluindo imidazol acido acético tem desempenhado
relevantes aplicacdes farmacoldgicas, tais como: acdo antimicrobiana (NAKAHATA et
al., 2017; ABDOLMALEKI et al., 2018) e antitumorais (DIREM et al., 2018).

2.4 RADICAIS LIVRES

Os radicais livres representam atomos ou um conjunto de atomos unidos
através de ligacao covalente, cuja presenca de elétrons desemparelhados na ultima
camada tornam essas especies instaveis e bastante reativas (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Nos diversos ramos da biologia e medicina, os radicais livres
sdo comumente conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ERO) ou espécies
reativas de nitrogénio (ERN), dentre as espécies reativas de oxigénio destaca-se os
radicais hidroxila (HO), o anion radical superéxido (Oz2), oxido nitrico (NO) e radicais
peroxil (ROO) (FIRUZI et al., 2011).

Algumas dessas espécies reativas podem ser gerados naturalmente a partir
dos processos metabdlicos que ocorrem no organismo dos seres vivos, sendo assim
derivados de fontes endogenas. Ha também aqueles derivados de fontes exdgenas,
gue sao produzidos através de fatores ndo fisioldgicos, como pela exposicdo a
fumacas ou a certos poluentes, solventes, medicamentos e pesticidas (RAO et al.,
2001). Os radicais livres exercem diversas fungdes fisioldgicas importantes para o
funcionamento dos organismos vivos, como a producao de energia e de substancias
biolégicas, ativagdo de genes, fagocitose, fertilizagdo do évulo; dentre outras fungdes
(BARREIROS; DAVID M.; DAVID P., 2006).

Dessa forma, os radicais livres apresentam efeitos benéficos ao organismo
em niveis moderados, mas em concentracdes elevadas podem causar danos ao DNA,
lipideos, proteinas e ainda causar ruptura da homeostase celular e acumulo de células
danificadas pelo estresse oxidativo (JAKUS, 2000;RAO0 et al., 2001), resultante do
desequilibrio entre a formagdo de radicais livres e capacidade do organismo em
eliminar intermediarios reativos ou de reparar 0os danos causados por essas espécies
reativas (POPRAC et al., 2017).
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Diversas pesquisas demonstram que elevadas concentragbes de radicais
livres no organismo podem contribuir para o surgimento de diversas patologias,
incluido a doenca de Alzheimer (FERREIRA; MATSUBARA,1997), doenga de
Parkinson (WHITTON, 2007), carcinomas (POPRAC et al.,2017) e doencgas
cardiovasculares (BHATTACHARYA; AHMED; CHAKRABORTY, 2011). Além dessas
patologias, o estresse oxidativo também é responsavel pelo envelhecimento celular e
por mutagdes genéticas no DNA (OLIVEIRA; SCHOFFEN, 2010).

2.4.1 Atividade antioxidante

Os antioxidantes constituem pequenas moléculas como o acido urico ou
moléculas grandes como a albumina, que exercem a fungao de neutralizar o excesso
de radicais livres, prevenindo os danos causados pelo estresse oxidativo, tal fato os
tornam agentes eficientes contra as patologias associadas com os danos oxidativos
(PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008; FIRUZI et al., 2011).

Em razao da constante produgao de radicais livres pelas agdes metabdlicas o
organismo apresenta dois tipos de mecanismo de defesa antioxidante, sendo a interna
proveniente do proprio corpo e a externa derivada da alimentacao, esses mecanismos
regulam a quantidade de radicais através da inativacdo dos mesmos pela reacdo com
os agentes antioxidantes, evitando dessa forma os efeitos nocivos causados pelo
estresse oxidativo (WOJTUNIK-KULESZA et al., 2016).

Os antioxidantes enddégenos podem ser classificados como enzimaticos e nao
enzimaticos (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008). Entre as principais enzimas
envolvidas no processo de defesa do corpo humano destaca-se a catalase,
superoxido dismutase e a glutationa peroxidase, representado a primeira defesa
enddgena contra as espécies reativas de oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGETX,
1990). Ja os compostos ndo enzimaticos séo dividos em antioxidantes metabdlicos
e antioxidantes nutrientes, os metabdlicos sao produzidos pelo metabolismo, incluido
0 &cido lipoidico, glutationa, acido urico, bilirrubina; entre outros (DROGE, 2002).

Enquanto que os compostos nutrientes pertecem aos antioxidantes exogenos,
isto €, aqueles que ndo sao produzidos pelo organismo, mas adquiridos através da
alimentacdo ou suplementos como a vitamina E, vitamina C, carotenoides, metais
traco (selénio, manganés, zinco), flavonoides, 6mega- 3 e dmega-6, acidos graxos;
entre outros (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008). Dessa forma, os antioxidantes
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auxiliam moderando as concentragdes de radicais livres no organismo através de
duas linhas de contra as espécies reativas de oxigénio. A primeira linha de defesa,
consisti na desintoxicagao, impedindo que as espécies reativas atuem. E a segunda
linha, desempenha a funcao de reparar as lesdes causadas, sendo constituida pelo
acido ascorbico, pela glutationa-redutase e glutamina peroxidase (HEBBEL,1986).

Cabe ressaltar ainda, os antioxidantes sintéticos bastante utilizados na industria
alimenticia, tais como: BHA e BHT. A estrutura fendlica desses compostos permite a
doacdo de um préton as espécies reativas, impedindo o mecanismo de oxidagao por
radicais livres (RAMALHO; JORGE, 2006).

2.4.2 Acao antioxidante do complexo de ruténio

Desde os ultimos anos, houve o interesse crescente pelos compostos de
ruténio (Il) em diversos ramos da aplicacao bioldgica, incluido a atividade antioxidante
(KIRUTHIKA; DHARMALINGAM, 2017), visando o desenvolvimento de potenciais
agentes antioxidantes que minimizem os efeitos graves relacionados com estresse
oxidativo. De acordo com a literatura a sintese de dois novos complexos polipiridinicos
de ruténio (ll) (Figura 3) mostraram alta atividade antioxidante, sendo considerados
promissores agentes na eliminagao dos radicais hidroxila (HUANG et al., 2011).

Figura 3 — Estrutura dos complexos polipiridinicos de ruténio (ll).

[Ru(bpy),(DAPIP)JZ*

[Ru(bpy)2(DNPIP)F*

Fonte: Huang et al., (2011).

Os dados obtidos nos ensaios de DPPH e de eliminagao da radical hidroxila em
uma nova série de complexos de ruténio octaédrico (lI) com ligantes tridentados
derivados de fenantrenoquinona e derivados de tiosemicarbazida / semicarbazida

também demonstram resultados positivos na eliminagao dos radicais livres. Contudo,
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que esses complexos exibiram maior eficacia na eliminagao dos radical hidroxila do
que o radical DPPH (ANITHA et al., 2013). Ademais, a sintese de novos complexos
de ruténio (Il) contendo ligantes piridina carboxamida e trifenilfosfina / trifenilarsina /
piridina (Figura 4) apresentam resultados positivos nos teste de eliminagdo dos
radicais livres nos ensaios antioxidantes in vitro com radical DPPH, radical 6xido
nitrico, radical hidroxila e perdxido de hidrogénio, exibindo capacidade antioxidante
superior aos agentes antioxidantes padrdes como a vitamina C e hidroxitolueno
butilado (BHT) (RAMACHANDRAN ;VISWANATHAMURTHI, 2013).

Figura 4 — Estrutura de novos complexos de piridina carboxamida (ll).
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Fonte: Ramachandran; Viswanathamurthi, (2013).

O trabalho de pesquisa desenvolvido Mohanraj et al. (2016) apontam
resultados positivos na capacidade de eliminar radicais livres em uma série de novos
complexos de ruténio (II) com ligantes de hidrazona, (2,4-di-hidroxi-benzilideno)-
hidrazida, acido 4-metoxi-benzdico (2,4-di-hidroxi-benzilideno)-hidrazida do acido 4-
metil-benzdico, acido 4-bromo-benzdico (2,4-di-hidroxi-benzilideno) -hidrazida a partir
de ensaios in vitro realizados com radicais DPPH, hidroxila (OH) e oxido nitrico (NO).

Além disso, a pesquisa desenvolvida por Silva (2016) descreve a capacidade
antioxidante dos complexos cis-[Ru(phen)z(3,4-Apy)2]** e cis-[Ru(phen)2(4-Apy)2]?*,
bem como dos ligantes 3,4-diaminopiridina e 4-aminopiridina em eliminar os radicais
livres pelo sequestro do radical hidroxila e pelo método DPPH e ABTS, demonstrando
que o complexo cis-[Ru(phen)2(3,4-Apy)2]** e o ligante 3,4-diaminopiridina exibiram

potencial antioxidante.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142512010888#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142512010888#!
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/oxide
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2.4 ATIVIDADE ANTIBACTERINA DE COMPLEXOS DE RUTENIO

O aumento da resisténcia dos microrganismo contra agentes antimicrobianos
tornou-se uma grande preocupacgao, tendo em vista que esse fato reflete um aumento
nos gastos com assisténcia a saude, aumento de ocorréncia de mortes, além de
dificultar a prevencao e o tratamento de diversas infecgdes (VERCOZA et al.,2009,
WHO, 2014).

Diante disso, atualmente, tem existido a busca pelo desenvolvimento de novos
compostos, visando combater as espécies resistentes, além de minimizar o numero
de mortes causadas, principalmente por bactérias (ANDRADE, 2018).

Recentemente, muitos estudos tém explorado os efeitos benéficos dos
complexos metdlicos no diagnostico e tratamento de diversas patologias (BOTA,
2017). Entre os compostos de coordenagao, aqueles que contém ruténio como atomo
central tem apresentado resultados positivos em diversas pesquisas envolvendo a
acao antimicrobiana (LI et al., 2012). O primeiro trabalho a demostrar atividade
antimicrobiana dos complexos de ruténio cineticamente inertes foi desenvolvido por
Dwyer e colaboradores (DWYER, GYARFAS, ROGERS E KOCH, 1952; DWYER,
MELLOR, 1964)

Conforme Yildirim et al. (2014) o desenvolvimento do complexo [(n®-p -
cimeno)RuUCITSC]CI, aponta resultados significativos no controle do crescimento de
Bacillus subtilis (ATCC11774), Staphylococcus aureaus (ATCC 25923), Streptococcus
pyogenes (ATCC 19615) e isolados clinicos Staphylococcus aureaus e Streptococcus
agalactiae. Enquanto que o segundo complexo sintetizado, [Ru(CO)CI(PPh3)2TSC],
nao apresentou atividade antibacteriana nas espécies testadas.

Ensaios realizados para determinar o efeito inibitério de um complexo de
ruténio com ligantes polipiridinicos, [Ru(phen)z(ponta)](ClO4)2, contra a espécie Gram-
negativa Escherichia coli e a bactéria Gram positiva Staphylococcus aureus revelam
acao antibacteriana significativa dependente da concentracdo empregada (SUN et al.,
2015).

O estudo desenvolvido por Appelt et al.,, (2015) descrevem o potencial
antimicrobiano de novos complexos de ruténio(ll), cis- [Ru(mctz)2(PPhs)z], e cis- [Ru
(mcbtz)2(PPhs)2], tendo em vista que ambos complexos apontaram alta atividade
antibacterina e baixa toxidade sobre as células humanas, inibindo o crescimento das

espécies de Bacillus subtilis e Escherichia coli.
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Ademais, o trabalho desenvolvido por Andrade (2018) demonstra a eficacia do
complexo cis-[RuCl2 (dppb)(NN-R]?* contra as espécies Gram positivas, tanto isolado,
como combinado com os antibidticos ampicilina e tetraciclina, podendo assim ser

utilizada no tratamento de infecgbes bacterianas causadas por Staphylococus spp.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antioxidante e antibacteriana do complexo cis-

[Ru(phen)2(ImAA)]PFs sintetizado através do complexo precursor cis-[Ru(phen)2Clz].

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar o complexo cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFs a partir do complexo precursor
cis-[Ru(phen)2Clz];

e Caracterizar o complexo obtido pelos técnicas de e Espectroscopia de absorgéo
na regiao do Infravermelho (IV) e Espectroscopia eletrbnica na regido do
Ultravioleta-Visivel (UV-Vis);

e Avaliar a atividade antioxidante do complexo cis - [Ru(phen)2ImAA]PFe através do
método ABTS;

e Avaliar a atividade antibacteriana, utilizando as bactérias Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Escherichia coli
(ATCC 25922).



30

4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE PESQUISA

A primeira parte da pesquisa consistiu em uma revisdo bibliografica através da
busca de artigos, dissertacbes e teses em bancos de dados brasileiros e
internacionais, incluindo Scielo, Capes, Science Direct, Web of Science e Scopus,
visando a obtengdo de um extenso suporte teorico. Conforme Gil (2002) o
levantamento bibliografico se caracteriza pelo levantamento de dados mediante uma
pesquisa em bancos de dados nacionais e internacionais que visa rever determinado
conteudo de interesse do pesquisador.

Por outro lado, a segunda etapa caracterizou-se como de cunho experimental
visto que “consiste em determinar um objeto de estudo, selecionar as variaveis que
seriam capazes de influencia-lo, definir as formas de controle e de observagao dos
efeitos que a variavel produz no objeto”. (GIL, 2002, p. 47). Baseando-se Marconi e
Lakatos (2016), esta investigacdo, quanto a abordagem, classifica-se como de
natureza quanti-qualitativa, pois se propde tanto a caracterizar a estrutura do
complexo cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFs, como também avaliar atividade antioxidante e

antibacteriana do composto sintetizado.

4.2 LOCAL E SUJEITO DA PESQUISA

Os procedimentos experimentais de sintese dos compostos de ruténio foram
realizados no Laboratério de Quimica do Instituto Federal de Educacgéao, Ciéncia e
Tecnologia do Piaui (IFPI), Campus Parnaiba e no Nucleo de Pesquisa em
Biodiversidade e Biotecnologia (BIOTEC) da Universidade Federal do Piaui (UFPI),
Campus Ministro Reis Velloso.

A caracterizagdo do complexo cis -[Ru(phen)2(ImAA)]PFe foi feita a partir das
técnicas de Espectroscopia de absorgdo na regido do Infravermelho (IV) e
Espectroscopia eletrbnica na regido do Ultravioleta-Visivel (UV- Vis) realizadas no
BIOTEC. Os ensaios de atividade antioxidante e antibacteriano ocorreram no BIOTEC
e no Laboratdrio de Bioquimica e Biologia Molecular de Microrganismos e Plantas

(BIOMIC), respectivamente.
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4.3 MATERIAIS E METODOS

4.3.1 Reagentes quimicos

O numero de mols, procedéncia e grau de pureza dos reagentes que foram

empregados na sintese dos complexo de ruténio estao listados na Tabela 2.

Tabela 2 - Numero de mols, procedéncia e grau de pureza dos reagentes.

Reagentes n° de mmols Pureza / Procedéncia
Cloreto de ruténio (RuClz.3H20) 0,38 99% Sigma-Aldrich
1, 10 — Fenantrolina (C12HsN2) 0,79 99% Sigma-Aldrich
Cloreto de litio (LiCl) 2,54 99% Sigma-Aldrich
Hexafluorfosfato de amonio (NH4PFe) 0,20 99% Sigma-Aldrich
Imidazol Acido Acético (ImAA) 0,10 99% Sigma-Aldrich

Fonte: Autoria propria, (2018).

Os solventes utilizados na sintese dos compostos de ruténio, incluindo

dimetilformamida (DMF), acetona e etanol foram de procedéncia HPLC.

4.3.2 Equipamentos e vidrarias

Na Tabela 3 constam os equipamentos e vidarias que foram utilizados na

sintese dos complexos de ruténio.

Tabela 3 - Equipamentos e vidrarias utilizados na sintese do complexo de ruténio.

Equipamentos Vidrarias
Manta aquecedora Balao de fundo redondo 50 mL
Placa de agitagao Filtro de placa porosa

Sistema de Refluxo

Fonte: Autoria prépria, (2018).
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4.3.3 Sintese dos complexos de ruténio

4.3.3.1 Sintese do complexo precursor cis — [Ru(phen)z(Cl)z]

A sintese do complexo percurso foi baseado pelo método descrito por Sullivan,
Salmon e Meyer (1883), com modificagcdo. A preparagdo do complexo cis —
[Ru(phen)2(Cl)2], ocorreu a partir da adigado de 0,38 mmols de Cloreto de ruténio, 0,79
mmols de 1,10 — Fenantrolina e 2,54 mmols de Cloreto de litio em 10 mL de DMF
previamente desareado em uma baldo de fundo redondo. O sistema permaneceu sob
refluxo em atmosfera de nitrogénio durante 15 minutos, aquecimento e agitagcao
constante. O baldo reacional foi recoberto com papel de aluminio para evitar a
exposi¢cao com a luz.

Apds o tempo de sintese foi adicionado no baldo reacional 200 mL acetona. Em
seguida, a mistura foi mantida em refrigeragdo durante 24 horas para completa
precipitacdo do complexo. Posteriormente, o precipitado sofreu o processo de filtragao
a vacuo e lavagem com agua destilada e, em seguida o composto metalico foi seco a
temperatura ambiente e estocado no dessecador para ser posteriormente utilizado na
sintese do complexo cis — [Ru(phen)2(ImAA)]PFs. Na Figura 5 segue o esquema de
sintese do complexo cis — [Ru(phen)z(Cl)2].

Figura 5 — Esquema de sintese do complexo cis — [Ru(phen)2(Cl)].

DMF
RuCLHE,0 + Licl +

Fonte: Autoria propria, (2018).
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4.3.3.2 Sintese do complexo cis — [Ru(phen2)(ImAA)]PFs

O complexo de ruténio final foi alcangado mediante a troca dos ligantes cloretos
do complexo precursor cis - [Ru(phen)2Cl2], baseado no método descrito por Lima
(2014). Para sintese, foram utilizados 0,10 mmol de imidazol acido acético, na qual os
reagentes foram dissolvidos em 10 ml de etanol/ agua previamente desaerados, sob
agitacao continua e aquecimento. O sistema permaneceu sob refluxo durante 8 horas
em uma atmosfera de nitrogénio, aquecimento, agitagdo e auséncia de luz.

Apods esse tempo, o sistema esfriou e, em seguida, foram adicionados 0,20
mmol do contra ion hexafluorfosfato de aménio (NH4PFs). A mistura permaneceu sob
refrigeragao durante 24 horas para completa precipitacdo do composto. Apods isso,
realizou-se o processo de filtragdo a vacuo e lavagem com agua gelada do complexo.
Em seguida, o mesmo foi seco a temperatura ambiente e estocado para posterior
caracterizagdo. Na Figura 6 segue o esquema da reacéo de sintese do complexo de
ruténio cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFe.

Figura 6 — Esquema de sintese do complexo cis — [Ru(phen)2(ImAA)]PFs.
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Fonte: Autoria prépria, (2018).

4.3.4 Técnicas de caracterizagao

4.3.4.1 Espectroscopia de absor¢ao na regido do Infravermelho (V)

A Espectroscopia de absorcao na regiao do Infravermelho (IV) caracteriza-se

pelo processo de absorgdo na regido do infravermelho, resultando em transi¢cdes
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vibracionais das espécies quimicas (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2009). Os
espectros vibracionais na regido do infravermelho foram determinados através do
aparelho de espectrofotdbmetro de Infravermelho por Transformada de Fourier
Shimadzu IRAffinity-1S (Figura 7) na faixa compreendida entre 700-4000 nm. Em

modelo ATR (Atternuated Total Reflectance) em cristal de seleneto de zinco.

Figura 7 — Espectrofotdmetro Shimadzu IRAffinity-1S.

IRAffinity-1S
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Fonte: Autoria propria, (2018).

4.3.4.2 Espectroscopia eletrénica na regido do Ultravioleta-Visivel (UV- Vis)

A Espectroscopia eletrbnica na regidao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) baseia-
se na absorgdo de fétons pelas amostras na regido do visivel do ultravioleta. Os
espectros de espectroscopia eletrénica na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)
foram obtidos a partir do espectrofotdbmetro Shimadzu UV-1800 (Figura 8) utilizando

cubeta de quartzo

Figura 8 — Espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800.
- -y

Fonte: Autoria prépria, (2018).
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4.3.5 Ensaio de atividade antioxidante

A capacidade antioxidante do ligante livre e dos complexos de ruténio foi
determinada pela metodologia descrita por Gido et al. (2007), com adaptacdes. Trata-
se de um método que consiste na remogao de radicais com o ABTS (2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), através da comparacéao da atividade antioxidante
das amostras com o potencial antioxidante do Trolox, vitamina E, como padrao.

A capacidade antioxidante dos compostos foi avaliada nas concentragdes de 2
mg.mL-" e 4 mg.mL"". A solugdo de ABTS"*, previamente preparada, foi obtida a partir
da reagdo de 7 mmol.L-' de ABTS com 2,45mmol.L"! de solugdo de persulfato de
potassio, durante 16 horas em ambiente escuro. Apds o tempo de reagao, a solugao
foi estocada sob refrigeracéo até as analises. Em seguida, a solugédo de ABTS™ foi
devidamente diluida em agua ultrapura, para ajuste da absorbancia entre 0,700 +
0,020, a 734nm, medida em espectrofotometro Shimadzu UV-1800. Dessa forma, a
capacidade antioxidante total foi expressa como percentagem de inibicado (Pl),

conforme a Equacéo 1.

PI = AbsABTS"™ - AbsAmostra x 100 Eq.(1)
AbsABTS*™

Sendo AbsABTS'™* referente a absorbéancia inicial do ABTS diluido e
AbsAmostra correspondente a absorbancia da amostra por 6 ou 30 minutos de reagao.
Dessa forma, o resultado final foi expresso em Concentragédo Antioxidante Equivalente
de Trolox (TEAC) (um. mL-' de amostra), a partir da curva de calibragao, previamente
preparada com Trolox (Figura 9).

Figura 9 — Representagao grafica da curva de calibragéo, preparada com Trolox.

60 v =0.4653x + 5.1623
R2 = 0.9998

o 20 40 60 80 100 120 140
Concentraciao de Trolox (uM.mL1)

Fonte: Autoria prépria, (2018).
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4.3.6 Ensaio de atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do imidazol acido acético e dos complexos de ruténio
foi avaliada pelo método de microdiluigdo em caldo, em microplacas de 96 pocos,
preconizado pelas Clinical and Laboratory Standard Institute - CLSI (2015). Esse
método consiste na técnica de diluicdo que permite visualizar ou ndo o crescimento
bacteriano (OSTROSKY et al., 2008). As cepas utilizadas no presente estudo foram
provenientes da cultura estoque do Setor de Microbiologia do Nucleo de Pesquisa em
Biodiversidade e Biotecnologia - BIOTEC, da Universidade Federal do Piaui, Campus
Ministro Reis Velloso. A Tabela 4 apresenta a identificacdo das espécies empregadas
para os ensaios de atividade antibacteriana.

Tabela 4 - Procedéncia das bactérias empregadas nos ensaios de atividade
antibacteriana.

Bactérias Procedéncia
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Escherichia coli ATCC 25922

Fonte: Autoria prépria, (2018).

Inicialmente, foram adicionadas 50 pL de solugao de Muller Hinton esterilizado,
em todos os pogos das placas. Em seguida, os trés compostos foram ajustados a
concentragdo de 2000 pug.mL' e submetidos a diluicdo seriada de razdo dois,
obtendo-se as concentragdes de 1000 ug.mL™"; 500 pug.mL"; 250 yg.mL"; 125 ug.mL-
1.62,5 ug.mL"; 31,25 yg.mL*; 15,62 ug.mL' e 7,8 ug.mL".

A partir das coldnias previamente repicadas e desenvolvidas em Agar Muller-
Hinton, preparou-se uma suspensdo do inéculo bacteriano ajustado com base na
escala de McFarland (1,5 X 108 UFC.mL"). Desta suspensdo, 50 pL foram
adicionados nas microplacas, sendo a concentragao final desses microrganismo igual
a5 x 10°UFC. mL" terminado essa etapa as mesmas foram incubadas em uma estufa
bacteriolégica em uma temperatura de 37 ° C durante 24 horas. Apds o tempo de
incubacgao, os valores da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) foram obtidos a partir
da interpretacao visual dos pogos que apresentaram o crescimento bacteriano visivel.

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi avaliada em triplicada,

considerando os resultados da CIM. Dos pogos que apresentaram resultados iguais
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ou superiores a CIM transferiu-se 10 pyL das substancias em estudo para placas de
Petri contendo Agar Mueller-Hinton, em seguida as mesmas foram incubadas em
estufa bacterioldgica durante 24 horas, a 37°C. A CBM foi determinada como a menor
concentragado capaz de exercer uma acgao letal contra o microrganismo, representado

assim pela auséncia de crescimento bacteriano na superficie do meio de cultura.

4.4 TRATAMENTO DOS DADOS

Os resultados alcangados na foram tratados no programa OriginPro 8, obtendo
assim os espectros de Infravermelho e UV-Vis. Enquanto que a representacao grafica
da capacidade de eliminar o radical ABTS** em comparagao com o Trolox foi

alcancado a partir do programa GraphPad Prism 8.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta seccao iremos apresentar e discutir os resultados alcancados a partir

das analises desenvolvidas durante a pesquisa.

5.1 SINTESE DO COMPLEXO cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFs

Conforme descrito no esquema de sintese da Figura 7 o complexo cis -
[Ru(phen)2(ImAA)]PFs foi obtido por meio do mecanismo de substituicdo dos ligantes
cloretos do precursor cis - [Ru(phen)2Cl2] pelo ligante imidazol acido acético, no
término da sintese adicionou-se o contra ion hexafluorfosfato de aménio (NH4PFe),
para alcancgar o complexo final precipitado. No final da sintese foi obtido um complexo

s6lido em po6 de coloragédo vermelho escuro, como demonstra a Figura 10.

Figura 10 — O complexo cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFs sobre a superficie do cristal de
ATR.

>

Fonte: Autoria propria, (2018).

O complexo cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFe foi posteriormente caracterizado por
Espectroscopia de absorgdo na regido do Infravermelho (IV) e Espectroscopia
eletrbnica na regidao do Ultravioleta-Visivel (UV- Vis), tendo em vista que o composto
ja foi descrito pela literatura (LIMA, 2014).
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5.2 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA
5.2.1 Espectroscopia de absorgao na regiao do Infravermelho (IV)

O ligante livre e o complexo cis - [Ru(phen)z(ImAA)]PFe foram submetidos a
analises de espectroscopia de adsorgédo na regido do Infravermelho, a fim de obter
informacao estrutural sobre o complexo final com base na faixa de absorcdo das
ligacbes dos compostos (PAVIA et al., 2012). A Figura 11 representa os espectros de
infravermelho obtidos para o imidazol acido acético (ImAA) e para o complexo cis -
[Ru(phen)2(ImAA)]PFe.

Figura 11 - Espectros de infravermelho do ligante imidazol acido acético (ImAA) e do

complexo cis - [Ru(phen)z(ImAA)]PFe.
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Fonte: Autoria prépria, (2018).

Conforme o espectro obtido para o ligante livre foi possivel confirmar a
presencga da banda referente a carbonila na regido de 1681 cm™', esse resultado esta
em concordancia com a literatura, uma vez que o estiramento C=0 se encontra na
regido entre 1850-1650 cm™' (PAVIA et al.,2012). Na Tabela 5 constam os principais

modos vibracionais e suas atribuicées para o ligante livre.
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Tabela 5 - Os principais modos vibracionais e suas atribuigdes para o ligante livre.

Modos Vibracionais (cm-) Atribuicao
3400-3100 v N-H
1600-1400 v C=C
1500-1700 v C=0
1200-1000 vN-C

Fonte: Autoria prépria, (2018).

Através da analise do espectro obtido para o complexo cis -
[Ru(phen)2(ImAA)]PFs foi verificado a presenga de uma banda de pequena
intensidade na regido de 1553 cm' e outra banda bastante intensa na regido de 839
cm-'. Silverstein, Webster e Kiemle (2005) atribui essas bandas ao grupo carbonila do
ligante imidazol acido acético e ao contra-ion PFs, respectivamente.

Comparando as regides referentes a carbonila para as duas espécies
estudadas, verifica-se que a carbonila do complexo cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFs
deslocou-se para uma regidao de menor frequéncia, confirmando a coordenacao do
ligante com o centro metalico Ru (Il). Segundo Pavia et al. (2012) e Lima (2014) o
deslocamento da carbonila no complexo de ruténio pode estar associado ao efeito de
conjugacao, isto €, ocorre a deslocalizagéo eletrénica do ligante, uma vez que quando
coordenado com o Ru (Il) doa densidade eletrénica, suprindo a deficiéncia eletronica
do metal. Dessa forma, a ligacdo dupla passa assumir carater de ligagao simples,
devido a ressonancia (Figura 12), deslocando a banda C=0 para menor frequéncia e,
consequentemente absorvendo em menor energia.

Figura 12 — Deslocalizagao eletrénica no ligante imidazol acido acético coordenado
ao Ru (I).
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Fonte: Autoria prépria, (2018).
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5.2.2 Espectroscopia eletronica na regiao do Ultravioleta- Visivel (UV-Vis)

A caracterizagédo dos complexos cis-[Ru(phen)2Clz] e cis-[Ru(phen)2(ImAA)]PFs
pela técnica de espectroscopia de absorgdo na regido do UV-Vis consistiu em
identificar, por comparagao entre os espectros as bandas de transferéncias de carga
mental para o ligante (MLCT). Na Figura 13 estao contidos os espectros eletronicos
dos complexos de ruténio que foram obtidos em solugao de acetonitrila, no intervalo
de 350-650 nm.

Figura 13 — Espectros de UV-Vis em solugao de acetonitrila para os complexos cis -

[Ru(phen)2ClI2] e cis - [Ru(phen)2(ImAA)]IPFs, respectivamente.
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Fonte: Autoria propria, (2018).

A partir da analise dos espectros eletrénicos verifica-se 0 deslocamento da
banda MLCT do complexo cis-[Ru(phen)2(ImAA)]PFes para um menor comprimento de
onda quando comparado com o complexo precursor. Esse deslocamento ocorre
devido a estabilidade eletrénica adquirida pela substituicdo dos ligantes cloretos no

complexo precursor pelo ligante imidazolico, uma vez que este ligante apresenta a
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caracteristica de ser tanto doador o, como também ser receptor 11, enquanto que os
ligantes cloretos que séo doadores o e T (JONES, 2002).

No complexo cis- [Ru (phen)2Cl2], também se observou uma banda em 350
nm referente a transferéncia de carga centrada no metal Ru(ll) —Ru(ll) (dmT—dm*). A
auséncia dessa banda no complexo contendo ligante imidazélico, pode ser atribuida

a uma sobreposicao dessa banda pela banda MLCT.

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante do ligante imidazol acido acético e dos complexos cis
- [Ru(phen)2Cl2] e cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFs foi avaliada quanto a capacidade de
eliminacao do radical ABTS**. Esses compostos foram estudados nas concentragcoes
de 2 mg. mL'e 4 mg. mL" e nos tempos de 6 e 30 minutos. A Figura 14 exibe a
representacéo grafica da capacidade de eliminagao do radical ABTS*" pelos referidos
compostos.
‘Figura 14 — Representacao grafica da capacidade de eliminar o radical ABTS** em
comparagdo com o Trolox (mg.L™') em 6 e 30 minutos com (A) 2 mg.mL" e (B) 4
mg.mL'. Letras minGsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre a mesma
amostras em tempos diferentes e letras maiusculas indicam diferenga estatistica entre

o mesmo tempos de amostras diferentes pelo teste de Tukey (p<0.05).
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Fonte: Autoria propria, (2018).

A partir da analise das representagdes graficas, observa-se que o ligante ImMAA
ndo apresentou atividade antioxidante frente ao radical ABTS**, nas concentragdes

testadas. Por outro lado, ambos os complexos demonstraram habilidade de
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eliminacdo do radical. Entretanto, o complexo cis-[Ru(phen)2(ImAA)]PFs
desempenhou melhores resultados, podendo essa capacidade esta associada ao
efeito combinado do centro metalico Ru (1) com o ligante imidazdlico.

Os agentes antioxidantes podem ser classificados quanto aos mecanismos de
acao que impedem a oxidagdo dos componentes celulares, como primarios,
sinergistas, removedores de oxigénio, antioxidantes mistos, bioldégicos e agentes
quelantes. Entre estes mecanismos podemos destacar o0s agentes
quelantes/sequestradores que atuam promovendo a doacgado de elétrons e, assim
estabilizando as espécies reativas (BAILEY, 1996).

Os resultados demonstram que o ligante imidazol acido acético livre ndo é
doador de elétrons, consequentemente a capacidade antioxidante dos complexos
metalicos esta relacionada com a coordenagao dos ligantes que atuam como base de
Lewis, isto é, doando elétrons tanto para centro metalico, como também para as
espécies reativas (LEE, 2003). A substituicdo dos ligantes cloretos no complexo
precursor, potencializa a doagéo de elétrons, uma vez o ligante Imidazol Acido Acético
coordena através de dois atomos o ion metalico, fazendo com que a interagao do Ru
(I) com o imidazol acido acético desenvolva melhores resultados contra o radical
ABTS*".

Comparando os resultados nos tempos de 6 e 30 minutos, vé-se que tanto o
complexo precursor, como também o complexo cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFs
demonstraram melhor atividade antioxidante no ultimo tempo. Além disso, os
resultados obtidos em diferentes concentracbes demonstraram um aumento na
capacidade de eliminar o radical ABTS**, para os complexos de ruténio, sendo assim
classificado como dose-dependendo, tendo em visto que o aumento na concentragao

provoca aumento da atividade antioxidante.

5.4 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antibacteriana do ligante livre, imidazol acido acético (ImAA), e dos
complexos cis-[Ru(phen)2(Cl)2] e cis -[Ru(phen)2(ImAA)]PFs foi avaliada através da
determinagdo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM). A Tabela 6 apresenta os

valores de CIM obtidos no referido ensaio.
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Tabela 6 - Valores da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do imidazol acido acético

e dos complexos cis - [Ru(phen)z(Cl)2] e cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFes.

Bactérias ImMAA  cis - [Ru(phen)z(Cl)2] cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFe
CiM CIM CIM
Staphylococcus 1000 pg.mL™" 1000 pg.mL" 250 pg.mL-"
epidermidis
Staphylococcus  >1000 ug.mL'  >1000 pg.mL"" 500 pg.mL"!
aureus
Escherichia coli  >1000 uyg.mL'  >1000 pg.mL"" 1000 pg.mL"

Fonte: Autoria prépria, (2018).

A partir dos valores da CIM, cabe ressaltar que o complexo cis -
[Ru(phen)2(ImAA)]PFs apresentou melhores resultados contra as cepas utilizadas
nesse estudo, tendo em vista que quanto menor o valor da CIM, menor a concentragcao
do complexo necessaria para inibir o crescimento das col6nias bacterianas (APPELT,
2017). Esse resultado deve-se a presenga de algumas caracteristicas importantes que
determinam a atividade antimicrobiana dos complexos metalicos, incluindo efeito
quelante, a carga total do complexo e a natureza do ligante (EFTHIMIADOU et al.,
2007).

A presencga de ligantes bidentados,1,10 — Fenantrolina e ImMAA, no complexo
cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFs faz com que o mesmo apresente efeito quelante,
resultando assim na atividade antibacteriana. Além disso, outro fator determinante € a
carga total do complexo, uma vez que a eficiéncia antimicrobiana diminui na ordem
catiénica > neutra > anidnico, o complexo catidnico cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFs deve
apresentam maior facilidade de permeabilidade na membrana plasmatica que o
complexo neutro cis - [Ru(phen)2(Cl)2], essas caracteristicas estdo em concordéncia
com os valores da CIM para o complexo cis - [Ru(phen)z(ImAA)]PFes (EFTHIMIADOU
et al., 2007; KUCINSKI; HRECZYCHO; 2017).

Pode-se inferir ainda que os resultados apresentados pelo complexo final
podem esta relacionados com o efeito sinérgico, resultado da interagcédo ligante
Imidazol acido acético com o Ru (ll) (ZANVETTOR, 2016; NAKAHATA et al., 2017;
ABDOLMALEKI et al., 2018).

Quando se compara os valores da CIM do complexo cis -

[Ru(phen)2(ImAA)]PFs para as espécies S.epidermidis e S.aureus, observa-se a
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obteng&o de uma CIM de 250 ug.mL" e 500 pyg.mL-", respectivamente. Por outro lado,
para a espécie E. coli verificou-se uma CIM igual a 1000 ug.mL"". Os diferentes valores
da concentragdo podem estar associados a resisténcia dessas bactérias, haja visto
que bactérias Gram negativas apresentam paredes celulares mais complexas que
Gram positivas e, consequentemente dificulta que antibidticos ou outros agentes
adentrem no seu interior (ANDRADE, 2018).

Os agentes antimicrobianos podem ser classificados como bactericidas, isto
€, quando causam a morte dos microrganismos e bacteriostaticas, quando inibem o
crescimento microbiano (MELO; DUARTE; SOARES, 2012).0 ligante e os complexos
sintetizados foram avaliados quanto a Concentragdo Bactericida Minima (CBM),
conforme descrito na Tabela 7.
Tabela 7- Valores da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) do imidazol acido

acético (ImAA) e dos complexos cis - [Ru(phen)2(Cl)2] e cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFe.

Bactérias ImMAA  cis - [Ru(phen)z(Cl)2] cis - [Ru(phen)z(ImAA)]PFs
CBM CBM CBM
Staphylococcus > 1000 yg.mL" > 1000 pg.mL"" 500 pg.mL-"
epidermitis
Staphylococcus - - >1000 pg.mL"’
aureus
Escherichia coli - - >1000 pg.mL""

"~ Nao foram observadas
Fonte: Autoria prépria, (2018).

De acordo os resultados da CBM, pode-se observar que o complexo cis -
[Ru(phen)2(ImAA)]PFs apresenta potencial bactericida frente a cepa S.epidermidis na
concentragdo de 500 ug.mL-'. Enquanto que para S.aureus e E. coli este efeito no é
observado, sendo assim classificado como agente bacteriostatico, isto €, capaz
apenas de inibir a proliferagdo das bactérias, em concordancia com a Figura 15.A. O
ligante e o complexo cis - [Ru(phen)2(Cl)2] também nao desenvolveram atividade

bactericida até a concentragdo de 1000 pyg.mL™", conforme demonstra a Figura 15.B.
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Figura 15 — Resultados dos ensaios de Concentragdo Bactericida Minima (CBM). A)
complexo cis-[Ru(phen)2(ImAA)]JPFs contra S. epidermidis. B) ligante ImAA e

complexo cis-[Ru(phen)2Cl2].
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Fonte: Autoria proépria, (2018).

Diante dos resultados apresentados, o complexo cis — [Ru(phen)2(ImAA)IPFs
torna-se um promissor agente antibacteriano contra infecgées causadas pela espécie
S. epidermidis., que segundo Wang et al. (2011) representa a causa mais comum de
mortes em criancas recém nascidas, principalmente de baixo peso nos hospitais. Além
disso, essa bactéria é responsavel por infec¢des relacionadas com sistema urinario,
proteses de valvulas cardiacas e infeccbes de marcapassos permanentes
(MICKELSEN et al., 1985).



a7

6 CONSIDERAGOES FINAIS

A sintese do complexo cis -[Ru(phen)z(ImAA)]PFe foi obtida com sucesso,
sendo as técnicas espectroscopicas na regidao do Infravermelho e do UV-Vis
importantes para confirmarem a coordenagéo do ligante imidazol acido acético com o
centro metalico da maneira como foi proposto no mecanismo de sintese desse
complexo. Os resultados deste trabalho demostraram que o complexo cis -
[Ru(phen)2(ImAA)]PFs apresenta capacidade antioxidante superior ao complexo
precursor, sendo esse resultado atribuido a interagdo do ligante imidazol acido acético
com Ru (ll).

Cabe ressaltar ainda, que o complexo cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFes desenvolveu
melhores resultados contra todas as cepas bacterianas utilizadas, esse resultado esta
associado com algumas caracteristicas apresentadas pelo composto, como efeito
quelante, carga total do complexo e efeito sinérgico. De modo geral, o complexo
alcancado pela substituicdo dos ligantes cloretos mostrou-se mais eficaz contra a
espécie S.epidermidis, apresentando os menores valores para CIM e CBM, podendo
ser eficaz contra as infeccdes relacionadas com essa espécie, incluindo infecgoes

hospitalares.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Avaliar atividade antifungica do complexo cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFs;
e Investigar atividade hemolitica do cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFe:

e Examinar atividade antioxidante do cis - [Ru(phen)2(ImAA)]PFs, utilizando
outros métodos de capacidade antioxidante, incluindo a captura do radical
DPPH.
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