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RESUMO

O género Caesalpinia consiste em uma fonte inesgotavel de metabdlitos
bioativos presentes em mais de 500 espécies distribuidas em todo o mundo.
Estudos fitoquimicos da Caesalpinia conduziram ao isolamento de uma
diversificada classe de compostos, dentre eles diterpenos, esterdides e
flavonoides. E conhecido da literatura que estas espécies apresentam uma vasta
gama de propriedades farmacologicas, incluindo anti-lcerativa, anticancerigena,
anti-diabétes, antiinflamatoérios, antimicrobianas e anti-reumaticas. Neste trabalho
foram isolados o acido galico, galato de propila e o biflavonéide (5,7-dihidréxi-2-(4
- hidréxifenil) — 3 - (3 - (2,4 - dihidréxifenil) - 1- ( 4 - hidroxifenil) — 3 - oxopropil) -
4H-cromen - 4- ona), a partir de raizes da Caesalpinia var. peltophodoires. Como
o potencial anticancer do acido galico ja é bem definido na literatura em diversas
linhagens de células tumorais, apenas o galato de propila e o biflavonoide foram
submetidos aos testes antitumorais, sendo que o segundo apresentou um ICso de
48 +1,60 pM sobre a linhagem de células de hepatocarcionoma (HTC), valor
muito préximo da referéncia, o cisplatina. Com intuito de explorar a atividade
antitumoral do galato de propila, foi realizada a complexacdo deste a metais de
transicdo como platina, ruténio e vanadio. Os compostos foram caracterizados por
meio de técnicas de absorcdo na regido do infravermelho e UV/Vis, andlise
elementar, condutividade, voltametria ciclica e de pulso diferencial,
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, ™ C e 3'P{'H} e
difracdo de raios X. Os complexos [RuCl.(GP)(dppb)] e [VO(GP),] obtidos
apresentaram resultados promissores frente as linhagens tumorais (A549, MCF7,
HepG2 e U251) mostrando que a coordenacgao levou a obtencdo de complexos
mais ativos frente as células cancerigenas, sendo que o ultimo apresentou
valores de ICsp = 17.31+ 0.11 pM(A549), IC5¢ = 19.12+ 0.15 uM(HepG2) e ICsy =
24.03 £ 0.21uM(U251). Quando as linhagens A549, HepG2 e U251 foram tratadas
sob as mesmas condi¢des, com o cisplatina, um potente agente anticancer, o
valor de ICsy encontrado foi de 20,3 £1,6 uM, 145 + 2,8 uM e 21.7£1,9 uM
respectivamente, comprovando que o composto apresenta um grande potencial
antiproliferativo.

Palavras chave: Caesalpinia var. peltophoroides. Anticancer. Complexos
Metélicos



ABSTRACT

The genus Caesalpinia consists of an inexhaustible source of bioactive
metabolites present in more than 500 species distributed worldwide.
Phytochemical studies of Caesalpinia led to the isolation of a diverse class of
compounds, including diterpenes, steroids and flavonoids. It is known from
literature that these species show a wide range of pharmacological properties, like
anti- ulcerative, anticancer, antidiabetic , antiinflammatory , antimicrobial and anti-
rheumatic activities. In this work were isolated gallic acid, propyl gallate and
biflavonéide (5,7 — dihidréxi — 2 - (4 - hidroxifenil) - 3-(3 -(2,4 - dihidréxifenil) - 1-(4-
hidroxifenil) - 3-oxopropil) - 4H-cromen - 4 - ona), from the roots of Caesalpinia var
. peltophodoires. As the anticancer potential of gallic acid are well established in
the literature in several tumor cell lines, only the biflavonoide and propyl gallate
were submitted to the antitumor tests, while the second showed ICs, value of 1.60
mM + 48 on line hepatocarcionoma cell ( HTC ), very close to the reference value,
the cisplatin . In order to explore the antitumor activity of propyl gallate, the
complexation to transition metals such as platinum, ruthenium and vanadium
metals was performed. The compounds were characterized by absorption
techniques, infrared and UV / Vis region, elemental analysis, conductivity, cyclic
and differential pulse voltammetry, nuclear magnetic resonance spectroscopy of
'H, C and *'P{'H } and X Ray diffraction. The complex [RuClx(GP)(dppb)] and
[VO(GP),] obtained showed promising results against the tumor cell lines (A549,
MCF7, HepG2 and U251) by showing that coordination leads to the synthesis of
more complex active front the cancer cells, while the latter showed 1C5p = 17.31%
0.11 UM(A549), ICs = 19.12+ 0.15 uM(HepG2) and ICso = 24.03 + 0.21pM(U251.
When A549, HepG2 and U251 lines were treated under the same conditions with
cisplatin, a potent anticancer agent, the IC50 value was found to be 20,3 +1,6 uM,
14.5 + 2,8 uM and 21.7+1,9 uM, respectively, showing that the compound has a

great potential antiproliferative.

Keywords: Caesalpinia var. peltophoroides. Anti-cancer. Metal Complexes.
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1 INTRODUGCAO

O género Caesalpinia pertencente a subfamilia Caesapiniaceae ocorre
principalmente em regides tropicais e subtropicais. Algumas espécies tém sido
utilizadas como extrato bruto na medicina popular, em regides onde ocorrem
botanicamente (KINOSHITA et al., 2005).

Esse género consiste em uma fonte inesgotavel de metabdlitos bioativos
presentes em mais de 500 espécies distribuidas em todo o mundo. Estudos
fitoquimicos da Caesalpinia conduziram ao isolamento de uma diversificada classe
de compostos, como por exemplo: diterpenos, esteroides, flavonoides entre outros
(UDENIGWE et al. 2007; ZANIN et al., 2012).

Existem relatos na literatura que estas espécies apresentam uma vasta gama
de propriedades farmacoldgicas, incluindo antillcerativa, anticancerigena,
antidiabétes, anti-inflamatérios, antimicrobianas e antireumaticas. Espécies como a
C. sappan e C. bonduc sao utilizadas para o tratamento da inflamagcdo e para
aumento da circulagcdo sanguinea, apresentando também propriedades
antimaléricas, anti-helminticas, no tratamento da ictericia e como digestivas (ZANIN
et al., 2012).

Neste trabalho foram isolados os compostos, o acido galico (AG), galato de
propila (GP) e o biflavonodide (5,7-dihidroxi-2-(4-hidréxifenil)-3-(3-(2,4-dihidroxifenil)-
1-(4-hidroxifenil)-3-oxopropil)-4H-cromen-4-ona) (Figura 1), a partir de raizes da
Caesalpinia var. peltophodoires. O biflavondide acima citado foi isolado, porém em
pequenas quantidades. Os testes e identificacdo foram possiveis devido a

colaboragéo entre o aluno de doutorado Joao Luiz B. Zanin.
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Figura 1 - Estruturas para (1) acido galico, (2) galato de propila e (3) do
biflavonoide 5,7-dihidréxi-2-(4-hidréxifenil)-3-(3-(2,4-
dihidroxifenil)-1-(4-hidréxifenil)-3-oxopropil)-4H-cromen-4-ona.
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Fonte: Do autor.

Os compostos (1) e (2) possuem propriedades terapéuticas, ja descritas na
literatura, incluindo as atividades: antitumoral, antimicrobiana e antiviral, bem como
um potente antioxidante, atuando como seqlestradores de espécies reativas de
oxigénio. Experimentos in vitro, e ensaios in vivo utilizando os galatos de alquila
mostraram atividade contra varios tipos de linhagens de células tumorais, incluindo
linhagens celulares de leucemia, melanoma, cancer de pulméo e cancer de mama
(LOCATELLI et al., 2013).

Ademais, o galato de propila (GP) foi submetido a procedimentos semi-
sintéticos vislumbrando uma maior atividade antitumoral com a complexacdo a
compostos metdlicos de platina, ruténio e vanadio.

Os compostos inorganicos foram utilizados na medicina ao longo de muitas

décadas, muitas vezes de uma forma empirica, sem planejar os compostos a serem
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utilizados e com pouco ou nenhum conhecimento da sua estrutura molecular e de
seu mecanismo de acdo (RONCONI; SADLER, 2007).

A introducdo do cisplatina para o tratamento clinico do cancer resultou em
melhorias significativas no que diz respeito ao tratamento de diferentes tipos de
neoplasias como por exemplo, no carcinoma testicular, os de melanoma, colorretal,
eso6fago, pulméo, linfoma, entre outros (WONG; GIANDOMENICO, 1999; NEVES;
VARGAS, 2011; MONNERET, 2011).

Diversos metais foram explorados no desenho de novas moléculas como
candidatos a farmacos, tais como Au(lll), Ti(IV), Ga(lll), Cu(ll), Rh(lll) e Ru(ll/).
Alguns ja entraram ou terminaram as fases de ensaios clinicos iniciais.

Compostos de vanadio mostraram-se efetivos como inibidores reversiveis da
PTP (proteino-tirosino-fosfatase), in vitro. Desta forma o vanadio aumenta os niveis
de fosfotirosina em varios tipos de células malignas, provocando parada da
proliferacdo celular. Contudo, os mais promissores agentes anticancer a base de
metal, candidatos a quimioterapicos em testes clinicos sdo os complexos de Ru(lll)
(SIJA et al., 2014).

Compostos de ruténio possuem varias vantagens, dentre elas se destacam a
geometria octaédrica que oferece possibilidades exclusivas ao ligar-se a acidos
nucleicos; facil acesso aos estados de oxidacdes Il, lll e talvez IV em condi¢des
fisiolégicas e a cinética de substituicdo de ligantes semelhante a platina (KHATTAK
et al., 2013).

Uma série de compostos de Ru(lll) possuindo DMSO como ligante,
apresentam destaque na literatura como agentes anticancer, dentre eles esta o
composto conhecido por NAMI, Na{trans-[RuCl4Im(DMSO)]}, (acronimo para New
Anti-tumor Metastasis Inhibitor), que é ativo contra carcinoma de Lewis (pulmao),
melanoma B16, carcinoma mamario MCa, ademais possui efeito anti-metastatico,
nao apresentado pelo cisplatina (SAVA; BERGAMO, 2000; SAVA et al., 1999;
BERGAMO et al., 2002).

Diante da importancia supracitada do uso de metais na descoberta de novos
farmacos para o tratamento do céncer, neste trabalho foram utilizados como fontes
metdlicas os precursores de vanadio, platina e ruténio (Il e Ill), levando a obtencao
de quatro novos complexos contendo em sua esfera de coordenagdo, o produto

natural extraido na primeira etapa do trabalho em questao, galato de propila.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A ESPECIE

2.1.1 Taxonomia e nomenclatura

Baseado no sistema de classificagdo - The Angiosperm Phylogeny Group
(APG) Il (2003), a posicao taxonémica de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides
obedece a seguinte hierarquia:
o Divisdo: Angiospermae
J Clado: Eurosideas |
o Ordem: Fabales [em Cronquist (1981), € classificada em Rosales]
o Familia: Fabaceae [em Cronquist (1981), ¢é classificada em
Leguminosae]
o Subfamilia: Caesalpinioideae
o Género: Caesalpinia
o Espécie: Caesalpinia pluviosa DC. var. peltophoroides (Benth.) G. P.
Lewis
o Publicacéo: in Martius, Flora Brasiliensis 15 (2):72. 1870.

o Sinonimia botania: Caesalpinia peltophoroides Bentham.

A espécie apresenta nomes populares aplicados por Unidades da
Federacado: na Bahia, mucitaiba-verdadeira; em Minas Gerais, coragdo-de-negro,
falso-pau-brasil e sibipiruna; na Paraiba, coracao-de-negro; em Pernambuco, maria-
preta, e em Sao Paulo, pau-brasil-do-amarelo.

Etimologia: o nome genérico Caesalpinia é atribuido por Linnaeus, uma
homenagem ao célebre médico e botanico italiano Andrea Caesalpinio (1519-1603).

Em tupi-guarani, o termo capo-piruna (sibipiruna) significa “raiz de casca
preta” (EMBRAPA FLORESTAS).
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2.1.2 Descricao Botanica

Forma biol6gica: arvore perenifélia (Figura 2). As arvores maiores atingem
dimensdes préximas a 28m de altura e 50 cm de DAP (didmetro a altura do peito,
medido a 1,30m do solo), na idade adulta.

Tronco: é mais ou menos reto. O fuste chega a medir até 7 m de
comprimento.

Ramificagdo: € cimosa ou dicotbmica. A copa € arredondada,
moderadamente ampla, de até 6 m de didmetro com um verde colorido muito
vistoso. Na época da brotacao, sua folhagem é vermelho-bronzeada.

Casca: mede até 5 mm de espessura. A casca externa ou ritidoma € aspera,
cinzenta, fissurada e com marcas horizontais, resultantes das lenticelas. A casca
interna é amarelo-clara.

Folhas: sdo bipinadas, imparipinadas, alternas, sem estipulas, com 8 a 9
pares de pinas e uma solitaria, no apice; o peciolo mede de 2 cm a 10 cm de
comprimento; cada pina com 11 a 13 pares de foliolos alternos, pequenos,
falciformes ou rébmbicos, quase glabros, com a base assimétrica.

Inflorescéncias: reunidas em inflorescéncias eretas, voltadas para o alto, em
racemos densos, terminais, cbnicos, articuladas acima do meio do pedicelo longo,
conferindo-lhe um aspecto de singular beleza.

Flores: sdo hermafroditas, abundantes e amarelas.

Fruto: € um legume lenhoso, plano, duro, deiscente, obliquo, oblongo-
lanceolado ou falcado, comprimido, seco liso, coriaceo, bivalvo com as valvas
torcidas apds a abertura, com deiscéncia explosiva, medindo de 7,6cm a 12,0cm de
comprimento por 2,7cm a 3,1cm de largura, com um sulco em cada sutura e uma a
cinco sementes.

Semente: € comprimida, irregularmente circular, transversa, ovato-obovada
ou orbicular a subglobosa, com testa dura e muito rigida, clara, grossa ou sem
albumen, provida de um bico no hilo e marginada (como no pau-brasil — Caesalpinia
echinata) (EMBRAPA FLORESTAS).
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Figura 2 - Caesalpinia var. peltophoroides.

Fonte: Do autor.

2.1.3 Biologia reprodutiva e eventos fenolégicos

Sistema sexual: Caesalpinia var. peltophoroides é uma espécie hermafrodita,

tendo como polinizadores essencialmente, diversas espécies de abelhas.

Floracao: de agosto a setembro, no Distrito Federal; de agosto a novembro,
em Minas Gerais; de agosto a janeiro, no Estado de Sao Paulo; de setembro a
novembro, no Parang; de setembro a dezembro, no Estado do Rio de Janeiro, e de
dezembro a janeiro, em Pernambuco.

Frutificagédo: os frutos amadurecem de abril a julho, em Pernambuco de abril
a agosto, no Estado de Sao Paulo; de abril a outubro, no Estado do Rio de Janeiro;
de junho a outubro, em Minas Gerais; em julho, no Distrito Federal; e de outubro a
novembro, no Rio Grande do Sul (EMBRAPA FLORESTAS).

2.2 PRODUTOS NATURAIS NO TRATAMENTO DO CANCER
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O desenvolvimento sustentavel de um pais depende essencialmente de uma
politica consistente de educacdo, ciéncia, tecnologia e inovagao, sustentada na
preservagdao da natureza, na biodiversidade e na exploragdo racional de fontes
naturais necessarias para alimentacao, avango social e econémico, num cenario que
assegura a manutencdo da saude e a cura de doengas (BRAZ-FILHO, 2010).

Neste contexto, a utilizagao de plantas com fins medicinais, para tratamento,
cura e prevencao de doengas, € uma das mais antigas formas de pratica medicinal
da humanidade (JUNIOR; PINTO; MACIEL., 2005). O conhecimento sobre plantas
medicinais simboliza, muitas vezes, o Unico recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos (MACIEL et al., 2002).

As plantas superiores constituem uma das fontes mais importantes de novas
substancias utilizadas diretamente como agentes medicinais. Além disso, elas
fornecem modelos para modificacdes estruturais e otimizacdo das propriedades
farmacoldgicas e bioquimicas, servindo, inclusive, para a inspiragdo de quimicos
organicos, para enfrentar desafios na construgdo sintética de novas entidades
moleculares, uma vez que o desenvolvimento da quimica farmacéutica ocorrido no
século XIX as tornou uma das principais fontes de substancias para o
desenvolvimento de medicamentos (BRAZ-FILHO, 2010; SIMOES et al., 2007).

Os compostos derivados de plantas tém sido uma fonte de moléculas
clinicamente uteis no tratamento do cancer (CRAGG; NEWMAN, 2005). O século XX
foi responsavel por um avanco extraordindrio na pesquisa de produtos naturais,
especialmente de plantas e microrganismos, no campo da oncologia ocasionando a
descoberta de diversas substancias utilizadas atualmente na terapéutica
antineoplasica. Aproximadamente 60% dos farmacos anticancer desenvolvidos nas
ultimas décadas tem sua origem nos produtos naturais. Dentre estes se destacam a
vimblastina (4, Velban®) e a vincristina (5, Oncovin®) e os analogos vindesina (6,
Eldisine®) e vinorelbina (7, Navelbine®); o Paclitaxel (8, Taxol®) e o anélogo
Docetaxel (9, Taxotere®); a podofilotoxina (10) e os analogos, etoposideo (11,
Etopophos®) e teniposideo (12, Vumon®); e a Camptotecina (13) e os analogos
Topotecano (14, Hycamtin®) e irinotecano (15, Camptosar®) (Figura 3). Estes
medicamentos movimentam anualmente um mercado de cerca de 60 bilhdes de
dolares (COSTA-LOTUFO et al, .2010).
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Figura 3 - Farmacos de origem natural introduzidos na terapia do cancer nas ultimas

décadas.
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Considerando a complexidade dessa doenga, e considerando os diferentes
tipos de novas mutacdes e anormalidades genéticas que promovem a capacidade
de desenvolver resisténcia as terapias atuais (MASSEY et al., 2010), é de extrema
importancia a pesquisa e o desenvolvimento de farmacos efetivos no tratamento do
cancer que, com seus diferentes mecanismos ac¢ao, atuem de forma ndo genotéxica
aos organismos (CHEN et al., 2010).

2.3 NEOPLASIA

Neoplasia € o acumulo de mutagdes no genoma celular caracterizada pela
proliferacdo descontrolada de células que levam a formagdo de um tumor. Existem
dois tipos de neoplasia, a benigna, que é quando as células neoplasicas ndo se
tornam invasivas, ou seja, crescem em presenga de uma capsula conjuntiva, (nesse

estagio, é possivel haver a remissdao completa pela destruicdo ou remogao cirurgica
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da massa tecidual localizada) e neoplasia maligna, que se caracteriza por células
neoplasicas que adquiriram uma capacidade invasiva migrando assim para tecidos
adjacentes, através da corrente sanguinea ou vasos linfaticos, formando tumores
secundarios, denominados metastases (ALBERTS et al., 2010).

Céncer € definido como um conjunto de doengas caracterizado pelo
progressivo acumulo de mutacdes no genoma de uma célula. Estas mutacdes
ocasionam alterages na expressao ou fungdo de genes-chave para a manutengéao
da homeostasia celular. Essas alteracbes genéticas podem converter uma célula
normal em uma célula modificada, que se caracteriza por ndo mais responder aos
sinais de controle de proliferagdo, morte e diferenciagdo que governam a
comunidade celular (BELTRAO-BRAGA et al., 2004).

Em geral essas duas categorias génicas sdo alteradas. Os Proto-
oncogéneses que sao genes que codificam proteinas associadas a regulacao
positiva do ciclo ou seja, estimulam a progressao do ciclo, e 0s supressores de
tumor que sdo genes que codificam proteinas associadas a regulacao negativa do
ciclo. O que acontece numa transformacdo maligna é que essas duas categorias
génicas sdao comprometidas com mutacdes, 0os proto-oncogéneses se transformam
em oncogéneses estimulam o crescimento celular que geralmente se inicia com a
liberagao de fatores de crescimento de uma unica célula. Estes fatores ligam-se aos
seus receptores na membrana da propria célula. Sinais moleculares sao transmitidos
entdo através da membrana as proteinas citoplasmaticas, que por sua vez induzem
a liberagdo de fatores da transcricdo para dentro do nudcleo. Esta sequéncia de
eventos estimula a célula a entrar em seu ciclo de divisdo. A funcdo dos genes
supressores, por outro lado, € impedir a continuidade do ciclo celular, ou porque o
tecido ndo necessita mais de reposicdo de células ou para impedir que a célula
maligna evolua para formacao de um tumor (ALBERTS et al., 2010; VERMEULEN et
al., 2003).

Um grande numero de agentes apresenta capacidade de provocar lesao e

induzir transformagéo neoplasica das células, sendo eles externos e internos.
2.3.1 Agentes externos

v Agentes Fisicos, como luz ultravioleta e radiagao ionizante.
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Agentes biolégicos, como alguns tipos de virus, que se integram ao genoma celular
interrompendo sequiéncias génicas ou promovendo rearranjos génicos.

Agentes quimicos, como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e nitrosaminas.

2.3.2 Agentes internos

Dieta, alguns efeitos hormonais, fatores genéticos e idade que sado estresses
oxidativos gerados por produto natural do metabolismo. (WALLACE, 2002)

Sao esses fatores que levam ao processo de carcinogénese que pode ser
definida como um processo de etapas multiplas, gerando nas células uma
transformagdo maligna irreversivel devido as mutagdes sofridas pelo DNA
(PEREIRA et al., 2008).

A carcinogénese é definida em trés estagios: estagio de iniciagdo, estagio de
promocao e estagio de progressdao. O primeiro estagio da carcinogénese €
denominado como a fase de iniciagdo, onde as células sofrem o efeito da substancia
carcinogénica que provoca modificacdes de seus genes. Nesse estagio, as células
encontram-se geneticamente modificadas, tornando-se mutantes e potencialmente
capazes de dar origem a um tumor. Se essa mutagdo da célula iniciada nao for
reparada, ou nao for induzida a apoptose, a célula passa para o estagio seguinte de
promocao perdendo assim a chance de retornar a ser uma célula saudavel. No
entanto, somente a iniciagdo isolada, ndo é suficiente para a formagao do tumor. No
estagio de promocgao, as células que foram geneticamente alteradas sofrem a agéo
de substancias classificadas como oncopromotoras, que tem como principal
caracteristica a proliferacdo da célula iniciada, contribuindo assim para o
desenvolvimento de mutacgdes adicionais, e finalmente levando a formacao da
neoplasia maligna. Entrando para que ocorra essa transformagéo da célula iniciada

7

em célula maligna, € necessario um longo e continuo contato com o agente
oncopromotor. No Ultimo estagio denominado progressdo, € observada a
multiplicagédo descontrolada da célula com o acumulo de mutagbes multiplas,
ocorrendo a formagao de tumores com caracteristicas invasivas com capacidade de
gerar metéstases. Essa fase € caracterizada por um processo irreversivel onde o
cancer esta instalado no organismo e evolui até as primeiras manifestacoes clinicas
da doenca (ALMEIDA et al., 2005; BELTRAO-BRAGA; TEIXEIRA; CHAMAS., 2004;

PEREIRA et al., 2008).
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2.4 O POTENCIAL ANTICANCER DO GENERO CAESALPINIA

Algumas espécies do género apresentam atividade anticancer, como
exemplo, a chalcona (16) (Figura 4), isolada do caule de C. ferrea Mart promoveu a
inibicdo da topoisomerase Il de células leucémicas HL60 humanas, com valor de ICs
de 2,1 yM, valor este muito semelhante a do medicamento existente no mercado, o
doxorubicin. O composto também apresentou efeito inibitorio significativo sobre a
proliferacao de células HL60, com valor de 1Cs de 5,2 uM. As células HL60 tratadas
apresentaram caracteristicas indicativas de apoptose, tais como a condensagao
nuclear e fragmentacao, e formagéo de escada do ADN, sugerindo que a apoptose €
induzida por uma das células HL60 e, consequentemente, inibe a proliferagao celular
(NOZAKI et al., 2007).

Do cerne da C. sappan L. foi isolado uma chalcona (17) (Figura 4) que
apresentou potencial inibicdo do crescimento das células de cancer bucal. O
principal mecanismo de inibicdo de crescimento foi a inducdo de apoptose,
mostrando-se um potencial agente quimioterapico para o tratamento de cancer bucal
(LEE et al., 2010).

Em um estudo realizado com extrato etandlico obtido a partir das cascas de
raizes da Caesalpinia crista, foi possivel investigar a atividade anticancerigena em
camundongos portadores do Carcinoma de Ehrlich Ascites (EAC) (NISHANT et al.,
2011).
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Figura 4 - Potenciais farmacos anticancer isoladas de espécies do género Caesalpinia.
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Fonte: NOZAKI et al (2007); LEE et al (2010).

2.5 Compostos fendlicos

Nos ultimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias tem indicado o
papel chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes responsaveis pelo
envelhecimento e pelas doencas degenerativas associadas ao envelhecimento,
como cancer, doengas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e
disfuncdes cerebrais (SOUZA et al., 2007).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres
e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagcdo como na
propagagao do processo oxidativo. Os intermedidrios formados pela acdo de
antioxidantes fendlicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias. (SOUZA et al., 2007).

O é&cido gélico (AG), acido 3,4,5-trihidroxibenzdico, um trifenol de origem
natural do metabolismo de plantas € conhecido principalmente pela sua potente
atividade antioxidante. Estudos anteriores tém demonstrado que estes compostos
possuem propriedades terapéuticas potentes, incluindo  antiinflamatéria,
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antimicrobiana, antiviral e promissora atividade antitumoral (VERMA; SINGH;
MISHRA, 2013).

Na literatura é reportado que o AG promoveu a inibicdo da linhagem humana
(SW1353) em dose, tempo e modo dependente. O exame morfoldégico das células
tratadas com AG exibiu caracteristicas tipicas de morte celular, tais como
arredondamento das células e encolhimento celular. Ensaios complementares de
cicatrizagdo indicam que o AG inibiu as habilidades migratorios de células SW1353
(LIANG et al., 2014).

Em estudo na linhagem de leucemia mieldide crénica (K5620), o AG reduziu
a viabilidade das células K562 em uma dose e tempo de modo dependente, levando
a paralisagéo do ciclo celular na fase G0/G1 (CHANDRAMOHAN et al., 2012).

Além do mais, demonstrou atividade citotéxica para as células do cancer de
préstata DU145, com morte celular induzida por apoptose, bloqueando o
crescimento de células DU145 nas fases G2/M (CHEN et al., 2009).

HO e colaboradores 2010 reportaram o efeito inibitério em camundongos, na
metastase de células tumorais de cancer de estomago e no crescimento invasivo por
meio do aumento da expressdo de RhoB, regulacdo negativa de sinais / GTPase
pequenas AKT e inibicao da atividade de NF-kB (HO et al., 2010).

O AG mostrou-se eficiente na reducao de células do cancer de mama MCF-7
(HSU et al., 2011).

Em uma avaliacao dos efeitos do AG sobre células de carcinoma cervical
(HeLa) e células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) em relacdo a
inibicdo do crescimento e morte celular, pode-se observar que o AG inibiu o
crescimento de células HeLa e de HUVEC, levando a morte celular através da
apoptose (YOU et al., 2010).

O AG apresentou inibicado sobre o crescimento de fibroblastos pulmonares
humanos primarios (HPF) e no crescimento de células A549 de carcinoma de
pulmao por indugdo de apoptose acompanhado pelo aumento de ROS e deplecao
de GSH (YOU et al., 2011).

Além da atividade anticancer nas linhagens celulares citadas acima, o AG
também se mostra efetivo nas linhagens (KATO lll) de cancer de estdmago, (COLO
25) adenocarcionoma de colon, (3T3L1) tecido adiposo e (22Rv1) carcinoma de
prostata, (U87) e (U251) células de glioma (VERMA; SINGH; MISHRA, 2013). Desta
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forma, tornando o AG um potencial agente no tratamento de diversos tipos de
cancer.

Alguns derivados de &cido galico, tais como os galatos de metila, propila,
octila e dodecila sdo amplamente utilizados na fabricacao de alimentos, na industria
farmacéutica e cosmética, e também apresentam propriedades terapéuticas
potentes, incluindo antitumoral. A diferenca entre os derivados de ésteres é apenas
no numero de atomos de carbono da cadeia lateral de hidrocarbonetos alifaticos,
dando-lhes diferentes caracteristicas fisico-quimicas, especialmente lipofilicidade. As
alteracdes quimicas na molécula de acido galico podem modificar suas propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas, alterando a solubilidade e o grau de ionizagéao
(LOCATELLI et al., 2013).

O Galato de propila (GP), é caracterizado por um éster propilico derivado do
acido 3,4,5-trinidroxibenzdico, é também muito utilizado como materiais de
embalagem de alimentos, antioxidante em alimentos processados prevenindo a
degradacao e na industria de cosméticos. O GP também é um composto constante
na lista EUA Food and Drug Administration, desempenhando um papel de
preservacao e estabilizacdo de preparos medicinais (HAN et al., 2010).

Alguns relatos em relagdo a sua atividade antitumoral sdo descritos na
literatura. Em uma avaliacao dos efeitos do GP sobre células de carcinoma cervical
(HeLa) em relacdo a inibicdo do crescimento e morte celular, o GP inibiu o
crescimento de células Hela e induziu as células a apoptose em 24hrs, levando a
paralizagéo do ciclo celular na fase G1 (HAN; PARK, 2009).

Em estudo realizado por Serrano et al 1998, foi possivel observar o efeito
antiproliferativo na linhagem de linfoma de camundongo (Wehi 231), mostrando
evidencias de morte celular por apoptose (SERRANO et al. 1998).

Além do mais, o GP foi avaliado frente a linhagens de células endoteliais da
artéria pulmonar de bezerro (CPAEC) e células endoteliais da veia umbilical humana
(HUVEC). O GP administrado inibiu o crescimento sobre as duas linhagens CPAEC
e de HUVEC em 24 h. O GP induziu a morte celular em CPAEC, que foi
acompanhada pela perda de potencial de membrana mitocondrial (MMP; LPI) (HAN
et al., 2010).

Chen e colaboradores mostraram que o GP apresentou inibigdo e linhagens
de células leucémicas humanas HL-60 e THP-1 (CHEN et al., 2011; FIUZA et al.,
2004).
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2.5 BIOINORGANICA

Em vista dos problemas de resisténcia e dos efeitos colaterais,
pesquisadores de todo o mundo tém buscado planejar novos farmacos a partir de
modificagdes estruturais naqueles existentes. Nesse ambito, destaca-se a quimica
biorganometalica, que se encontra na interface entre a quimica organometdlica e a
biologia. Nos ultimos anos esta nova area de pesquisa tem despertado interesse,
uma vez que a incorporacao de metais de transicdo a estrutura de um composto
pode acentuar a sua atividade biol6gica (MONNERET, 2011).

A introducéo do cisplatina para o tratamento clinico do cancer resultou em
melhorias significativas no que diz respeito ao tratamento de diferentes tipos de
neoplasias como por exemplo no carcinoma testicular onde € considerado um dos
agentes mais eficazes, cuja a taxa de cura total chega ser de 90%, e cerca de 100%
se for diagnosticada no primeiro estagio (MONNERET, 2011). O cisplatina também é
usado no tratamento de outros tipos de canceres, como os de melanoma, colorretal,
eso6fago, pulméo, linfoma, entre outros (WONG; GIANDOMENICO, 1999; NEVES;
VARGAS, 2011).

As investigacGes sobre o mecanismo de acao do cisplatina apontam que o
cisplatina reage com varias biomoléculas no nosso organismo, especialmente com
aquelas que contém grupos de nitrogénio e enxofre podendo o metal interagir com
sitios contendo pares de elétrons livres, especialmente atomos de nitrogénio. Dessa
maneira, acredita-se que deve ocorrer formag¢ao de um complexo ciclico com o DNA,
0 que seria responsavel pela sua acao antitumoral (JAMIESON; LIPPARD, 1999).

A busca por novos compostos no intuito de diminuir os efeitos adversos, o cisplatina
passou por modificacbes quimicas em sua estrutura. Desde entdo, complexos
metdlicos com centro de platina tornaram-se alvos de grande interesse na
investigacdo da atividade citotéxica e antitumoral (JAMIESON; LIPPARD, 1999).
Neste contexto, o cisplatina [cis-diaminadicloroplatina (II)], o carboplatina
[diamina(ciclobutano-1,1-dicarboxilato) platina (ll)] e o oxaliplatina [(trans-L-
diaminaciclohexano) oxalatoplatina (Il)], Figura 5, sdo atualmente os Unicos agentes
contra o cancer a base de metal em uso clinico mundial. Cerca de 40 complexos de
platina tém sido investigados em triagem clinica até a atualidade. Destes, o
satraplatina, bis(acetato-O)aminodicloro(ciclo-hexilamina) platina (1V), um complexo

octaédrico, € o mais interessante candidato em um avancado estagio clinico, fase IV
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(Figura 5). A vantagem do satraplatina é que pode ser administrado oralmente em
funcdo da sua inércia cinética, diferente dos complexos quadrados planares de Pt(ll)
clinicamente estabelecidos, os quais sdao administrados intravenosamente
(JAKUPEC et al., 2008; BERGAMO et al., 2012).

Figura 5 - Complexos de Pi(ll), onde:
a) cisplatina

b) carboplatina

c) oxaliplatina

d) satraplatina
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Fonte: Do autor.

E estimado que 50-70% dos pacientes com cancer no mundo s&o tratados
com o cisplatina (VACCARQO et al., 2009). Os compostos de platina, sozinhos ou em
combinagcdo com outras moleculas, sdo usados para tratar de 40 a 80% dos
pacientes com cancer, confirmando a importadncia destes compostos para o
tratamento do mesmo, além de encorajar a busca por novos farmacos mais
eficientes (NEVES; VARGAS, 2011).

A maioria dos pesquisadores tém direcionado suas pesquisas para a
obtencdo de complexos que apresentem atividades antitumorais com outros metais
de transicado, trazendo possiveis vantagens em relagdo aos compostos de platina,
tais como a presenca de sitios de coordenacgdo adicionais, alteragcdes na afinidade
do ligante pelo metal e da cinética de substituigdo, mudancas no estado de
oxidagdo, possibilidade de utilizagdo na terapia fotodindmica e a apresentacao de
menores, ou de nenhum efeito toxico (MALINA et al., 2001; CLARKE, 1999).

Complexos formados por vanadio e ligantes organicos geralmente
apresentam baixa toxidez e sdo soluveis em meio aquoso O complexo bis-

(maltolato) oxovanadio (1V) (Figura 6), € um complexo que biomimetiza a insulina e,
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€ 0 unico farmaco administrado, por via oral, com este propdsito e é trés vezes mais
potente que seu sucessor na industria farmacéutica, o VOSO4, administrado por via
intramuscular (BENITE, 2007). Estudos mostram que compostos de vanadio, sao
uteis no tratamento da sindrome da imunodeficiéncia, e também apresentam
atividade antitumoral (CUEVAS et al., 2012).

Figura 6 - O complexo bis-(maltolato)
oxovanadio (1V).
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Fonte: Do autor.

Compostos de vanadio mostraram-se efetivos como inibidores reversiveis da
PTP (proteino-tirosino-fosfatase), in vitro. Desta forma o vanadio aumenta os niveis
de fosfotirosina em varios tipos de células malignas, provocando parada da
proliferacdo celular. Contudo, os mais promissores agentes anti-cancer a base de
metal, candidatos a quimioterapicos em testes clinicos sdo os complexos de Ru(lll)
(SIJA et al., 2014).

Muitos compostos de Ru(lll) possuindo DMSO como ligante, apresentam
destaque na literatura como agentes anticAncer, entre eles estda o composto
conhecido por NAMI, Na{trans-[RuClsim(DMSO)]}, (acrébnimo para New Anti-tumor
Metastasis Inhibitor), que € ativo contra carcinoma pulmonar de Lewis, células de
melanoma de camundongo (B16) e carcinoma mamario(MCA) e possui um efeito
antimetastatico, ndo apresentado pelo cisplatina (SAVA; BERGAMO, 2000; SAVA et
al.,, 1999; BERGAMO et al. 2002). O NAMI-A é derivado do NAMI, [ImH]{trans-
[RuCls(Im)(DMSO)]}, (Figura 7) pela substituigdo do Na* por ImH*, foi o primeiro
complexo de ruténio a entrar em testes clinicos. Estes complexos apresentam uma
baixa toxicidade, ndo mostrando atividade na inibicdo do crescimento de tumores
primarios, assim como ndo exibem citotoxicidade contra células tumorais in vitro,
porém mostram efeito antimestastico que afetar a mobilidade das células cancerosas
(SIJA et al., 2014; SAVA; BERGAMO, 2000; SAVA et al., 1999; BERGAMO et al.
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2002; SAVA et al., 1999). Foi comprovado que o NAMI-A nao exibe citotoxicidade
em células tumorais in vitro, mas sim in vivo, (NAMI-A € um composto que in vitro
apresenta efeitos pro-adesivos que recentemente completou a fase Il dos testes
clinicos (RADEMAKER-LAKHAI et al., 2004).

Estudos de estrutura/atividade demonstraram que a atividade bioldgica do
NAMI-A, esta relacionada a liberacao progressiva de um ou mais ligantes cloretos.
Onde acredita-se que o centro metalico de Ru(lll) sofre redugcdo pela agdo de
biomoléculas como albumina e/ou transderrina do plasma sanguineo, como proposto
pela classica hipétese da “ativacao por reducao”, (Figura 8) (GRAF; LIPPARD, 2012;
FRAUSIN et al., 2005). Dessa forma, postula-se que a atividade antitumoral dos
compostos de Ru(lll) depende da sua reducdo para Ru(ll), de maneira que o
aumento da atividade antimetastdtica do NAMI-A ocorre na presenca das
biomoléculas que atuam como redutores biol6gicos (CLARKE, 2003). Ainda nao esta
totalmente esclarecido se estes compostos exercem sua agao através da interagao
direta com o DNA. Sabe-se, que a alta toxicidade esta relacionada com extensiva
danificacdo ao DNA (MURA et al., 2004; BRABEC; NOVAKOVA, 2006.), e que
complexos de Ru(lll) que sdo mais facilmente reduzidos sado mais citotdxicos
(JAKUPEC et al., 2005).

Figura 7 - Complexos de Ruténio (lll) que apresentam atividade antitumoral onde,
a) Naftrans-[RuCl4Im(DMSO)]} (NAMI);

b) [ImH]{trans-[RuCl4(Im)(DMSO)]} (NAMI-A);

¢) [ImH]{trans-[RuCl4(Im)2]} (ICR);

d) [IndH]{trans-[RuCl4(Ind)2]}(KP1019).Fonte: Do autor.
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Figura 8 - Vias de redugédo de compostos de Ru(lll), dentro e fora da célula.
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O composto KP1019 também foi investigado quanto a suas interagdes com o
DNA, onde observou-se que o mesmo interage com o DNA de maneira semelhante
ao cisplatina, mas com uma intensidade menor em termos de ligacdées cruzadas
DNA-DNA e DNA-proteina, na ordem de 15 vezes menos que as interacbes da
cisplatina (BERGAMO et al., 2012). Outros autores tém sugerido que o KP1019 sofre
ativacao in vivo por meio da reducao de Ru(lll) para Ru(ll), e que esta reducgao
promove interagdes com biomoléculas apdés a aquacdo da ligacdo Ru'"-Cle
alabilizagdo da ligagao Ru'-Cl (PIZZARRO; SADLER, 2009), permitindo a interacdo
com o DNA que pode ser por intercalacao ou por ligacdo de hidrogénio, induzindo
consequentemente a apoptose da célula pelo caminho mitocondrial, gerando
citotoxicidade por Espécies Reativas de Oxigénio, estas interagcbes tém sido
investigadas e nao estdo totalmente esclarecidas (BERGAMO et al. 2009; JAKUPEC
et al., 2008; KAPITZA et al., 2005). Sendo assim, no que diz respeito as interacoes
biolégicas e ao mecanismo de agao investigado por Keppler, o composto KP1019
liga-se a transferrina e apresenta maior efeito citotéxico apos a reducao de Ru (llI)
para Ru (Il), (Figura 8) (BERGAMO et al. 2009).

Complexos de Ru(ll) também tém apresentado potencial atividade anticancer.
Os arenos complexos de Ru(ll), compostos de férmula geral [(n®-areno)Ru(X)(Y)(Z)]
possuem caracteristica de estrutura “piano stool” (Figura 9), os quais tém sido

avaliados quanto as suas propriedades antitumorais. E descrito na literatura que
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quando os ligantes Y e Z coordenam como um ligante quelante, ocorre aumento da
atividade anticancer, porém se os ligantes X, Y e Z sao ligantes monodentados, a
atividade citotoxica contra a linhagem celular A2780 (carcinoma de ovario) nao é
observada (YAN et al., 2005). Neste caso, o ligante areno n® atua como um ligante T
aceptor, conferindo estabilidade aoo arenos complexos no estado de oxidagao IlI.
Somado a isso, a presenca de um ligante quelante X-Y parece fornecer uma
estabilidade adicional para toda a estrutura molecular. O ligante Z € considerado um
“grupo abandonador”, tal como um haleto, proporcionando um sitio de coordenagao
para biomoléculas (Figura 9). Sendo assim, pequenas variagdes nos ligantes X, Y e
Z dos arenos complexos, permitem versatilidade a molécula e a possibilidade de
“ajuste fino” em suas propriedades farmacolégicas (PIZZARRO; SADLER, 2009).

Figura 9 - Estruturas tipicas de arenos complexos de Ru(ll)
de férmula geral [(ns-areno)Ru(X)(Y)(Z)].
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Fonte: PIZZARRO; SADLER (2009).

Outras relagdes a respeito de estrutura/atividadede areno complexos tém
sido estabelecidas. Quando o ligante € etilenodiamina e o grupo abandonador é
cloreto, a citotoxicidade em células de cancer de ovario humano (A2780) aumenta
proporcionalmente com o aumento do tamanho do areno coordenado. Em geral,
areno complexos de Ru(ll) mostram potencial atividade contra células tumorais da
linhagem A2780. Alguns destes complexos sédo tdo potentes como o cisplatina e o
carboplatina (DOUGAN et al., 2006; WANG et al., 2005; AIRD et al., 2002; MORRIS
et al., 2001).

Os arenos complexos de Ru(ll) tem sido extensivamente investigados
quanto as suas interacbes com o DNA, mas estas interacbes normalmente
apresentam carater monofuncional, onde a base de coordenac¢ao do Ru(ll) com a
molécula de DNA pode acontecer no N7 da guanina, ou por ligacdo de hidrogénio

entre uma amina se tiver etilenodiamina quelada ao ruténio (LIU et al., 2006), ou por
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intercalacdo no C60 da guanina quando tiver um ligante bifenil ou derivado de
antraceno (CHEN et al., 2003) A Figura 10 ilustra a forte ligagdo existente entre a
unidade {(n®-areno)Ru(en)}** com um dos nitrogénios da base guanina, assim como
a interacdo do H dos NH; do ligante etilenodiamina com o oxigénio da guanina. O
mesmo nao ocorre com a base adenina, na qual dois grupos NH, se repelem
impedindo a aproximagao do nitrogénio da base (PIZZARRO; SADLER, 2009; CHEN
et al., 2003).

Figura 10 - Interagbes de hidrogénio que promovem ligagao forte da unidade {(n6-
areno)F%u(en)}2+ a guanina e ligagao fraca com adenina.
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Fonte: Do autor.
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3 OBJETIVOS

No presente trabalho o objetivo principal foi o Isolamento e identificacao das

estruturas moleculares dos constituintes quimicos bioativos presentes no extrato

bruto de raizes Caesalpinia var. peltophoroides. Avaliagdo do potencial anticancer e

modificagcdo semissintética, com metais de transicao (Ru, Pt e V), com a finalidade

de otimizar a atividade farmacolégica dos compostos isolados, frente ao alvo

terapéutico de estudo.

Os objetivos especificos do presente trabalho foram:

a)

b)

Obtecéao do extrato de Caesalpinia var. peltophoroides coletadas na cidade de
Alfenas-MG;

Isolamento e identificagdo das estruturas moleculares dos constituintes
quimicos bioativos presentes no extratos da raiz da planta em estudo, através
de métodos cromatogréficos, espectroscopicos usuais (RMN, IV e EM);
Modificagdo semissintética, com metais de transicdo (Ru, Pt e V), com a
fininalidade de otimizar a atividade farmacolégica dos compostos isolados
frente ao alvo terapéutico de estudo;

Caracterizacdo dos mesmos por meio de técnicas de absorcdo na regiao do
infravermelho e UV/Vis, analise elementar, condutividade, voltametria ciclica e
de pulso diferencial e espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de
1H, C13 e 31P{1H};

Obtencao de monocristais e determinagéo estrutural por meio de difracao de
raios X, quando possivel;

Avaliacdo do potencial antitumoral do extrato bruto, das substancias isoladas
a partir da planta estudada, e dos compostos modificados.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

No presente trabalho a parte experimental foi descrita em trés etapas para
melhor compreensdo dos procedimentos e técnicas adotadas. A primeira, etapa
consiste na descrigdo dos métodos fitoquimicos empregados envolvendo a extragao
e isolamento dos compostos da Caesalpinia var. peltophoroides. A segunda etapa
consiste na descricdo dos meétodos envolvidos nas sinteses dos complexos
metalicos (Pt, V e Ru). A terceira etapa envolve a descricdo dos ensaios realizados
frente a linhagens tumorais, avaliacdo do potencial antioxidante e do teor de
fendlicos totais.

4.1 PARTE EXPERIMENTAL 1

4.1.1 Métodos fitoquimicos empregados

Para a obtencao do extrato bruto e suas respectivas particées, proveniente

de raizes da Caesalpinia var. peltophoroides foram necessarias algumas etapas.

4.1.1.1 Coleta e identificagcao:

As raizes da planta foram coletadas na cidade de Alfenas-MG. A extragao
da planta foi realizada pela prefeitura Municipal, em um processo de rearborizagdo
no municipio, posteriormente depositadas no herbario e identificadas por um
profissional capacitado.

A identificagdo botanica foi realizada na Universidade Federal de Alfenas
pelo Professor Dr. Marcelo Polo (Instituto de Ciéncias da Natureza). A espécie foi
catalogada numa exsicata sob o numero UALF-1634 e depositada no herbéario da
Universidade Federal de Alfenas.

4.1.1.2 Secagem
O material vegetal de raizes foi distribuido de maneira uniforme em bandejas

de aluminio da propria estufa. Ap6s o acondicionamento do material vegetal, este foi

submetido ao processo de secagem para a retirada de agua, o que possibilita um



41

maior tempo de armazenamento, por evitar a proliferacdo de microrganismos que
possam degradar os constituintes existentes, ocasionando ao erro de posterior
analise. A secagem foi realizada em estufa com circulacao de ar por 72 horas em

temperatura padrdo de 45°C.

4.1.1.3 Trituracao

Com o intuito de preparar o material vegetal para a retirada de seus
constituintes quimicos, realizou-se a trituragdo para que houvesse uma maior
superficie de contato possibilitando o arraste eficaz pelo solvente adotado. Para a
trituracao foi utilizado moinho de facas onde o maior tamanho de particulas foi de 3
mm, de acordo com as especificagdes da peneira utilizada.

4.1.1.4 Pesagem

A fim de conhecer o rendimento de extrato a partir da massa de material

vegetal, toda massa utilizada foi pesada para o subseqlente calculo do rendimento.

4.1.1.5 Maceracao

A maceracdo € um dos procedimentos empregados para retirar 0s
constituintes quimicos existentes em plantas nos estudos fitoquimicos. A técnica
adotada faz utilizacao de EtOH para a solubilizagdo das substancias presentes. O
EtOH possui vasta afinidade e consegue arrastar inUmeras classes de compostos.
Foram realizadas quatro maceragdes, adotadas como padrdo, para os constituintes.
A solugdo constituinte/etanol foi concentrada em rota-evaporador, originando o
extrato bruto etandlico (E.B.E.) de raiz.

4.1.1.6 Particionamento

O particionamento (liquido-liquido) € uma estratégia muito importante para
separar substancias de mesma polaridade, e tem como funcéo iniciar o trabalho de
isolamento dos constituintes quimicos e avaliar atividades farmacol6gicas para os

extratos e de suas particoes de forma preliminar. Portanto para o extrato de raizes
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de Caesalpinia pluviosa var. peltophoroides foi particionado. Os solventes adotados
foram hexano, acetato de etila, etanol e butanol como procedimento padrao.
Metodologia para obtencao das fracoes hexanica, acetato etilica, butandlica e
hidro-alcodlica (particao liquido-liquido).

A realizacdo da particdo liquido-liquido, do extrato bruto etandlico dos
constituintes botanicos de Caesalpinia var. peltophoroides foi realizada com a
suspensao em solucao EtOH/H.O (1:2), transferido para um funil de separagdo com
capacidade adequada para a realizagdo da técnica. Apos a suspensdo do extrato
em EtOH/H,0O foram adicionados:

a) Hexano (3X), para a retirada de compostos apolares, caracteristicos dessa
fase;

b) Acetato de Etila (3X), para a retirada de compostos que possuam polaridade
intermediéria;

c) Butanol (3X), para a retirada de compostos que possuam polaridade
intermediéria a elevada;

d) Concentracdo da torta remanescente (EtOH/H.O), onde compostos de
elevada polaridade estarao presentes.

Os volumes padroes de solventes utilizados foram de EtOH:H,O
(250:500mL), Hexano (400mL) e Acetato de Etila (400mL), em cada uma das 3
repeticdes, visando o esgotamento das substancias presentes na fase, que
apresentem afinidade ao sistema de particdo. Estes valores correspondem a uma
particao realizada com 100g de material vegetal. Para maiores valores ou menores
valores, o volume aplicado foi proporcional a metodologia adotada. Cada extrato
bruto proporcionou trés particoes que foram codificadas como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Codificagdo dos constituintes botanicos de Caesalpinia var. peltophoroides.

FRACAO CcODIGO SIGNIFICADO DOS CODIGOS
HEXANO ERFHex EXTRATO DA RAIZ — F. HEXANICA
ACETATO ERFAC EXTRATO DO RAIZ — F. ACETATO

HIDROALCOOLICA  ERFET EXTRATO DA RAIZ — F. HIDROALCOOLICA
BUTANOLICA ERFBUT EXTRATO DA RAIZ — F. BUTANOLICA

Fonte: Do autor
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4.1.1.7 Liofilizagao

A liofilizacao é amplamente aplicada ao tratamento de extratos de plantas,
que com a sublimacao remove agua presente no produto congelado, seja extrato ou
substancia. A maioria dos extratos de plantas tem em sua constituicdo substancias
que podem ser convertidas ou degradadas pela acao de temperatura elevada. Uma
vez que a analise de constituintes quimicos pode ser prejudicada, devido a auséncia
de conhecimento das propriedades fisicas e quimicas dos compostos presentes na
matriz vegetal foi utilizado o método de liofilizagdo que foi realizado em um
liofilizador L101 da Liotop durante 72hs a uma temperatura média de -50°C e a uma
pressao média de 340 uHg.

4.1.1.8 Cromatografia em coluna (CC):

Utilizou-se silica Gel 60 - 70 a 230 Mesh (0,063 — 0,200 3m) ou 230 — 400
Mesh (0,200 — 0,360 3m) ASTM da Macherey-Nagel. As especificacdes da coluna
seguem na realizacao dos experimentos, sendo diferentes para cada caso.

Utilizou—se Sephadex LH-20 Sigma-Aldrich para a purificagdo dos
compostos isolados.

4.1.1.9 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para a realizacao de CCD, foram utilizadas placas de vidro com 0,25 mm de
silica gel 60 G Merck, com indicador de fluorescéncia UV-254. O Agrupamento das
fracoes obtidas foi realizado de acordo com o padrdo de eluicdo de cada fragédo
recolhida no procedimento de cromatografia em coluna, ap6s a utilizacdo de
reveladores especificos.

4.1.1.10 Solventes para eluicao

Para a eluigédo, tanto em cromatografia em coluna, quanto em cromatografia
em camada delgada, com silica, foram utilizados os solventes Hexano (puro),
Hexano/Acetato de Etila (mistura), Acetato de Etila (puro), Acetato de Etila/Metanol

(mistura). As proporgdes de cada coluna sao explicitas em cada experimento
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separadamente.Para a eluicdo em Sephadex, utilizou-se apenas Metanol em todos
0S Casos.

4.1.1.11 Reveladores

Como reveladores foram utilizados luz ultravioleta (A = 254 ou 365 nm);
Vanilina sulfurica: solugéo 1:1 (v/v) de vanilina a 1% em etanol com solugéo de &cido
sulfarico a 3% (v/v) em &gua destilada, borrifada na superficie da placa
cromatografica apds a eluicdo e submetida a aquecimento.

4.1.2 Massa de material vegetal e rendimento de particoes

Os constituintes botéanicos de Caesalpinia var. peltophoroides, coletadas na
cidade de Alfenas-MG, foram submetidos a maceragdo em EtOH. A massa referente
aos extratos etandlicos (EBE) e suas respectivas particdes obtidos de raizes estédo

representados na Tabela 2 e Tabela 3.

Tabela 2 - Rendimento para extrato bruto de Caesalpinia var. peltophoroides

CONSTITUINTE MATERIAL E.B.E (g) RENDIMENTO
VEGETAL (g) (%)
RAIZ 2313 233,2 10,08

Fonte: Do autor.

Tabela 3 - Rendimentos para particbes obtidas das particées de Caesalpinia var. peltophoroides
CONSTITUINTE | E.B.E. PARTICOES (g) | RENDIMENTO
o
RAIZ 233,29 )
HEXANICA 15 6,43
ACETATO 88,8 38,07
BUTANOLICA 57 24,03
HIDRO 71 30,00
ALCOOLICA

Fonte: Do autor.
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4.1.3 Isolamento do acido galico e galato de propila

Ap6s o fracionamento do extrato bruto de raizes de Caesalpinia var.
peltophoroides, uma massa de 20g da fracdo acetato de etila (EBRAc) foi submetida
ao processo de cromatografia em coluna para isolamento dos seus constituintes.
Todas as aliquotas recolhidas foram concentradas em um evaporador rotativo com
pressdo reduzida e temperatura de 45°C. E o processo foi acompanhado por
cromatografia em camada delgada analisada em camara de UV de A = 254 e 365 nm

para o agrupamento das fragdes obtidas.

4.1.3.1 Coluna da fracao acetato de raizes de Caesalpinia var. peltophodoires
(CERFAC)

Dados Gerais utilizados no processo de cromatografia em coluna.
Massa de Amostra: 20g
Silica Gel: 1299
Diametro da Coluna: 11,5cm
Altura de Silica: 26,5cm
Inicio: Hexano 100%
Fracdes: 250mL
A coluna foi eliida com misturas de hexano; acetato e metanol com gradiente
crescente de polaridade. As misturas utilizadas estédo citadas abaixo.
Solventes e proporcoes:
Hexano 100%
Hexano/Acetato — 1:1
Acetato 100%
Acetato/Metanol — 9:1
Metanol 100%
Na Figura 11 é demonstrado o fluxograma das etapas do processo de
cromatografico em coluna para a fracdo acetato proveniente do extrato bruto de
raizes de Caesalpinia var. peltophoroides (CERFAc), com os solventes adotados e

suas proporgoes.



Figura 11 - Fluxograma demonstrando as etapas do processo de
cromatografia em coluna para a fragdo acetato

proveniente do extrato bruto de raizes de Caesalpinia
var. peltophoroides
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Fonte: Do autor
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Do processo cromatografico descrito acima na Figura 11, as seguintes fracoes
foram agrupadas:
1-10
11-14
16-20
21-23
24-26
27-34
35-38
39-44
45-51
52-68

Dentre as fragbes agrupadas, a fragdo que se mostrou mais promissora e

como uma massa consideravel (420mg) foi a fragdo de 1-10, que apresentou apenas
cinco manchas na cromatografia em camada delgada. Essa fracédo foi submetida a
uma etapa de purificagdo em coluna de Sephadex (Figura 12).

4.1.3.2 Coluna da fragao 1-10 recolhida da particdo acetato de raizes de Caesalpinia

var. peltophodoires

Dados Gerais utilizados no processo de cromatografia em coluna.
Massa de Amostra: 420mg

Sephadex: 100g

Diametro da Coluna: 9,5cm

Altura de Sephadex: 32cm

Solvente: Metanol

Fragbes: 10mL



48

Figura 12 - Fluxograma demonstrando a obtencdo da substancia 1 e 2 proveniente do extrato
bruto de raizes de Caesalpinia var. peltophoroides (CERFAc 1-21; 22-22) em
Sephadex.
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Metanol
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Fonte: Do autor.
4.2 PARTE EXPERIMENTAL I
4.2.1 Sintese dos complexos
4.2.1.1 Atmosfera de argbnio
As preparagdes dos complexos foram feitas sob atmosfera de argbnio, o qual
foi tratado por um sistema de colunas contendo: silica gel, cloreto de calcio e

catalisador do tipo BTS-R-11.9 (Fluka Chemika), sendo que a ultima foi mantida a

60°C para o catalisador permanecer ativado.
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Estes procedimentos sdo necessarios para desoxigenar e secar 0 gas
comercial de procedéncia White Martins ou Aga.

4.2.1.2 Solventes

Todos os solventes passaram por processos de purificacdo segundo os
métodos usuais da literatura. Os principais solventes utilizados foram: acetona,
cloroférmio, diclorometano, éter etilico, metanol e hexano.

4.2.1.3 Reagentes quimicos

Utilizou-se tricloreto de ruténio hidratado (RuCl3.3H20), acetilacetonado de
vanadio IV [VO(acac)y], platina, trifenilfosfina, 1,4-bis(difenilfosfina)butano e

perclorato de tretrabutilaménio (PTBA) de procedéncia Aldrich.

4.2.2 Instrumentacao

4.2.2.1 Microanalise

As andlises elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos compostos
sintetizados foram realizadas em um analisador CHN modelo EA 1108 da FISONS,

no laboratoério de microanalise do Departamento de Quimica da UFSCar.

4.2.2.2 Espectroscopia vibracional de absor¢ao na regido do infravermelho

Os espectros vibracionais de absor¢cdo na regido do infravermelho foram
obtidos em nosso laboratorio utilizando-se um espectrofotémetro BOMEM
MICHELSON FT MB-102, na regido compreendida entre 4000 e 200 cm-1,
utilizando-se a técnica de pastilha e com as amostras sendo diluidas em KBr (Merck
P.A.). Este foi mantido em estufa a 120 °C e previamente triturado antes de ser
utilizado.
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4.2.2.3 Espectroscopia de absorcao na regiao do ultravioleta-visivel

Os espectros eletronicos foram obtidos em nosso laboratério utilizando-se um
espectrofotdmetro UV/Vis-NIR-Varian-Cary 500. Os compostos foram preparados
em CHCl, de modo a se obter solugdes de concentracdo da ordem de 1,0 x 10
mol/L. As medidas foram feitas em cubetas com caminho 6ptico de 1 cm na faixa de
200 a 800 nm. Os maximos de absorcdo e os valores de absortividades molares
foram determinados diretamente dos espectros.

4.2.2.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H, *C {'"H} e *'P {'H}

Os espectros de Ressonancia magnética nuclear foram obtidos em
espectrometro BRUKER DRX 400 MHz e/ou ARX 200 MHz pertencentes ao
Departamento de Quimica da UFSCar.

Para os espectros de RMN de 'H utilizou-se o solvente CDCl; e os
deslocamentos quimicos foram determinados em relagcéo ao tetrametilsilano (TMS).
Para as amostras de RMN ®'P{'H} utilizou-se solventes ndo deuterados, com um

capilar (45 mm de comprimento por 1 mm de didametro interno) contendo D,O.
4.2.2.5 Voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial

Os voltamogramas ciclicos e voltamogramas de pulso diferencial foram
obtidos empregando-se um potenciostato BAS-100B. Fez-se as medidas em uma
célula eletroquimica de vidro, com capacidade para 3 mL, confeccionada na oficina
de vidraria do departamento de Quimica da UFSCar. Utilizaram-se trés eletrodos:
um de referéncia Ag/AgCl em solugcédo 0,1 mol/L de PTBA em CH.Cl, mantido no
interior de um capilar de Luggin-Haber; e os eletrodos de trabalho e auxiliar
constituidos de tarugos de platina. As solugdes eletroliticas (PTBA - 0,1 mol/L em
CH.Cl,) foram preparadas de modo a se obter concentragdes da ordem de 1 x 107
mol/L.
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4.2.2.6 Condutividade molar

As medidas de condutividade molar foram realizadas utilizando um
condutivimetro MICRONAL modelo B-330 equipado com cela de platina com
constante igual a 0,089 cm™, utilizando-se as solugdes com concentracdes iguais a
1,0 x 10 mol/L em acetona.

4.2.3 Sintese dos complexos de precursores

Os precursores [mer-[RuCls(dppb)(H20)], [VO(acac)s] e [Pt(Cl)2(PPhs)2]
utilizados na coordenagdo do galato de propila, sdo compostos ja descritos na
literatura (BARBOSA, 2007). Estes s&o utilizados e foram desenvolvidos no
laboratorio LERCI- UFSCar, onde as sinteses foram realizadas.

4.2.3.1 [RuCl»(GP)(dppb)]

O complexo [RuClx(GP)(dppb)] foi sintetizado da seguinte maneira: em um
baldo de duas bocas contento 20 mL de metanol previamente deaerado e 20 pL de
trietilamina dissolveu-se 0,05 g do GP ( 2,3 X 10* mmol). Em seguida foram
adicionados 0,100 g (1,5 X 10™* mmol) do precursor [RuCls(dppb)(H20)]. A reagdo
permaneceu em agitacdo por duas horas. Apds este periodo o composto foi
rotaevaporado até aproximadamente 1 mL, e em seguida 15 mL de &agua
previamente deaerada foram adicionados promovendo a precipitacdo de um sélido
azul intenso. O composto obtido foi seco em dessecador. A massa pesada foi 0,103
g e o rendimento foi de 83,0 %.

4.2.3.2 [VO(GP).]

O complexo [VO(GP),] foi sintetizado da seguinte maneira: em um baldo de
duas bocas submetido a atmosfera inerte de argénio, contento 20 mL de metanol
previamente deaerado dissolveu-se 0,05 g do GP (2,3 X 10* mmol). Em seguida

foram adicionados 0,100 g (3,8 X 10* mmol) do precursor [VO(acac)z]. A reagdo
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permaneceu em agitacdo por 30 minutos. Apds este periodo o composto foi
rotaevaporado até completa secagem. O composto apresentou coloracdo azul
intensa. O composto obtido foi seco em dessecador, a massa pesada foi 0,345 g e o

rendimento foi de 94,7%.
4.2.3.3 [P1(GP)(PPh3)2]

O complexo [Pt(GP)(PPhs),] foi sintetizado da seguinte maneira: em um baldo
de duas bocas contendo 20 mL - 1:1 (metanol / diclorometano) previamente
deaerados, dissolveu-se 0,022 g do GP (1,0 X 10* mmol). Em seguida foram
adicionados 0,08 g (1,2 X 10™ mmol) do precursor [Pt(Cl)2(PPhs)s]. A reagédo
permaneceu em agitacdo por 24 horas, em aquecimento. Apéds este periodo o
composto foi rotaevaporado até aproximadamente 1 mL e em seguida 15 mL de
agua previamente deaerada foi adicionada promovendo a precipitagdo de um soélido
amarelo. O composto obtido foi seco em dessecador. A massa pesada foi 0,020 g e

o rendimento foi de 22,2 %.
4.3 PARTE EXPERIMENTAL Il

Como mencionado acima, a terceira etapa envolve a descricao dos ensaios
biol6gicos como: avaliagdo do potencial antioxidante e do teor de fendlicos totais do
extrato bruto de raizes de Caesalpinia var. peltophoroides, avaliagdo antitumoral do
biflavondide 5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-3-(3-(2,4-dihidroxifenil)-1-(4-hidroxifenil)-3-
oxopropil)-4H-cromen-4-ona.

Avaliagdo antitumoral dos complexos [Ru(GP)(dppb)(Cl)], [VO(GP);] e
[Pt(GP)(PPh3)a.

4.3.1. Determinacao da atividade antioxidante e fendlicos totais do extrato
bruto de Caesalpinia var. peltophoroides
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4.3.1.1 Determinacao da atividade antioxidante

Com intuito de avaliar o poder antioxidante dos constituintes de Caesalpinia
var. peltophoroides foram realizados os testes antioxidantes por DPPH' e fendlicos
totais para mensurar, respectivamente a atividade sequestrante de radicais DPPH" e
quantificar os compostos fendlicos existentes em cada constituinte da planta.

4.3.1.1.1 Teste DPPHe

O teste antioxidante por DPPH® é utilizado para demonstrar a atividade
sequestrante de radicais livres (ASRL) através da estabilizacado do radical 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil. Quando este radical € neutralizado por um agente antioxidante, sua
absorbancia natural em A=517nm sofre decréscimo em fung&o do aumento da ASRL
da amostra, podendo se transformar em uma solugdo violeta-claro a amarela,
indicando a estabilizagao total do radical. A quantidade de DPPH® removida do meio,
acompanhada pela diminuicdo na absorbancia da solug¢ao do radical, é proporcional
a atividade sequestrante (scavenging) da amostra, sendo possivel, portanto, assumir
gque o consumo de DPPH® é equivalente a capacidade antioxidante pelas
substancias presentes na amostra (ESPIN, et al., 2000).

Metodologia para o teste DPPH’ e preparacao das amostras

O teste foi realizado segundo a metodologia de Yen (2005), com algumas
modificagdes. A faixa de concentracdo média adotada abrange 12,5 ppm até 100
ppm. Para evitar degradacédo do radical DPPH®, o teste foi realizado em tubos de
ensaio envoltos por papel aluminio, tampados e devidamente etiquetados com os
cédigos das particbes e as concentragcbes trabalhadas. As amostras foram
preparadas a partir de cinco miligramas solubilizadas em 50 mL de EtOH, gerando
uma solucdo mae de 100 ppm para cada particao. Diluicbes foram realizadas para
obter concentragdes de 50 ppm, 25 ppm e 12,5 ppm. Em seguida, foram pipetados 4
mL de cada uma das solu¢cdes padrdes aos tubos de ensaio e 1 mL da solugao 0,5
mmol/L de DPPH®, em triplicata, aguardando-se trinta minutos para a leitura em

espectrofotdmetro no comprimento de onda de 517 nm. Apds a leitura, os dados
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foram tratados matematicamente, onde a média da absorbancia foi tratada com a

férmula, resultando na porcentagem de neutralizacao de radicais livres.

Preparacao do (2,2-difenil-1-picril hidrazil) DPPH*

O DPPH® é um radical fotossensivel, portanto, foi preparado em béquer isolado
tendo seu volume acertado em baldo volumétrico na concentragéo de 0,5 mmol/L.
Uma solugcéo de 100 mL foi preparada para a realizacdo do teste, onde a massa de
20 mg de DPPH" foi utilizada.

Preparacao dos padroes antioxidantes adotados para o teste

Os padrbes para comparacao da atividade antioxidante dos constituintes de
Caesalpinia var. peltophoroides foram Acido Ascérbico (AA) e Butil-Hidroxi Tolueno
(BHT), preparados com 5mg de cada, gerando a solugdo mae em EtOH de 100 ppm,
também diluidas para produzir solugdes de 50, 25 e 12,5 ppm.
Calculo da atividade antioxidante dos constituintes de Caesalpinia var.
peltophoroides:

A equacéo utilizada para o célculo da atividade antioxidante foi:

0g Atividade 4. oxidante

Abser@ncia (Brance) — Abserbancia (Amoestra)
&

100

Absarbéncia (Branca)

Mostrando os resultados em % de atividade antioxidante, comparada aos
padrées adotados e ao branco, que foi preparado em triplicata com todos os
componentes menos as amostras das particées e padroes.

Preparacao das amostras para o teste

As solugdes das particoes hexano, acetato de etila e hidroalcoodlica foram
preparadas na mesma faixa de concentracdo adotada para o DPPH®, pesando-se 5
mg de amostra, solubilizados em 50 mL de EtOH, produzindo uma solugao mae de
100 ppm, sendo diluida para a formacdo das demais, assim como para os padrées
AA e BHT.
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4.3.1.1.2 Determinagédo dos fendlicos totais

O teste adotado para Fendlicos Totais consiste na reducao do Molibdénio e
Tungsténio do reagente Folin-Ciocalteau com numeros de oxidacdo +6 para +5,
quantificando em equivalentes de acido galico, a concentracdo total de compostos
fendlicos nos extratos trabalhados. Os acidos do reagente Folin-Ciocalteau
apresentam coloracdo amarela, passando a absorver no comprimento de onda de
A=750nm, apresentado uma coloracdo azulada quando reduzidos. Quanto maior a
absorbancia neste comprimento de onda, maior a concentracdo de compostos
fendlicos capazes de reduzir os metais.

Metodologia para o teste Fendlicos Totais: Segundo a metodologia
adotada, descrita por SOUZA et al. (2007), com algumas modificacdes, seguiu-se 0s
seguintes passos: a) 7,5 mg da amostra foram solubilizados em MeOH, tendo seu
volume acertado para 50 mL, produzindo uma solugdo mae de 0,15 mg/mL; b) a
uma aliquota de 100 pyL da solugdo mae foram adicionados 500 uL de Folin-
Ciocalteau e 6 mL de &gua; c) ap6s 1 minuto, adiciona-se 2mL da solugdo Na,COsg;
d) apo6s 30 segundos, acerta-se o volume da solugao para 10mL; e) A solucao deve
permanecer em repouso por 2 horas tendo sua leitura realizada em A=750nm. Foram

utilizadas cubetas de acrilico.

4.3.2 Avaliacao in vitro da atividade antitumoral

4.3.2.1 Linhagens celulares e condi¢Oes de cultura

Foram utilizadas nesses estudos seis linhagens de células tumorais:
carcinoma do pulmdo humano (A549), carcinoma da mama humano (MCF-7 e
Hs578T), carcinoma hepatocelular de camundongo (HTC), carcinoma hepatocelular
humano (HepG2) e Giloma humano (U251). As culturas de células foram mantidas
em DMEM (Dulbecco Modified Eagle Médium Minimo Essencial, Sigma, CA, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal de bovino (Vitrocell, Campinas, Brasil). As
células foram cultivadas em 37°C incubadora umidificada contendo 5% de COs..

4.3.2.2 Ensaio de viabilidade celular determinada por ensaio colorimétrico (MTS)
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As células foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 5 x
10° ou 1 x 10* células/pogo dependendo a linhagem celular considerada. As células
foram tratadas por 48h com os diferentes compostos em concentracbes que
variaram de 25 a 200 pg/mL A viabilidade celular foi determinada por ensaio
colorimétrico (MTS) usando o Kit CellTiter 96®AQueous Non-Radioactive Cell
Proliferation Assay (Promega). O método baseia-se na conversdo, via
desidrogenases, do sal [3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5 - (3-carboximetoxifenil) -2 - (4-
sulfofenil-2H-tetrazdlio] em formazano, um composto solUvel em meio aquoso que
absorve luz a 490 nm (CORY et al., 1991). A quantidade de formazano produzida é
diretamente proporcional ao numero de células metabolicamente ativas. Os valores
de absorbancia de amostras tratadas foram comparados com os valores de
absorbéancia obtidos nas amostras controles. Os experimentos foram conduzidos em
triplicatas e os resultados apresentados sdo correspondentes a meédia + desvio
padrdo. Os valores de ICs5o foram obtidos a partir de curvas de regressdo usando o
Software GraphPad®. A cisplatina, um medicamento altamente citotoxico, utilizada

em quimioterapia foi utilizada como controle positivo.
4.3.2.3 Andlise do ciclo celular

Apoés o tratamento, as células foram colhidas, lavadas com solugéo salina
tamponada com fosfato (PBSA) e fixadas em 70% de metanol a 4 °C durante a
noite. Apds a lavagem (duas vezes) com PBSA frio, as células foram suspensas em
solugéo de corante [PBSA contendo 30 ug / mL de iodeto de propidio (Pl) e 3 mg /
mL de ARNase]. DNA foi quantificado usando um citbmetro de fluxo (Guava
easyCyte, Millipore) apés 1 h de coloragdo. Os dados mostraram que séao

representativos de trés experimentos independentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Triagem inicial do extrato bruto e de suas respectivas particoes

5.1.1 Avaliacao da atividade antioxidante

Inicialmente foi realizado o teste antioxidante com o extrato bruto da raiz da
Caesalpinia var. peltophoroides, onde resultados significantes quanto a porcentagem
de ASRL comparados aos padrées AA e BHT foram observados. Tendo
conhecimento dessa atividade, os testes em suas respectivas particdes foram
realizados. Dentre as particdes analisadas, foi possivel observar que a de acetato e
butanédlica mostraram-se ativas em menores concentra¢cées quando comparadas aos
padroes AA e BHT, apresentando os menores valores de absorbancia em 517 nm,
tal fato, indica uma maior neutralizacdo do radical DPPH®, em contraste com a
particao hexanica, como pode ser observado na

Tabela 4.

Tabela 4 - Dados de absorbancia obtidos através da leitura em 517nm da avaliagdo sequestrante de
radicais DPPH+ dos extrato bruto de Caesalpinia var. peltophoroides, e suas respectivas
particbes e dos padroes AA e BHT.

Concentracao 1,56 3,125 6,25 12,5

(ppm)

ERBRUTO 31.321+1,66 52.381+0,51 69.517+0,86 84.943+1,81

ERFHEX 0.7380,35 3.588+0,58 8.551+0,80 12.676+0,88

ERAC 34.272+0,91 57.210+0,45 76.459+0,60 87.45810,55

ERFBUT 44.199+1,26 54.795%0,65 64.487+0,76 78.169%0,70

ERFET 12.240+0,68 24.782+1,64 52.381+1,54 82.126+0,38

AA 31.891+4,77 45.70813,68 71,060%1,23 96.814+0,82

BHT 10.463%3,33 27.29715,10 35.312+2,04 69.484+1,02

Fonte: Do autor.

Os resultados apresentados nos graficos a seguir (Figura 13) séao

interpretados de acordo com a porcentagem de inibicdo de radiais DPPHe em

solucéo, de acordo com a férmula supracitada.
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Figura 13 - Porcentagem de inibi¢gao de radicais DPPH+ dos extratos bruto da raiz de
Caesalpinia var. peltophoroides, e suas respectivas partigbes nas
concentragdes de 12,5; 6,25; 3,125 e 1,56 ug/mL no teste de antioxidante.
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Fonte: Do autor.

Os valores de ICso foram obtidos pela regressdo nao linear dos dados de
cada fracao, admitindo os valores oriundos da equacdo de reta para cada caso,
onde o eixo “y” representa a atividade (%) e 0 eixo “X” representa a concentracao

(ug/mL). Os valores de ICs obtidos sdo demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Concentragdo inibitéria média (Clsy) do extrato bruto Caesalpinia var. peltophoroides e de
suas respectivas particdes, pelo teste antioxidante por DPPHe, obtidos por regressao nao
linear, com os respectivos desvios padrdes.

Amostras Valor de IC5¢ ug/mL

Extrato Bruto 3,045% 0,033
ERFHex 1483,560+ 140,561

ERFAc 1,840+ 0,595
ERFBut 2,582+ 0,036
ERFHalc 5,441+ 0,086
AA 1,814+ 0,47
BHT 7,096+ 0,606

Fonte: Do autor.

A partir dos resultados obtidos na Tabela 5 é possivel estabelecer que a
atividade sequestrante de radicais livres das fracdes ERAc e ERFBut é elevada, pois

apresentaram valores de ICso proximos ao padrao AA, tornando interessante o
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isolamento dos constituintes existentes nessas fracées e a posterior realizacdo dos
testes farmacolégicos onde a atividade antioxidante seja essencial no combate aos

radicais livres gerados nos processos bioquimicos.

5.1.2 Determinacao da porcentagem de compostos fendlicos

O teste se baseia na interpolacao dos resultados de leitura em UV-vis, obtidos
experimentalmente das amostras a serem quantificadas com a curva analitica do
acido galico, adquirida experimentalmente, que fornece a equagéo da reta para o
célculo (Tabela 6).

Tabela 6 - Resultado de Absorbancia em 750nm para as solugbes formadoras da curva analitica do
acido galico, nas concentragdes de 0 até 200 pg/mL.

(CONC.
ug/mL) Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 MEDIA
0 0,03 0,029 0,03 0,030
10 0,041 0,041 0,041 0,041
20 0,062 0,061 0,062 0,062
40 0,097 0,097 0,097 0,097
60 0,141 0,152 0,16 0,151
80 0,18 0,175 0,185 0,180
100 0,215 0,214 0,215 0,215
120 0,262 0,259 0,261 0,261
140 0,318 0,31 0,317 0,315
160 0,329 0,333 0,353 0,338

Fonte: do autor.

Curva analitica do Acido Galico

A curva de calibracao foi elaborada com 12 pontos de 0 até 200 pg/mL, em
triplicatas, tendo como resultado um coeficiente de determinagdo de R®=0,9978. A
equacao da curva de calibragéo foi A = 0, 002C + 0, 0218, onde A é a absorbancia e
C, a concentracao de acido gélico (Figura 14).
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Figura 14 - Curva analitica obtida ap6s a plotagem dos dados de absorbancia das solugdes
padroes de acido gélico nas respectivas concentragées para a obtengdo do
coeficiente de determinagao.

0,5
0,45 v=0,002x+ 0,021
0.4 R*=0,997
\ P *>
0,35 ‘_
0.3 »

0,25 v
* + AB5 750nm

Abs

0,2
0,15 */‘/ —— Linear (AB5. 750 nm)

0,1 A
1]

0 50 100 150 200

Concentragdo (ug/mL)

Fonte: Do autor.

Os resultados obtidos na determinacao dos fenois totais (FT) pelo método
Folin-Ciocalteu, expressos como equivalentes de acido galico (EAG) por grama sao
apresentados na Tabela 7. O extrato bruto e suas respectivas particbes de raizes
Caesalpinia var. peltophoroides é rica em compostos fendlicos, mostrando
concentragbes significativas, presentes assim como descrito para outras
representantes da familia (ZAMBLE et al., 2008; JUN, et al., 2008).

A fracdo acetato de Caesalpinia var. peltophoroides, apresentaram uma
maior concentracdo de compostos fendlicos, em relacdo as fragdes hidroalcodlica,
butandlica e hexanica, que cujo a ultima apresentou a menor concentragao devido a
caracteristica apolar do solvente (MILANI et al. 2012).

A maior concentracdo de compostos fendlicos na fracao acetato justifica o
menor valor do ICsy encontrado no teste de ASRL, uma vez que os compostos
fendlicos sdo conhecidos na literatura por apresentar uma potente atividade
antioxidante (SOARES, 2002).
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Tabela 7 - Valores de Absorbancia resultante em 750 nm para o teste FENOLICOS TOTAIS e
Porcentagem de compostos fendlicos para o extrato de Caesalpinia var. peltophoroides
e suas respectivas particoes. Resultado apresentado em equivalentes de acido galico.

EXTRATOS 1 2 3 MEDIA | RESULT. | mg/g % DESVIO
Hexano 0,098 0,097 0,095 0,123 37.433 338,444 33,844 0,001
Acetato 0,191 0,191 0,191 0,191 84,600 564,000 56,400 0,000
Butandlica 0,15 0,149 0,148 0,149 63,600 424,000 42,400 0,001

Hidroalcodlica 0,142 0,137 0,137 0,139 58,433 389,556 38,956 0,003
Extrato Bruto 0,174 0,174 0,175 0,174 76,267 508,444 50,844 0,001

Fonte: Do autor.

5.1.3 Atividade antitumoral

5.1.3.1 Viabilidade celular

5.1.3.1.1 Viabilidade celular do extrato bruto de raizes de Caesalpinia Petophoroides
determinada por ensaio colorimétrico (MTS)

Os resultados mostraram que o extrato bruto de raizes de Caesalpinia
(EBRC) foi eficaz na reducdo da viabilidade das células de forma dependente da
concentracdo em todas as linhagens celulares estudadas (HTC, MCF7, Hs578T e
A549). A Figura 15 mostra a reducdo drastica da viabilidade celular em culturas
tratadas com EBRC em concentracées superiores a 100 uM. Dentre as linhagens
celulares estudadas a hepatocarcionoma (HTC) e de cancer de pulméo (A549) foram
as que apresentaram uma maior capacidade de resposta ao tratamento. Os
resultados indicaram que ERBC tem uma potencial atividade anti-proliferativa em
células HTC e A549.
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Figura 15 - Viabilidade celular em culturas tratadas com EBRC em concentragdes de 5 a

200 pgL.
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Fonte: Do autor.

5.1.3.1.2 Viabilidade celular do biflavondide, determinada por ensaio colorimétrico
(MTS)

Para o composto (Figura 16) isolado do caule de Caesalpinia var.
peltophoroides por ZANIN 2012, foram realizados testes de atividades
antiproliferativas/citotoxico, em quatro linhagem de células de tumor (carcinoma do
pulmdo humano (A549), carcinoma da mama humano (MCF-7 e Hs578T) e
carcinoma hepatocelular de camundongo (HTC), a fim de conhecer a atividade
antitumoral do composto, uma vez que este composto também se encontra presente

nas raizes de Caesalpinia var. peltophoroides.
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Figura 16 - Estrutura Quimica da substancia 5,7-dihidréxi-2-(4-hidréxifenil)-3-(3-(2,4-
dihidroxifenil)-1-(4-hidroxifenil)-3-oxopropil)-4H-cromen-4-ona, isolada do
caule de Caesalpinia var. peltophoroides,

Ho A 0,

AN 1'\:“4
7 ‘ l 6'
= 3
\F \IFR
OH 0

Fonte: ZANIN (2012).

Os resultados mostraram que a biflavonéide foi eficaz na reducdo da
viabilidade das células de uma forma dependente da concentragdo em todas as
linhas celulares estudadas (HTC, MCF7, Hs578T e A549). A Figura 17 mostra a
reducdo drastica da viabilidade celular em culturas tratadas com Caesalpinioflavona
em concentragdes superiores a 40 puM. Dentre as linhagens celulares estudadas a
Linhagem de células de hepatocarcinoma (HTC) foi a que apresentou maior
capacidade de resposta ao tratamento (valor de IC50 = 48 +1,60 uM). Quando as
células de HTC foram tratadas sob as mesmas condigbes, com o cisplatina, um
potente agente anticancer, o valor de ICsy encontrado foi de 32,53 +1,49 uM. Os
resultados indicam que Caesalpinioflavona tem uma potencial atividade anti-
proliferativa em células HTC. Nos ultimos anos foram relatados que diferentes
flavondides exercem a inibicao do crescimento e / ou atividade citotéxica em linhas
de células de carcinoma hepatocelular (LIANG et al, 2012;. YANG et al, 2011).
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Figura 17 - Viabilidade celular em culturas tratadas com Caesalpinioflavona em concentragdes
superiores 40 pM.
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Fonte: Do autor.

As imagens obtidas por microscopia de contraste de fase (Figura 18) mostram
as caracteristicas morfolégicas das linhagens celulares estudadas. As imagens
evidenciam claramente menor densidade celular do que em culturas tratadas com
culturas de controle. Resultados semelhantes foram obtidos por YOU et al. (2013).
Por fim, foi realizada a andlise do ciclo celular para investigar se este evento é
consequente de indugdo de morte celular ou a parada do ciclo celular. Assim, as
culturas foram tratadas com o biflavonéide a 40 uM e 80 uM e as amostras foram
analisadas por citometria de fluxo. Os resultados mostraram que os efeitos do
biflavonoide sobre a progressdo do ciclo celular é uma forma dependente da

concentragao e é ainda varia dependendo do tipo de célula considerado (Figura 19).
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Figura 18 - Caracteristicas morfolégicas das linhagens celulares estudadas.
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Fonte: Do autor.
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Figura 19 - Analise do ciclo celular de linhagens de células tumorais tratadas por 48h
com biflavon6ide em uma concentragcdo de 40uM e 80 uM. A Figura repre-
senta um resumo dos resultados obtidos por citometria de fluxo.
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Fonte: Do autor.

Na linhagem MCF7 foi possivel observar a paralizacdo do ciclo celular em
transicdo G1/L (a 40 uM) e G2/M (a 80 uM). Na A549, ambas as concentracdes
causaram inibicdo da transicdo G1/S. Em células Hs578T e HTC foi observado um
aumento da populacdo de células subG1, além da paralizagdo do ciclo celular.
Quando foram utilizadas concentracdes préximas de ICsy (80 uM e 40 uM para o
HTC e Hs578T, respectivamente), foi observada a paralizagdo do ciclo celular em
G2/M. Nestas linhagens celulares, em mesmas concentragbes, as populacdes
subG1 se apresentaram 2-5 vezes (Hs578T) e 5 vezes maiores do que as culturas
de controle (HTC). Portanto esses dados mostram que o composto estudado exerce
a inibicdo do crescimento (MCF7 e A549) e a atividade citotoxica (Hs578T e células
HTC). No ultimo caso, a morte celular observada pode ser consequliente da inducao
de apoptose ou necrose. YOU et al. (2013) demonstraram que o aumento na
populacdo SubG1 sob o tratamento com Ginkgetin, um biflavonoide, foi intimamente
associada a inducao de apoptose. Eles verificaram que o tratamento de humanos
células PC-3 (cancer de prostata), durante 24 h com Ginkgetin causou um acumulo
da populacdo de subG1 sendo este evento acompanhado por clivagem de PARP e
Caspase-3.
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5.1.3.1.3 Viabilidade celular do galato de propila, determinado por ensaio
colorimétrico (MTS).

Para o composto galato de propila isolado neste trabalho a partir de raizes de
Caesalpinia var. peltophoroides, foram realizados testes de atividades
antiproliferativas, em quatro linhagens de células de tumorais: carcinoma do pulmao
humano (A549), carcinoma de mama humano (MCF-7), carcinoma hepatocelular
humano (HepG2) e giloma humano (U251), a fim de conhecer a atividade

antitumoral do composto.

Figura 20 - Viabilidade celular em culturas tratadas com galato de propila em
concentracoes de 25 a 200 ug/mL.
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Fonte: Do autor.
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Os resultados mostraram que o galato de propila foi eficaz na reducado da
viabilidade das células de uma forma dependente da concentragdo em todas as
linhas celulares estudadas (A549, MCF7, HepG2 e U251). A Figura 20 mostra a
reducédo consideravel da viabilidade celular em culturas tratadas com o galato de
propila em concentragdes superiores a 50 pg/mL. Dentre as linhagens celulares
estudadas, as linhagens de células (MCF-7) e (U251) foram as que apresentaram
maior capacidade de resposta ao tratamento apresentando um valor de 1Csp = 236,4
+25.3 UM e IC5p = 228,9 + 27.37 uM respectivamente.

5.1.3.1.4 Viabilidade celular do complexo [RuClo(GP)(dppb)], determinado por ensaio
colorimétrico (MTS).

Para o complexo [RuClx(GP)(dppb)] sintetizado a partir galato de propila
isolado neste trabalho a partir de raizes de Caesalpinia var. peltophoroides, foram
realizados testes de atividades antiproliferativas, em quatro linhagem de células de
tumorais: carcinoma do pulmao humano (A549), carcinoma da mama humano (MCF-
7), carcinoma hepatocelular humano (HepG2) e Giloma humano (U251), a fim de

conhecer a atividade antitumoral do composto.

Figura 21 - Viabilidade celular em culturas tratadas com [RuCI2(GP)(dppb)] em
concentragdes de 25 a 200 pg/mL.

[RuCl(GP)(dppb)]

12000
& 10000
'—E 8000
o ——549
w 6000
= —B—MCF-7
% 4000 Hepi?
$ 2000 - . =251

0.00

5 50 100 150 200
Concentracdo (pg/mL
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Os resultados mostraram que o [RuClx(GP)(dppb)] foi eficaz na reducédo da
viabilidade das células de uma forma dependente da concentragdo em todas as
linhas celulares estudadas (A549, MCF7, HepG2 e U251). A Figura 21 mostra a
reducao da viabilidade celular em culturas tratadas com o RuClx(GP)(dppb)] a partir
de 50 pg/mL. Dentre as linhagens celulares estudadas as linhagens de células
(A549) e (U251) foram as que apresentaram maior capacidade de resposta ao
tratamento apresentando um valor de ICsg = 65.46 + 7.1uM e 1C5o = 52.1 + 3.0 uM
respectivamente, sendo que a ultima apresentou uma diminuicdo da sua atividade
inibitéria apdés o aumento dessa concentragdo, comportamento inverso ao das
demais linhagens. Ao comparar os dados obtidos do grafico da Figura 20 com os
dados obtidos do grafico acima é possivel confirmar um aumento na atividade
inibitéria sobres as linhagens (A549), (HepG2) e (U251), evidenciando que houve um
aumento da atividade antiploriferativa, no composto GP apds a coordenacao com o

precursor metalico.

5.1.3.1.5 Viabilidade celular do complexo [VO(GP),], determinado por ensaio

colorimétrico (MTS).

Para o complexo [VO(GP),] sintetizado a partir galato de propila isolado neste
trabalho a partir de raizes de Caesalpinia var. peltophoroides, foram realizados
testes de atividades antiproliferativas, em quatro linhagem de células de tumorais:
carcinoma do pulmdo humano (A549), carcinoma da mama humano (MCF-7),
carcinoma hepatocelular humano (HepG2) e Giloma humano (U251), a fim de

conhecer a atividade antitumoral do composto.
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Figura 22 - Viabilidade celular em culturas tratadas com [VO(GP)2] em
concentragdes de 25 a 200 pg/mL.
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Figura 23 - Viabilidade celular em culturas tratadas com [VO(GP)2] em
concentragdes de 1.56 a 25 pg/mL.
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Os resultados mostraram que o [VO(GP);] foi eficaz na reducao da viabilidade
das células de uma forma dependente da concentracdo em todas as linhas celulares
estudadas (A549, MCF7, HepG2 e U251). A mostram que houve uma reducéo da
viabilidade celular em culturas tratadas com o [VO(GP);] a partir de 3. 125 pg/mL,
para as linhagens A549, HepG2 e U251, e 50 pug/mL para a linhagem MCF-7. Dentre
as linhagens celulares estudadas, as linhagem de células A549, HepG2 e U251
foram as que apresentaram maior capacidade de resposta ao tratamento
apresentando um valor de ICsp = 17.31+ 0.11 pM, 1C50 = 19.12+ 0.15 pM e I1Csp =
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24.03 + 0.21uM respectivamente. Quando as linhagens A549, HepG2 e U251 foram
tratadas sob as mesmas condi¢cdes, com o cisplatina, um potente agente anticancer,
o valor de ICso encontrado foi de 20,3 1,6 uM, 145 £ 28 uM e 21.7+1,9 uyM
respectivamente, comprovando que o composto apresenta um grande potencial anti-
proliferativo. Ao comparar os dados obtidos do grafico da Figura 20 com os dados
obtidos do grafico acima é possivel confirmar um aumento na atividade inibitéria na
populagéo sobres as linhagens carcinoma do pulm&o humano (A549), (HepG2),
(U251) e MCF-7 evidenciando que houve um aumento da atividade antiploriferativa,

no composto GP apds a coordenagdo com o precursor metalico.

5.1.3.1.6 Viabilidade celular do complexo [Pt(GP)(PPhs).], determinado por ensaio
colorimétrico (MTS).

Para o complexo [Pt(GP)(PPhs).], sintetizado a partir galato de propila isolado
neste trabalho a partir de raizes de Caesalpinia var. peltophoroides, foram realizados
testes de atividades antiproliferativas, em quatro linhagem de células de tumor
carcinoma do pulmdo humano (A549), carcinoma da mama humano (MCF-7),
carcinoma hepatocelular humano (HepG2) e Giloma humano (U251), a fim de

conhecer a atividade antitumoral do composto.

Figura 24 - Viabilidade celular em culturas tratadas com [Pt(GP)(PPhj).] em
concentracdes de 25 a 200 pg/mL.
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Fonte: Do autor.
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Os resultados (Figura 24) mostraram que o [Pt(GP)(PPhs)2] nao foi eficaz na
reducdo da viabilidade das células em nenhuma das linhas celulares estudadas
(A549, MCF7, HepG2 e U251).

5.1.4 Elucidacao estrutural da substancia 1(Acido galico).

A partir da fracdo agrupada (1-21) recolhida do processo de purificacdo da
Sephadex foi obtido 52 mg de cristais de coloracdo branca, que se mostrou pura
através da cromatografia em camada delgada. Essa estrutura cristalina apresentou
uma temperatura de fusdo proximo de 249°C e foi submetida as técnicas
espectroscopicas de RMN de 'H, '*C e DEPT para sua elucidacéo estrutural.

5.1.4.1 Analise do espectro de RMN DE 'H e *C e DEPT 1352 do acido galico.

Os espectros de RMN DE 'H (Figura 25), '*C (Figura 26) e DEPT 135° (Figura 27)

da amostra 1 foram realizados em DMSO deuterado.



Figura 25 - Espectro de RMN de 'H da substancia 1.
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Fonte: Do autor.

Figura 26 - Espectro de RMN de '°C da substancia 1.
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Fonte: Do autor.
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Figura 27 - Ampliagcao do espectro de DEPT 135 °da Substancia 1.
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Tabela 8 - Descolamentos quimicos de RMN de 'H e °C (5) da subtancia 1.
Carbono H'5 cs
1 - 120,8
2,6 6,9 109,1
3,5 - 142,8
4 - 138,4
7 - 167,9

Fonte: Do autor.

O espectro de RMN "H apresentou apenas um singleto em & 6,9 ppm o qual

pode ser atribuido aos hidrogénios aromaticos. A observacao de apenas um singleto

€ proveniente da simetria do

A analise do espectro de RMN '3C indicou a presenca de 5 sinais que foram

anel aromatico.

observados na regido entre & 109 e 145 ppm que é uma regido caracteristica de

carbonos aromaticos. O sinal em & 167,9 ppm é indicativo de deslocamento quimico

de carbono nao hidrogenado de grupo éster, amida ou de acido carboxilico
conjugado (SILVERSTEIN, et al. 2005).
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Ao analisar o espectro de DEPT 135° foi possivel observar um sinal positivo
obtido em & 109,7 ppm que comprova existéncia dos dois carbonos de metina (CH)
(SILVERSTEIN, et al. 2005).

A partir dessas andlises de RMN H', '3C e DEPT 135¢°, aliadas ao ponto de
fusdo da substancia que foi comparado com o da literatura, levaram a identificar a
substancia 1, o acido galico, Figura 28.

Figura 28 - Estrutura quimica do &cido
3,4,5-triidroxibenzdico
(acido galico).

Fonte: Do autor.

5.1.5 Elucidacao estrutural da substancia 2

A partir da fragdo 22-28 recolhida do processo de purificagdo do Sephadex foi
obtido 31 mg de cristais de coloracdo branca, que se mostrou pura através da
cromatografia em camada delgada. Essa estrutura cristalina apresentou uma
temperatura de fusdo préximo de 146°C e foi submetida as técnicas
espectroscépicas de RMN de 'H, '*C e DEPT 135¢ para sua elucidagéo estrutural.

5.1.5.1 Espectro de RMN DE 'H, '*C e DEPT 135 °da amostra 2 obtida de
Caesalpinia var. peltophoroides.

Os espectros de RMN de 'H (Figura 29) e'3C (Figura 30) e DEPT 135¢ (Figura
31) foram realizados em Metanol deuterado (MeQOD).



Figura 29 - Espectro de RMN de 'H da substancia 2.
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Figura 30 - Espectro de RMN de '°C da substancia 2.
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Figura 31 - Espectro de DEPT 135 °da Substancia 2
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Fonte: Do autor.

Tabela 9 - Descolamentos quimicos de RMN de 1H e 13C (8) da substancia 2.

Carbono H's cs

1 - 120,37
26 (5)7,00 108,77
3,5 145,05
4 - 138,35
7 - 167,42
8 (t)4,16 66,08
9 (sx)1,74 21,77
10 (t)1,00 9,47

Fonte: Do autor.

A andlise dos espectros levou a propor a substancia 2 como um derivado do
acido galico, devido a similaridade observada com os espetros da substancia 1, o
acido galico.

O espectro de RMN "H apresentou um singleto em & 7,00 ppm valor atribuido
a hidrogénio ligado a carbono aromatico, um tripleto (acoplamento com dois
hidrogénios) em & 4,16 ppm, em uma regiao tipica de carbono ligado a oxigénio, um
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sexteto (acoplamento com 5 hidrogénios) em & 1,74 ppm e um tripleto (acoplamento
com 2 hidrogénios) em & 1,00 ppm, que é uma regiao tipica de alcanos.

A andlise do espectro de RMN '*C apresentou 3 sinais em uma regido
caracteristica de carbonos de alcanos, entre & 9 e & 67.ppm. Também evidenciou 4
sinais na regidao entre & 108 e 167 ppm, esta caracteristica de carbonos aroméaticos.
O sinal em & 167,4 ppm refere-se ao sinal de carbono ndo hidrogenado do grupo
éster, amida ou de acido carboxilico conjugado. As maiores intensidades de sinais
em & 108,7 ppm e & 145,0 ppm sao caracteristicas de uma simetria do anel
aromatico. O sinal em & 68,0 ppm que € uma regido caracteristica de carbonos
ligados a oxigénio e dois ultimos sinais em & 21,77 e 9,47 que séo regides tipicas de
sinais de alcanos (SILVERSTEIN, et al. 2005).

O espectro de DEPT 135° apresentou 4 sinais referentes a metina (CH),
metileno (CHy e metila (CHs). O primeiro sinal em & 9,4 ppm é atribuido ao grupo
CHgs, pois seu sinal é positivo e esta localizado na regido caracteristica de alcanos; o
sinal em & 21,7 ppm é atribuido ao CH,, pois apresenta sinal negativo(inverso) e
estd em uma regido caracteristica de alcanos. Ja o sinal em & 60,0 ppm ¢é atribuido
ao grupo CH,, pois apresenta sinal negativo(inverso) e estd em uma regiao
caracteristica de éster. O ultimo sinal obtido em & 108,7 ppm ¢é atribuido a um grupo
CH pois apresenta um sinal positivo em uma regido caracteristica de hidrogénio
aromatico (SILVERSTEIN, et al. 2005). A partir dessas analises de RMN de H', '*C e
DEPT 135¢, aliadas ao ponto de fusdo da substancia que foi comparado com a da

literatura, foi possivel identificar a substancia 2, o galato de propila (Figura 32)

Figura 32 - Estrutura quimica do 3,4,5
TrihidroxiBenzoato de
propila ( galato de propila).

Fonte: Do autor.
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5.2. RESULTADOS E DISCUSSAO PARTE II

A parte experimental Il refere-se a discussao da coordenacdo do galato de
propila a precursores como o [VO(acac).], [RuCls(dppb)(H20)] e [Pt(Cl)2(PPhs)].

Nesta etapa serdo discutidos os resultados de caracterizacdo dos complexos
pelas técnicas de absorcao na regiao do infravermelho e UV/Vis, andlise elementar,
condutividade, voltametria ciclica e de pulso diferencial e espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, C' e 3'P{'H} e Difragao de raios X quando

possivel.
5.2.1 [Pt(GP)(PPh3),
5.2.1.1 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

O espectro de RMN de *'P{'H} obtido para o composto [Pt(GP)(PPhs).
(Figura 33) apresentou dois dubletos centrais mais intensos, provenientes dos
nicleos de 3'P trans aos atomos de oxigénio ndo equivalentes do galato de propila.
Além disto pode ser observado dois satélites (dubletos) resultantes do acoplamento
do atomo de '®°Pt com o fésforo da monofosfina.

Neste caso foram observados dois dubletos (P1 e P2) (Figura 33), onde o
dubleto (P2) em & 7, 8 ppm encontra-se mais blindado em relagdo a P16 10, 8 ppm,
.O efeito da ressonancia do anel aromatico faz com que o fésforo P1 seja observado
em maior deslocamento, ou seja, mais desblindado.

Os valores de deslocamentos quimicos e a constante de acoplamento estéo

dispostos na Tabela 10.
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Figura 33 - Estrutura proposta e Espectro de RMN de *'P{'H} do [Pt(GP)(PPhs),],

em CH,Cl.
iRy z E = ]
= qs : g k75000
fasfonodk D20 W RDa k' mibar hosa W s A N
b mina
@ "‘ij Bt k5006
e
= o | I 000
O\ /f/FL= e
— /
Ft k=nana
NE. {
D/ \D pe Fasa00
P1 P2
0000
HO e
i)
o
lili]
O
/_/_— nana
HyC 5000
20000
il
L Lk LI FARNFN §
000
3R (T Y i 12 0 ] i o5 0 3
Tl [pg

Fonte: Do autor.

Tabela 10 - Valores de deslocamentos quimicos e constantes de acoplamentos para o complexo

[Pt(GP)(PPhs)s]. _
Composto DeslocaT::r::; quimico 2Jp.p (H2)
[Pt(GP)(PPh3)2] 10,8 7,8 33,2

Fonte: Do autor.
5.2.1.2 Espectroscopia de Absor¢ao na Regido do Infravermelho (1V)

Os espectros vibracionais obtidos para este complexo apresentaram uma
combinacdo de bandas referentes ao ligante utilizado, o galato de propila e ao
precursor [Pt(Cl)2(PPhs)z], sintetizado no laboratério de estrutura e reatividade —
LERCI — UFSCar.

No espectro vibracional na regidao do infravermelho do galato de propila
(Figura 34) foi possivel observar dois estiramentos em v 3499 e 3468 cm’
caracteristico de grupos vOH associados ao grupo fenol. As absor¢gdes em v 2967 a
2877 cm’' sdo atribuidas a estiramento vCs,>-H. A banda em 1688 cm™ pode ser

atribuida ao estiramento do grupo vC=0. O estiramento em v 1614 cm™ pode ser
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atribuido ao estiramento vCSpZ-H de aromatico e em v 1538 cm™ atribuida ao grupo
fenila. Uma banda em & 1466 cm™ pode ser associada & deformacdo angular
assimétrica no plano (5 Csp>-H) e uma banda em & 1405 cm™ referente a (°Csp>-H) no
plano. Em v 1301 e 1248 cm™ podem ser observados os estiramentos referentes &
vibragdo vC-O-C. As trés (ltimas bandas relevantes em 5 866, 744 e 644 cm™ sédo
provenientes da deformacgao angular fora do plano 8C-H do anel, e por fim & 745 e
730 deformagdes angulares fora do plano de C ¢,°>-H (SILVERSTEIN et al. 2005).



Figura 34 - Espectro vibracional na regiao do infravermelho do galato de propila.
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Apbs a coordenacgao é possivel observar (Figura 35) a auséncia das bandas
em 3306 e 3450 cm’', levando-nos a propor a coordenacdo por dois atomos de
oxigénio de duas hidroxilas. A banda observada em v 3468 cm™, alargada, pode ser
atribuida ao estiramento da hidroxila assim como da agua presente no composto.

Os estiramentos do grupo vC=0 (1688 cm™) e vC-O-C (vas 1301 e vs 1248 cm’
') do galato de propila (Figura 34), apresentaram deslocamentos em regides de
menor frequéncia em comparacdo ao composto quando coordenado (1669 cm™) e
Vas € Vs C-O-C (1364 e 1289 cm™) respectivamente (Figura 35).

Também pode ser observada uma banda larga e de pequena intensidade em

1

v 461 cm™, referente ao estiramento v Pt —O e duas bandas, uma em 501 cm ' e

outra em 528 cm™, referentes aos estiramentos Pt —P (Figura 35).
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complexo

Figura 35 - Espectro vibracional na regidao do infravermelho do
[Pt(GP)(PPhy),].
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Fonte: Do autor.
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O cristal do complexo sintetizado foi obtido por evaporacao lenta de solugcao

do composto em diclorometano e éter etilico a temperatura ambiente, e sua estrutura

foi determinada (Figura 36). O complexo [Pt(GP)(PPh3)2], cristalizou-se no sistema

cristalino triclinico com centro de inversdo pertencendo ao grupo espacial P1. O

composto apresentou coordenagado quadrado planar distorcida em torno do centro

metalico, com os ligantes fosfinicos mutuamente em trans a dois &tomos de oxigénio

provenientes da hidroxila do galato de propila. Os dados cristalograficos e de

refinamento da estrutura estdo apresentados na Tabela 11 e os valores

distancias [A] e angulos [ estdo apresentados na Tabela 12.

Figura 36 - Estrutura ORTEP do complexo [Pt(GP)(PPhj).].
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Tabela 11 - Dados cristalograficos do complexo [Pt(GP)(PPhg),].

Formula empirica

Peso molecular
Temperatura

Comprimento de onda
Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensodes da Cela Unitaria

Volume

Z

Densidade (calculada)
Coeficiente de absorcao
F(000)

Tamanho do cristal

Angulo Teta para aquisicao
Coleta até teta = 25.242°
Método de refinamento

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2
indices R finais [I>2sigma(l)]

indices R (todos os dados)

Co2H72010P4P12

1851.55

293(2) K

0.71073 A

Triclinico

P -1

a=11.135A a= 02.5320(10)°.
b=13.639 A B= 3.3630(10)°.
c=27.9530(10) A  y=97.700(2)°.
4089.79(15) A3

2

1.504 Mg/m3

3.554 mm-1

1840

0.354 x 0.150 x 0.064 mm3

3.006 to 25.705°.

98.6 %

Full-matrix least-squares on F2
15227 / 0/ 994

0.945

R1 = 0.0505, wR2 = 0.1077

R1=0.0963, wR2 = 0.1330

Fonte: Do autor.
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Tabela 12 - Principais comprimentos de ligacdes [A] e valores de angulos [ selecionados para os

compostos [Pt(GP)(PPha),].

[Pt(GP)(PPhs),]
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Nesse complexo observou-se uma geometria quadrado planar oriunda de
uma hibrizagdo d?sp° ligeiramente distorcida em funcdo dos angulos dos quelatos se
apresentarem distantes de 90° (Tabela 12).

Nos complexos desta série o galato de propila coordenou-se de forma
bidentada pelos oxigénios de duas hidroxilas.

As distancias de ligagao Pt(1)-O(5) apresentou menor comprimento da ligacao
2.026(5) A comparada a Pt(1)-O(4) 2.060 (3) A, isso se deve ai efeito indutivo da
hidroxila ndo coordenada. Esta mesma hidroxila é responsavel pela pequena
variagdo no comprimento da ligacdo Pt(1)-P(3) em relagdo Pt(1)-P(4), 2.2378(19) e
2.247(2) A, respectivamente. Esta distancia pode ser vista no espectro de RMN de
31P{'H}, onde 4tomo de fésforo trans ao oxigénio vizinho a hidroxila ndo coordenada
mostrou-se mais blindado em relag&o ao fésforo P1.

Cabe ressaltar que os dados cristalograficos obtidos até o momento podem
esclarecer e confirmar apenas a estrutura proposta e o modo de coordenacéo do
galato de propila ao centro metalico. Novas tentativas para a obtengdo de novos
cristais, com melhor qualidade, estdo sendo realizadas. Ademais a nova coleta de
dados devera ser feita em baixa temperatura, o que contribuird para uma melhora
nos dados cristalograficos.

5.2.1.4 Medidas de Condutividade Molar e Analise Elementar

A andlise elementar e a condutividade molar sustentam as estruturas
propostas e a pureza do complexo. A medida de condutividade molar foi efetuada
utilizando-se concentragdo de 1,0 x 10° mol. L, & 25° C, em diclorometano, Tabela

13.

Tabela 13 - Dados de analise elementar e condutividade do complexo [Pt(GP)(PPh3)2].

Analise elementar Condutividade
Complexos
% C % H molar (us/cm)
57,0 6,7 0,038
1 1 ,  heutro
[Pt(GP)(PPha)2]-2H20 (57.2) (4,6) (0,022)

Fonte: Do autor.

' Para andlise elementar os resultados entre parénteses sdo tedricos.
% Para a condutividade molar os resultados entre parénteses referem-se ao branco.
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5.2.1.5 Espectroscopia de Absor¢cdo na Regido do UV/vis

A atribuicao dos espectros de absorcédo na regidao do ultravioleta do complexo
[Pt(GP)(PPhj)2] foi feita baseando-se na comparacdao dos espectros do complexo
com o galato de propila.O espectro eletrénico do galato de propila, em solugéo de
metanol, apresenta bandas em 264 (e=7000 x 10°L mol'cm™) atribuidas a transicdo
de carga IL,  — n*. As atribuicdes, assim como os valores de absortividade molar
para este estdo dispostas na Tabela 14.

O espectro eletronico do complexo [Pt(GP)(PPhs)2], em solucdo de CHxCly,
apresentou bandas em 303 nm (g = 2746 x 10° L mol”cm™) e 332 nm (e = 3185 x 10°
L mol'em™) atribuidas a transicdo de carga ligante — metal, platina e monofosfina
respectivamente. As atribuigcbes, assim como os valores de absortividade molar

para esta série estdo dispostos na Tabela 14.

Figura 37 - Espectro de absorgao na regiao do UV-visivel galato,
CHCl,.
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Fonte: Do autor.
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Figura 38 - Espectro de absorgdo na regidao do UV-visivel do
complexo [Pt(GP)(PPhz).], CHxCl,.
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Fonte: Do autor.

Tabela 14 - Tentativa de atribuigdo das bandas de absor¢éo na regiao do UV-vis para o complexo de

platina.
(eM'em™)
GP Absorbaéncia (g) Tentativa de atribuicao
267 7000 Lt —* «n*
[Pt(GP)(PPhs).] Absorbancia () Tentativa de atribuicdo
303 ombro TCLM
332 3185 TCLM

Fonte: Do autor.
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5.2.2 [RuClx(GP)(dppb)]

5.2.2.1 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear de *'P{H}, EPR e
susceptibilidade magnética

O complexo [RuCl>(GP)(dppb)] ndo apresentou nenhum sinal na ressonancia
magnética nuclear de *'P{'H} (Figura 39) sugerindo nos que ndo houve a reducéo do
metal, e portanto, obtivemos um complexo com estado oxidacéo lll. Este fato pode
ser confirmado através das técnicas de EPR e suscetibilidade magnética.

Figura 39 - Espectro de RMN de 31P{'H} do composto [Ru(Cl),(GP)(dppb)].
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Fonte: Do autor.

A caracterizagdo com a técnica de EPR encontra-se em fase de finalizagao,
no entanto por meio do experimento de susceptibilidade magnética confirmou-se que
o complexo apresenta apenas 1 elétron desemparelhado. O valor do momento
magnético, calculado a partir da susceptibilidade magnética para o complexo
[RuCl»(GP)(dppb)], foi 0,71. Este valor é caracteristico para sistemas d° de spin
baixo, usuais para complexos de Ru"' (BARBOSA, 2007).
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5.2.2.2 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho (1V)

No espectro da Figura 40, observou-se apds a coordenacdo a auséncia das
bandas atribuidas ao estiramento da hidroxila vO-H. A regido caracteristica dos
estiramentos do grupo vC=0 (1688 cm™) e vC-O-C(1301 e 1248 cm™) no galato de
propila livre apresentam um pequeno deslocamento no sentido de maior absorgao.
Este aumento é proveniente do fortalecimento do carater da dupla ligacao (C=0),
apds a coordenacdo do oxigénio ao metal, 1704, 1393 e 1331 cm™, vC=0 e vase Vs
C-O-C, respectivamente.

Na regido de 1610 — 1400 cm™ também s&o observadas bandas atribuidas
aos estiramentos C=C nos anéis aromaticos; 1400 — 990 cm™', regido dominada por
deformacdes angulares da ligacdo C—H no plano; 990 — 600 cm™, também dominada
por deformagbes angulares fora do plano dos estiramentos C-H dos anéis
aromaticos da bifosfina (SILVERSTEIN, et al. 2005).

Na regido de 512 a 486 cm’ também podem ser observadas as bandas
referentes aos estiramentos Ru-P e Ru-O (BARBOSA, 2007; SILVERSTEIN, et al.
2005). Também podem ser observadas (Figura 41) as bandas as quais nesta
tentativa de atribuicdo, foram designadas aos estiramentos v Ru-Cl (417 e 437 cm™)
(BARBOSA, 2007; SILVERSTEIN, et al. 2005).



Figura 40 - Espectro vibracional na regiao do infravermelho do
[RuCI2(GP)(dppb)].
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Figura 41 - Ampliagdo do espectro vibracional na regido do infravermelho
do [Ru(Cl)2(GP)(DPPB)] , em pastilha de KBr.
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Fonte: Do autor.

5.2.2.3 Medidas de Condutividade Molar e Analise Elementar

A analise elementar e a condutividade molar sustentam a estrutura proposta e
a pureza do complexo. A medida de condutividade molar foi efetuada utilizando-se
concentragdo de 1,0 x 10° mol. L™, & 25° C, em diclorometano,

Tabela 15

Tabela 15 - Dados de analise elementar e condutividade do complexo de Ru(lll).

Analise elementar Condutividade molar
Complexos
% C % H (us/cm)
4 4 1
[RUCN(GP)(dppb)]2H:0 9 0,186 neutro
(53,9) (5,1) (0,052)2

Fonte: Do autor.

; Para andlise elementar os resultados entre parénteses sao tedricos.
Para a condutividade molar os resultados entre parénteses referem-se ao branco.
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5.2.2.4 Medidas Eletroquimicas (Voltametria Ciclica e Pulso Diferencial)

As técnicas eletroquimicas (voltametria ciclica e voltametria de pulso
diferencial) permitem a avaliacdo da energia necessaria para efetuar a oxidacao ou
reducédo dos compostos em questdo. Para compostos de coordenacao esta energia,
em forma de potencial, fornece entendimentos adicionais aos estudos de
propriedades receptoras - doadoras dos ligantes, pois estdo intimamente ligadas a
densidade eletrénica nas camadas de valéncia do metal.

O complexo de [RuClx(GP)(dppb)] apresentou comportamento eletroquimico
caracteristico para complexos de Ru(lll) (BARBOSA, 2007). Na Figura 42, partindo-
se do potencial de repouso, 500 mV e seguindo para sentido anddico nenhum
processo foi observado como esperado, invertendo-se o sentido da varredura para
sentido catédico observou-se a reducédo do ruténio e posteriormente sua oxidacao,
referente ao par redox Ru"/Ru", (Figura 42).

Figura 42 - Voltamograma ciclico do complexo [Ru(Cl)2(GP)(dppb)],
utilizando eletrodo de platina vs Ag/AgCl, PTBA (0,1
mol/L) em CH.Cls.
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Fonte: Do autor
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5.2.2.5 Espectroscopia de Absor¢do na Regido do UV/vis

A atribuicao dos espectros de absorcédo na regidao do ultravioleta do complexo
[RuCl>(GP)(dppb)] foi feita baseando-se na comparacdo entre os espectros do
precursor [RuCls(dppb)H20] e do galato de propila.

Também cabe ressaltar que o precursor [RuCls(dppb)H-O] apresenta uma
banda em 540 nm, atribuida a transicdo de carga TCLM do p(n) (Cl) — d= Ru(lll),
(BARBOSA, 2007)

O espectro eletronico do complexo [RuClx(GP)(dppb)] (Figura 43), em solugao
de CH,Cl,, apresentou bandas em 264 (e=19812 x 10°L mol'em™) e 351 (e =2921 x
10°L mol'em™) atribuidas a transicdo de carga intraligante do galato de propila e
dppb e transicdo de carga metal-ligante (MLCT), respectivamente. As atribui¢ées,
assim como os valores de absortividade molar para esta série estdo dispostas na
Tabela 16.

Figura 43 - Espectro de absor¢do na regiao do UV-visivel
[Ru(Cl)2(GP)(dppb)], CHzCl..

2,5

2,0

Absorbancia

0,5

351

0,0

T T T T T T T T T T T T T T T 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900
A (nm)

Fonte: Do autor.
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Tabela 16 - Tentativa de atribuigdo das bandas de absor¢éo na regido do UV-Vis para o complexo de

platina.
(eM'cm™)
GP Absorbancia (g) Tentativa de atribuicao
267 7000 Lt — n*
[RuClx(GP)(dppb)] Absorbancia () Tentativa de atribuicao
264 19812 ILx — =* (dppb e GP)
351 2921 (dppb) —* dx Ru(lll)

Fonte: Do autor.

Baseando-se nas técnicas de caracterizagdo utilizadas, a estrutura proposta
para o complexo de Ru(lll) é demonstrada na Figura 44. Assim foi possivel sugerir a
coordenacao do galato de propila pelo atomo de oxigénio da carbonila e pelo atomo
de oxigénio da hidroxila formando uma ligacdo com anel de seis membros. Cabe
ainda ressaltar que a técnica de EPR a qual elucida e comprova a obtengdo do
complexo [RuClx(GP)(dppb)], ainda encontra-se em fase de finalizacdo, ou seja, a
tentativa de atribuicéo foi baseada nas técnicas acima descrita.

Figura 44 - Estrutura proposta para o complexo
[RuCl»(GP)(dppb)l.
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Fonte: Do autor.
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5.2.3 [VO(GP)2]

A estrutura proposta para o complexo obtido da reacao entre [VO(Acac);] (IV)

e o galato de propila encontra-se ilustrado na Figura 45.

Figura 45. Estrutura proposta para o complexo [VO(GP),].
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Fonte: Do autor.

O complexo [VO(GP),] foi caracterizado pelas técnicas de absor¢ao na regiao
do infravermelho e UV/Vis, anélise elementar, condutividade, voltametria ciclica e de
pulso diferencial e susceptibilidade magnética. A caracterizagao pela técnica de EPR

ainda néo foi finalizada.
5.2.3.1 Espectroscopia de Absor¢ao na Regiao do Infravermelho (1V)

Apo6s a coordenagado € possivel observar na Figura 46, o desaparecimento
das bandas referentes aos estiramentos das hidroxilas. A regido caracteristica de
estiramentos do grupo vC=0 (1688 cm™) e vC-O-C(1301 e 1284 cm™) observadas
no galato de propila apresentaram um pequeno deslocamento consideravel no
sentido de maior absorcdo, apds coordenagdo ao centro metalico, 1704 cm™ e vy €
vs C-O-C(1351 e 1284 cm™), respectivamente.

A banda observada em 969 cm refere-se ao estiramento v V=0, banda esta,
caracteristica de vanadilo complexos (ROMERA, 2007). A banda de pequena
intensidade, alargada em v 467 cm™' pode ser uma evidencia da coordenacdo pelos
atomos de oxigénios da hidroxila.
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Figura 46 - Espectro vibracional na regido do infravermelho do
composto [VO(GP)2], em pastilha de KBr.

EL LY

600

800

1000

peELZ)

1200

LR TA

oo LseL

1400

2O LEG)

1600

£0°P0LL

1800

2000

0.'6822

2200
Wavenumbers (cm-1}

99'ZBET

2600 2400

2800

154482

§9'G95C

3000

3200

62800

3400

lz'eese

3600

08'929¢

3800

1024
101+
100
99
%
97
9%
95
94
3
9w
1
0
9
]
7
5
5
B4
3
a000

SOUBJWISUB. | %

Fonte: Do autor.



101

5.2.3.2 Medidas Eletroquimicas (Voltametria Ciclica e Pulso Diferencial)

O voltamograma ciclico e de pulso diferencial do complexo [VO(GP);] foram
obtidos em CH.Cl,, eletrodo de trabalho de Pt, Ag/AgCl como eletrodo de referéncia
e como eletrdlito suporte perclorato de tetrabutilaménio (PTBA, 0,1M). O
voltamograma ciclico e de pulso diferencial estao dispostos nas Figura 47,Figura 48
e Figura 49.

Figura 47 - Voltamograma ciclico do complexo [VO(GP),],
(CH.Cl, 0,1M PTBA).

Comente (i)

Figura 48 - Voltamograma de pulso diferencial do complexo
[VO(GP).], (CH.Cl,, 0,1M PTBA).
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Fonte: Do autor.
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Figura 49 - Voltamograma de pulso diferencial do complexo
[VO(GP)2], (CH2CI2, 0,1M PTBA).

Coorrente (4
-

Fonte: Do autor.

O complexo apresentou na voltametria ciclica um processo quasi-reversivel
em aproximadamente 1100 mV, o qual pode ser atribuido a oxidacdo do par
VO'Y/VOY, os valores de iplfipc € potencial de meia onda (Es,) s&o 1,2 e 1109 mV,

respectivamente.
5.2.3.3 Espectroscopia de Absorcao na Regido do UV/vis

O espectro eletrénico do complexo [VO(GP),] (Figura 50), em solucdo de
CH.Cly, apresentou duas bandas uma em 230 e oura em 275 nm (e=19812 x 10°L
mol'em™) atribuida a transicdo de carga intraligante do galato de propila e transicdo
de carga metal-ligante (MLCT), respectivamente. Também pode-se observar uma
banda de baixa intensidade em aproximadamente 570 nm a qual pode ser atribuida
a transi¢ao d — d do ion vanadila. Essas bandas séo de baixa absortividade molar e,
pois as transigdes sao “proibidas” por laporte, ou seja, a probabilidade desta banda
acontecer é restrita, em consequéncia da sua baixa intensidade.
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Figura 50 - Espectro de absorgao na regidao do UV-visivel do
complexo [VO(GP)2], CH2CI2.
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Fonte: Do autor.

5.2.3.4 Medidas de condutividade molar, andlise elementar e susceptibilidade

magnética

A andlise elementar e a condutividade molar sustentam as estruturas
propostas e a pureza dos complexos. A medida de condutividade molar foi efetuada
utilizando-se concentragdo de 1,0 x 10° mol. L™, & 25° C, em diclorometano, Tabela
17.

A técnica de susceptibilidade magnética mostrou a existéncia de 1 elétron
desemparelhado, confirmando assim a formagdo do complexo no estado de

oxidacao IV.

Tabela 17 - Dados de andlise elementar e condutividade molar do complexo [VO(GP),]-CH;OH

Complexos Analise elementar Condutividade molar
% C % H (ns/cm)
48,6 4,5 1,509
[VO(GP)2]-CHsOH ) neutro
(49,2) (4,2) (0,406)

Fonte: Do Autor.

' Para andlise elementar os resultados entre parénteses sdo tedricos.
% Para a condutividade molar os resultados entre parénteses referem-se ao branco.
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6 CONCLUSAO

Ha poucos estudos na literatura sobre o tema tratado neste trabalho para
espécie de Caesalpinia var. peltophoroides, trazendo resultados inéditos para esta
representante  do género Caesalpinia, elucidando sua potencialidade bio-
farmacoldgica quanto aos testes realizados.

Os resultados obtidos na determinacéo dos fendis totais (FT) pelo método
Folin-Ciocalteu, demostraram que o extrato bruto e suas respectivas particdes de
raizes Caesalpinia var. peltophoroides € rica em compostos fendlicos, mostrando
concentragdes significativas.

O estudo da antioxidante das raizes Caesalpinia var. peltophoroides
demonstrou que o extrato bruto, e as particbes acetato e butandlica apresentou um
ARSL préximo do padrdao AA, o que torna interessante o posterior trabalho no
sentido de isolamento dos constituintes existentes nessas fragbes e a posterior
realizagdo dos testes farmacolégicos.

Os ensaios de viabilidade celular mostraram que o biflavonéide (5,7-
dihidréxi-2-(4-hidroxifenil)-3-(3-(2,4-dihidréxifenil)-1-(4-hidréxifenil)-3-oxopropil)-4H-
cromen-4-ona), isolado em um trabalho anterior por Zanin, 2012, e também presente
e isolado neste trabalho, apresentou uma boa capacidade de resposta ao tratamento
(valor de ICso = 48 1,60 uM), para linhagem de HCT. Quando as células de HTC
foram tratadas sob as mesmas condi¢gdes, com o cisplatina, um potente agente
anticancer, o valor de ICso encontrado foi de 32,53 +1,49 uM. Os resultados indicam
que Caesalpinioflavona tem uma potencial atividade antiproliferativa em células
HTC.

Os ensaios de viabilidade celular mostraram que o galato de propila foi eficaz
na reducao da viabilidade das células de uma forma dependente da concentracao
em todas as linhas celulares estudadas (A549, MCF7, HepG2 e U251), em
concentracdes superiores a 50 ug/mL. Dentre as linhagens celulares estudadas, as
linhagens de células (MCF-7) e (U251) foram as que apresentaram maior
capacidade de resposta ao tratamento apresentando um valor de ICso = 236,4 £ 25.3
UM e 1Cso = 228,9 + 27.37 uM respectivamente.

Os ensaios de viabilidade celular mostraram que o [RuClx(GP)(dppb)] foi
eficaz na reducdo da viabilidade das células de uma forma dependente da
concentracdo em todas as linhas celulares estudadas (A549, MCF7, HepG2 e U25),
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a partir de 50 pg/mL. Dentre as linhagens celulares estudadas, as linhagens de
células (A549) e (U251) foram as que apresentaram maior capacidade de resposta
ao tratamento apresentando um valor de ICsg = 65.46 £ 7.1uM e ICso = 52.1 £ 3.0 uM
respectivamente, sendo que a ultima apresentou uma diminuicdo da sua atividade
inibitéria ap6s o aumento dessa concentragdo, comportamento inverso ao das
demais linhagens. Os valores de ICsy deste ensaio foram comparados com o0s
resultados de viabilidade celular do galato de propila, com intuito de avaliar a
otimizacdo da atividade antiproliferativa apdés a complexagdo com o precursor
metdlico. A partir dessa comparacao foi possivel concluir que houve um aumento na
atividade inibitéria sobres as linhagens (A549), (HepG2) e (U251), evidenciando que
houve um aumento da atividade antiploriferativa, no composto GP apéds a
coordenagao com o precursor metalico.

Os ensaios de viabilidade celular mostraram que o [VO(GP),] foi eficaz na
reducéo da viabilidade das células de uma forma dependente da concentragdo em
todas as linhas celulares estudadas (A549, MCF7, HepG2 e U2510) a partir de 25
ug/mL. Dentre as linhagens celulares estudadas, as linhagens de células A549,
HepG2 e U251 foram as que apresentaram maior capacidade de resposta ao
tratamento apresentando um valor de ICsp = 17.31+£ 0.11 pM, ICsp = 19.12+ 0.15 pM
e ICso = 24.03 £ 0.21uM respectivamente. Esses Valores foram muito préximos aos
valores de ICsy do cisplatina um potente agente anticancer, evidenciando que o
composto apresenta um grande potencial anti-proliferativo. Os valores de ICso deste
ensaio também foram comparados com os resultados de viabilidade celular do
galato de propila, com intuito de avaliar a otimizacdo da atividade antiproliferativa
apds a complexagcdo com o precursor metalico. A partir dessa comparacao foi
possivel concluir que houve um aumento na atividade inibitéria sobres todas as
linhagens estudadas, evidenciando que houve um aumento da atividade
antiploriferativa, no composto GP ap6s a coordenagdo com o precursor metalico.

Os ensaios de viabilidade celular mostraram que o [Pt(GP)(PPhs),] néo foi
eficaz na reducdo da viabilidade das células em nenhuma das linhas celulares
estudadas (A549, MCF7, HepG2 e U251).
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