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RESUMO

O cancer representa um dos principais desafios da saude publica mundial, com isso
a uma busca por novas alternativas terapéuticas que superem as limitagdes dos
tratamentos atuais e sejam mais eficazes e seletivos. Nesse contexto, os
metalofarmacos a base de ruténio tem despertado grande interesse devido ao seu
potencial antitumoral e a menor toxicidade comparados aos compostos de platina. O
presente trabalho teve como objetivo sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade
citotdxica de um novo complexo de ruténio contendo acido salicilico como ligante. As
caracterizagdes foram realizadas por ressonancia magnética nuclear, espectroscopia
de absorg¢éo na regido do infravermelho e na regido do ultravioleta-visivel e voltametria
ciclica. A citotoxicidade do complexo foi realizada nas linhagens de MRC- (fibroblasto
humano), B16-F10 (melanoma murino) e RAW 264.7 (macréfagos murinos),
demonstrando atividade citotoxica moderada dependente do tempo frente a linhagem
tumoral. Foi observado uma redugéo significativa da produgdo de oxido nitrico na
maior concentragao testada, indicando uma possivel atividade anti-inflamatdria. Os
resultados obtidos demonstram que o complexo sintetizado apresenta um potencial
promissor como candidato a um agente antitumoral, reforcando a relevancia da
coordenacdo de anti-inflamatérios a centros metalicos como estratégia de

desenvolvimento para novos complexos terapéuticos.

Palavras-chave: Ruténio; Acido Salicilico; Metalofarmacos; Cancer; Anti-

inflamatorios.



ABSTRACT

Cancer represents one of the major challenges to global public health, leading to the
search for new therapeutic alternatives that overcome the limitations of current
treatments and are more effective and selective. In this context, ruthenium-based
metallodrugs have attracted considerable interest due to their antitumor potential and
lower toxicity compared to platinum compounds. The present study aimed to
synthesize, characterize, and evaluate the cytotoxic activity of a new ruthenium
complex containing salicylic acid as a ligand. Characterization was carried out using
nuclear magnetic resonance, infrared spectroscopy, ultraviolet—visible spectroscopy,
and cyclic voltammetry. The cytotoxicity of the complex was evaluated in MRC- (human
fibroblast), B16-F10 (murine melanoma), and RAW 264.7 (murine macrophage) cell
lines, demonstrating moderate time-dependent cytotoxic activity against the tumor cell
line. A significant reduction in nitric oxide production was observed at the highest
concentration tested, indicating possible anti-inflammatory activity. The results
demonstrate that the synthesized complex presents promising potential as a candidate
antitumor agent, reinforcing the relevance of coordinating anti-inflammatory agents to

metal centers as a development strategy for new therapeutic complexes.

Keywords: Ruthenium; Salicylic Acid; Metallodrugs; Cancer; Anti-inflammatory

Agents.
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1. INTRODUGAO

O céancer é umas das principais causas de morte no mundo, sendo
consequentemente um dos principais problemas de saude publica. Em grande parte
dos paises, corresponde a primeira ou segunda causa de morte prematura (antes dos
70 anos), sendo um problema no aumento da expectativa de vida (Santos et al., 2023).

Aproximadamente 70% das mortes ocorrem em paises de baixa e média renda,
onde a disponibilidade do tratamento € menos abrangente (OMS, 2024). Esse cenario
€ agravado pelas desvantagens socioeconémicas como pobreza e a falta de acesso
a informacéo, que elevam a taxa de incidéncia da doenga e favorecem o diagndstico
tardio. Além disso, os pacientes podem apresentar barreiras no tratamento que
comprometem a eficacia do procedimento, como atraso no tratamento, perda de
doses e ndo adeséo ao tratamento. (Bourgeois et al., 2024)

Além disso, esses paises tém maiores propensoes a infecgdes crénicas, sendo
um fator de risco para o cancer. Cerca de 13% dos diagnosticos globais de cancer em
2018 foram atribuidos a infecgdes, como: Helicobacter pylori, humanos virus papiloma
(HPV), virus da hepatite B e virus da hepatite C (Martel et al., 2020).

A inflamacéo pode desempenhar um papel significativo no desenvolvimento e
progressao do cancer. A correlagao entre inflamagao e o cancer foi sugerida no século
XIX por Rudolf Virchow, através de observagbes de que o cancer se originava em
locais de inflamacdo crénica e que células inflamatérias eram encontradas em
abundancia nas bidpsias tumorais (Fran et al.,2001, Zhao et al., 2021). Em fungéo
disso, existe o interesse no uso de anti-inflamatérios associados aos casos tumorais.

A quimica medicinal se destina a criagao, inovagao, descoberta e sintese de
compostos com atividade farmacoldgica e compreensao de seu mecanismo de agao
no organismo (Lima et al., 2007). Diferentes procedimentos de identificacdo de
compostos de fontes naturais tém aumentado o nimero de novas estruturas quimicas
bioativas para diversas indicagdes terapéuticas. A busca por novos medicamentos
anticancerigenos também tem se expandido, com a finalidade de se encontrar
tratamentos mais eficazes e seletivos, ou que visem novos métodos que possam
impedir o avango da doenga (Brandao et al., 2010).

Uma das aplicagdes relevantes da quimica bioinorganica é o desenvolvimento
de candidatos a farmacos que apresentam metais em sua composicao, os chamados

metalofarmacos. Essa classe de compostos tem se mostrado uma area com grande
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potencial a ser explorado no desenvolvimento de novos medicamentos (Mjos et al,
2014; Riccardi et al, 2018; Reis, 2011).

Embora as pesquisas sobre essa patologia tenham avangado
significativamente, ainda temos a necessidade da investimento em novos estudos e
no desenvolvimento de novos farmacos para o combate dessa doenga, que afeta
milhdes de pessoas anualmente. Nesse contexto, uma das estratégias pode ser
utilizar um farmacos anti-inflamatérios como ligantes ao ruténio, visando a obtengao

de novos compostos com potencial para terapia oncoldogica.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Cancer

Por definicdo, cancer compreende-se como um grupo de mais de 100 doencgas
caracterizadas pelo crescimento desordenado de células anormais que possuem a
capacidade de penetrar tecidos e 6rgao do corpo humano (INCA,2022). O
desenvolvimento do cancer € denominado de carcinogénese ou oncogénese e pode
ocorrer lentamente, podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa
prolifere e dé o aparecimento de um tumor (ABC do Cancer, 2020).

A carcinogénese ocorre em decorréncia de uma mutagao genética nas células
provocada pela agdo de agentes cancerigenos que promovem a transformagao das
células normais em células malignas, que passam a se multiplicar de forma
descontrolada.

Porém a presenca dos agentes cancerigenos, por si s6, nao pode ser
responsabilizada pelo desenvolvimento dos tumores (INCA,2022). De todos os casos
de céncer, de 80% estdo associados a fatores ambientais, como: tabagismo,
alcoolismo, radiacédo ultravioleta, infeccées (HPV), inatividade fisica, obesidade,
alimentagao inadequada, além de uso de drogas hormonais e condigdes imunoldgicas
(Centro de Combate ao Céncer, [S.d.]).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer José de Alencar Gomes da Silva
(INCA), na ultima década houve um aumento de 20% na incidéncia do céancer no
Brasil. A estimativa de casos de cancer no mundo segundo a Agéncia Internacional
para Pesquisa sobre o Céncer (IARC) é de mais de 35 milhdes de novos casos de

cancer em 2050, um aumento de 77% em relagao ao estimado em 2022 (OMS, 2024).
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O cancer representa um desafio significativo para a medicina, ndo apenas
devido a sua complexidade no desenvolvimento, mas também devido a dificuldade
em encontrar tratamentos eficazes em todos os casos. Atualmente, as principais
formas principais de tratamento do cancer sao: cirurgia, quimioterapia, radioterapia,
hormonioterapia, terapia oral e terapia alvo, que podem ser realizadas de forma
isolada ou combinadas (Sociedade Brasileira de Cancerologia, 2024).

A quimioterapia no tratamento do céncer tem sido muito estudada nas ultimas
décadas. O envolvimento de compostos inorganicos, principalmente os contendo
metais foi limitado até o descobrimento da atividade anticancerigena da cisplatina em
1965 (Fontes et al., 1997). Atualmente a cisplatina e seus analogos sdo componentes

de quase 50% dos tratamentos quimioterapicos (Johnstone; Park; Lippard, 2014).

2.2. Compostos de Ruténio

ApOs a aprovagao da cisplatina como metalofarmaco antitumoral, uma série de
compostos analogos foram desenvolvidos, tais como a carboplatina e a oxaplatina,
que sao utilizados atualmente como farmacos para tratamento de cancer colorretal,
ovariano, pulmao e bexiga (Cheff; Hall, 2017).

Apesar dos grandes avangos em pesquisas, existem limitagdes associadas a
aplicagao dos metalofarmacos. Assim como os farmacos convencionais, eles podem
apresentar restricdes relacionadas aos efeitos colaterais graves e perda de eficacia
ao desenvolvimento de resisténcias.

No contexto do uso de novas espécies metalicas o ruténio, um elemento
congénere ao ferro, muito explorado na forma de ruténio (ll) e ruténio (lll), tem se
mostrado um exemplo promissor para desenvolvimento de candidatos a farmacos
(Reis, 2021).

Até os dias atuais, os complexos de ruténio que mais avangaram nos ensaios
clinicos foram os compostos conhecidos como NAMI-A ([trans-RuCl4(1H
imidazol)(DMSO-S)]), KP1019 ([trans-RuCl4(1H-indazol)2]) e o NKP-1339, que é o sal
de sodio do KP1019 (Figura 1). O NAMI-A, desenvolvido pelo grupo de pesquisa do
professor Enzo Alessio, apresenta elevado potencial anti-metastatico, atuando tanto
na inibigdo como na redugdo das metastases. Estudos clinicos de fase I/l
empregando o NAMI-A em combinagdo com a gencitabina, em pacientes com céancer

de pulméo de células ndo pequenas, nao demonstraram melhoras significas quando
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comparado com a gencitabina isolada e, por isso, seus estudos foram interrompidos
(Alessio; Messori, 2019).

Figura 1 - Estrutura dos complexos de ruténio com promissoras propriedades antitumorais
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Fonte: Elaboragao prépria.

O KP1019, desenvolvido por Keppler e colaboradores, atingiu ensaios de fase
I, porém seus estudos foram interrompidos e, no momento, apenas o seu sal de sédio,
o NKP-1339, também chamado BOLD-100, continua sendo testado, nos Estados
Unidos, em ensaios clinicos de fase |, pela empresa Bold Pharmaceutics (Clinical
Research Trial Listing, 2023). Investigagdes a respeito do mecanismo de agao dos
complexos KP1019 e NKP-1339 tém mostrado que eles atuam como pré-drogas, ou
seja, ocorre a redugao do Ru(lll), gerando uma nova espécie de Ru(ll) que atua
desencadeando os mecanismos de morte celular pela indugdo de apoptose. Além
disso, esses complexos demonstraram elevada afinidade pelas proteinas séricas,

como albumina e transferrina (Chellan; Sadler, 2020).

Uma outra classe de compostos que tem sido bastante explorada sao os

complexos de ruténio-areno, ou “semi sanduiche”, que foi introduzida com os
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trabalhos de Dyson e Sadler em 2001. Nesses complexos o ruténio encontra-se
coordenado a um anel aromatico do ligante areno, de modo a ocupar trés pontos de
coordenagdao. Os complexos contendo a monofosfina PTA = 1,3,5-triazo-7 7
fosfadamantano sdo chamados complexos do tipo RAPTA e sdo os principais
representantes da classe dos compostos “semi sanduiche” (Murray et al., 2016).
Alguns exemplos sdo o RAPTA-C e o RAPTA-T, cujas estruturas sao representadas
na figura 1.

O RAPTA-C nao apresenta alta citotoxicidade in vitro, todavia, em estudos pré
clinicos in vivo, tem se mostrado bastante eficiente, inibindo de 50 a 75% o
crescimento tumoral e, além disso, apresentou propriedades anti-metastatica e
antiangiogénica (Nowak-Sliwinska et al., 2011). Do mesmo modo, o RAPTA-T é
fracamente citotdxico in vitro, contudo, apresenta elevada seletividade para células
tumorais quando comparado com células ndao tumorais. Além disso, demonstrou uma
capacidade significativa de modificar o comportamento celular em termos de invasao
e metastase (ambos simulados in vitro). Outro importante complexo descoberto em
2001 com significativa atividade antitumoral foi o RM175 (Figura 1) (Bergamo et al.,
2010).

2.3. 0O acido salicilico

O acido salicilico possui origem natural, sendo derivado de salicilatos presentes
em espécies do género Salix (Salgueiro). Registros historicos demonstram que o uso
terapéutico de extratos dessa planta eram empregados por civilizagdes antigas para
o tratamento de inflamagdes, dores reumaticas, célicas, gota, dores de cabecga, febres
e dores auriculares. Apesar de apresentar eficacia terapéutica, o acido salicilico
demonstrou efeitos adversos relevantes, causando irritagdes gastrointestinais e
toxicidade quando administrado em doses elevadas. (Montinari et al., 2019)

Com isso, comega a busca pelo desenvolvimento de derivados do acido
salicilico que contornassem essas limitagcbes. Em 1897, Felix Hoffmann, obteve
sucesso ao acetilar o grupo fendlico do acido salicilico, resultando na sintese do acido

acetilsalicilico, apresentado na figura 2. (Rezabakhsh et al., 2021)



alteram a poténcia e a toxicidade dos salicilatos,

Figura 2 - Sintese da aspirina de Hoffmann, a partir de acido salicilico e anidrido acético.
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Fonte: Elaboracao Prépria.
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Os derivados do acido salicilico exercem sua agao farmacolégica em virtude do

Figura 3 — Derivados do acido salicilico utilizados clinicamente
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Fonte: Elaboragao Propria

seu conteudo de acido salicilico. As substituicdes nos grupos carboxila e hidroxila
podendo ter atividades
farmacoldgicas adicionais a anti-inflamatéria (Haddad et al., 2007). Essa versatilidade
das propriedades, fazem com que os derivados salicilicos (figura 3) continuam sendo

amplamente utilizados em diversas areas como: na medicina, cosmética e industria.
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O acido salicilico atualmente é usado topicamente, por sua acao queratolitica,
sendo eficaz no tratamento de patologias descamativas, incluindo a psoriase, acne e
dermatite seborreica.

O salicilato de metila possui relevancia em formulagdes topicas com
propriedades rubefacientes, promovendo alivio de dores reumaticas, musculares e
articulares. Além disso, também vem sendo utilizado em casos leves de disturbios
vasculares periféricos, como frieiras, e em preparagdes para inalacdo voltadas ao
alivio sintomatico de afec¢des do trato respiratorio superior (Haddad et al., 2007).

O acido 4-aminossalicilico, conhecido como acido para-aminossalicilico (PAS)
possui importancia historica e terapéutica no tratamento da tuberculose, sendo um
dos primeiros farmacos introduzidos no tratamento da tuberculose (Minato; Baughn,
2017). Atualmente é utilizado em associagdo com estreptomicina como alternativa de
segunda linha ou em casos de tuberculose multirresistente.

O diflunisal é utilizado como analgésico e no tratamento de artrite reumatoide e
osteoartrite devido aos efeitos antipiréticos, anti-inflamatoérios e analgésicos (Stone et
al., 1977).

A mesalazina (acido 5-aminossalicilico) € um anti-inflamatério utilizado no
tratamento de doencas inflamatdrias intestinais (Abdu-Allah et al., 2016). Entretanto,
quando administrada na forma livre por via oral, a mesalazina pode ser parcialmente
absorvida no intestino delgado, reduzindo sua disponibilidade no colon (Tang et al.,
2024). Para contornar essa limitagao, foram desenvolvidos pré-farmacos capazes de
liberar a mesalazina especificamente no intestino grosso. A balsalazida é utilizado
como tratamento de primeira linha na colite ulcerativa leve a moderada e na terapia
de manutencdo, e a sulfassalazina, composta pela mesalazina e sulfapiridina, é
empregada no tratamento das doengas inflamatdrias intestinais cronicas e como
medicamento de segunda linha na artrite reumatoide (Enna; Bylund, 2008).

Além das suas propriedades, o acido salicilico € um ligante potencialmente
bidentado classico: possui dois centros doadores vizinhos no anel aromatico, o
grupo carboxilato (COO~) e o grupo fenolato (O~). Esses dois atomos de oxigénio
podem doar pares de elétrons a um cation metalico, o que pode levar a formacéo de

novas formas biologicamente ativas.
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2.4. Anti- inflamatérios como ligantes

O entendimento sobre a inflamagédo associada ao cancer tem se ampliado
significativamente, possibilitando a aplicagdo dos conhecimentos na elaboragao de
novos alvos terapéuticos para a prevengao e tratamento do cancer. Sabe-se que as
enzimas cicloxigenase — 2 (COX-2) apresenta niveis elevados em varios tipos de
tumor e tem um papel fundamental na produgéo de prostaglandinas, que atuam nas
células cancerigenas inibindo a apoptose e aumentando a proliferagédo celular. Dessa
forma, observa-se um direcionamento no desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas baseadas em agentes capazes de atuar nessa enzima (Crusz; Balkwill,
2015).

Nesse contexto, os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) sdo compostos
que inibem a atividade da COX e reduzem a produgao das prostaglandinas, sendo um
composto de interesse para o desenvolvimento de novos farmacos antitumorais.

Pesquisas conduzidas por Graminha e colaboradores recentemente,
investigaram a sintese e a atividade biologicas de seis complexos de ruténio (II)
contendo acido salicilico e derivados (acido 4-aminossalicilico (AmSal) e 2,4-
diidroxibenzoico) combinados com ligantes de fosfina e bipyridina. O estudo
demonstrou que os complexos apresentam citotoxicidade significativa, especialmente
em linhagens de cancer de mama triplo-negativo. Dentre os complexos testados, o
[Ru(AmSal)(dppe).]PFs , demonstrou o melhor indice de seletividade, sendo capaz de
interagir com a transferrina humana para seu transporte e induzir a morte celular por
meio da via intrinseca da apoptose (Graminha et al., 2022).

Teixeira e colaboradores avaliaram a atividade biolégica de quatro complexos
de ruténio (ll) contendo derivados do &acido fenadmico (fenamato, mefenamato,
tolfenamato e flufenamato). Os estudos demonstraram que os complexos exibiram
citotoxicidade elevada contra o cancer de ovario resistente a cisplatina. Os complexos
exibiram citotoxicidade in vitro superior, apresentando valores de IC;,
significativamente inferiores aos observados para a cisplatina e para os ligantes em
sua forma livre, evidenciando a coordenacéao metalica (Teixeira et al., 2025).

A investigagdo de Oliveira e colaboradores acerca de quatro complexos de
ruténio (lI) contendo diclofenaco, avaliaram a eficacia do complexo a linhagens
tumorais de pulmado e mama. Os complexos apresentaram elevada citotoxicidade,

sendo mais ativos e seletivos do que o diclofenaco livre e, mais eficazes que a
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cisplatina. O complexo [Ru(dicl)(dppb)(bpy)]PFe foi o mais potente e seletivo,
especialmente para a linhagem de cancer de mama horménio-dependente (Oliveira et
al., 2020).

No ambito das doengas negligenciadas, Miranda e colaboradores investigaram
a atividade leishmanicida de trés complexos de ruténio (Il) coordenados a diclofenaco,
ibuprofeno e naproxeno. Os ensaios de citotoxicidade in vitro demonstraram que os
complexos contendo diclofenaco e naproxeno apresentaram citotoxicidade
significativa contra promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania infantum
apresentando ICso comparaveis aos farmacos de primeira linha (Miranda et al., 2018).

De forma geral, os estudo reforcam o potencial dos complexos de ruténio
associados a anti-inflamatérios como candidatos promissores para o desenvolvimento
de novos agentes que atuem especialmente em tumores e doengas negligenciadas

como a leishmaniose.
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo Geral

Avaliar a citotoxicidade e a produgao de oxido nitrico de um complexo de ruténio

(I1) contendo como ligante o acido salicilico.

3.2.0bjetivos especificos

e Sintetizar e caracterizar um complexo neutro de formula geral
[Ru(sal)(fen)(PPhs)2] onde, fen = 1,10-fenantrolina, PPhs = trifenilfosfina e sal &
o salicilato.

e Caracterizar o complexo por técnicas como: Ressonancia Magnética Nuclear
de 3'P{'H} e' H, espectroscopia de absorgao na regido do ultravioleta-visivel,
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho e voltametria ciclica.

e Avaliar interagcbes com biomoléculas como interagdo com DNA por meio de
medidas de viscosidade (utilizando a técnica de viscosidade relativa).

e Avaliar a citotoxicidade do composto frente a células de melanoma murino
(B16-F10), fibroblasto humano (MRC-5) e macrofagos murinos (RAW 264.7).

e Avaliar a determinacao da producao de 6xido nitrico em macréfagos murinos
(RAW 264.7).
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiais e métodos
4.1.1. Solventes e Reagentes

Os solventes utilizados sdo provindos da Synth P.A ou da Merck P.A, sendo
utilizados sem nenhum tratamento prévio, sendo eles o diclorometano, éter etilico e
metanol.

Como reagentes, foram utilizados o acido salicilico, o tricloreto de ruténio

hidratado, 1,10-fenantrolina e a trifenilfosfina, originados da Sigma-Aldrich.

4.1.2. Sintese

Durante o desenvolvimento deste trabalho foi obtido um novo complexo de
ruténio empregando o complexo precursor [RuClz(PPhs)z2(fen)],o qual contém como

ligantes, a trifenilfosfina (PPhs), cloretos e 1,10-fenantrolina (fen) (Esquema 1).

Esquema 1: Rota sintética que sera empregada para obtengdo dos complexos precursores de
ruténio. N-N se refere ao ligante 1,10-fenantrolina.

PPh, ||’Ph3
PPh;  PhP, L Gl N-N 1, A WCl

RuClg.nH,0 ———> RIS ——= (R
3 Ph,P cl CHaCh | ~cli

PPh,

Fonte: Elaboragao prépria.

A sintese, conforme exibido no Esquema 2, foi realizada utilizando acido
salicilico, reagindo como o complexo precursor [RuClz(fen)(PPhs)2], sob atmosfera
inerte em solugao diclorometano:metanol (2:1). Apdés a desaeragao do solvente,
adicionam-se 12 mg do acido salicilico sobre agitagdo, juntamente com 17uL de
trietilamina, com a finalidade de promover a desprotonacdo. Apés 5 minutos, foram
adicionados 50 mg do complexo precursor.

A reacao foi mantida sob agitacao e refluxo por 24 horas, periodo em que se
observou a mudanga de coloragao de amarelo para vermelho, indicando a formagao
do complexo. Ao término da reagao, o volume da solucéao foi reduzido, sob vacuo até
aproximadamente 2 mL, sendo realizada a precipitagdo do complexo por meio da
adicdo lenta de agua destilada. O material obtido foi filtrado, lavado com agua
destilada e seco a vacuo. O rendimento da reagao foi de 78%.
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Esquema 2 : Rota sintética genérica ilustrando como sera realizada a obtengao do complexo de
ruténio. N-N representa o ligante 1,10-fenantrolina e O-O representa a molécula de interesse, 4cido

salicilico.
Tph3 PPh;
s, oy o CH,Cl,/CHsOH
JRU ) ‘ty, ,\\\‘\
- N + 0-0 272 3 > " .
| Cl o~

PPh,

Fonte: Elaboragao prépria.

4.1.3. Ressonancia magnética nuclear

Os espectros de Ressonancia magnética nuclear (RMN) de 3'P{'H}, foram
obtidos utilizando um espectrometro Bruker Ascend 400 MHz, pertencente ao
Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo de Moléculas do Cipharma/UFOP. Os
complexos foram solubilizados em CH2Cl2 e adicionados aos tubos de RMN com um

capilar de D20. Os espectros de "H e foram obtidos por solubilizagédo em CDCls.

4.1.4. Espectroscopia de absorg¢ao na regiao do Ultravioleta — Visivel

Os espectros eletronicos dos compostos foram obtidos em um
espectrofotometro Thermo Scientific-Genesis 10S. As medidas foram realizadas em
uma cubeta de quartzo com 1 cm de espessura tendo solugdo de concentragao

conhecida e feita a leitura na regidao de 190 a 1000 nm.

4.1.5. Espectroscopia vibracional na regidao do Infravermelho

Os espectros de absorcdo na regidao do infravermelho do composto foram
obtidos em um espectrometro Bruker VERTEX 70, utilizando o método de Refletancia
Total Atenuada (ATR), feita a leitura na regido de 400 a 4000 cm™'.

4.1.6. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica foi realizada no potenciostato/galvanostato Autolab,
modelo PGSTAT302N, tomando-se as medidas em uma célula de trés eletrodos, um
de referéncia (prata/cloreto de prata), um eletrodo de trabalho, e outro contra eletrodo,
ambos de platina. O solvente em questao € uma solugédo de PTBA (0,1M, eletrélito de

suporte) dissolvido em diclorometano, onde foram submersos os eletrodos.
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4.1.7. Interagcao com DNA por viscosidade relativa

Para a analise de interacdo do complexo com DNA, foi utilizado a técnica de
viscosidade relativa. Foram preparadas solugdes contendo diferentes concentragdes
do composto, juntamente com tamp&o Tris-HCI (pH 7,4) e CT-DNA (50 umol/L). As
medidas foram feitas em triplicata, utilizando um viscosimetro de Oswald, em banho
maria a temperatura de 37°C. Os resultados foram plotados em um grafico (n/no)"3

vs ([DNA])/[Complexo]). O valor da viscosidade foi processado pela equagéo:

(t — t0)[DNA]
t0

onde, no é a viscosidade do DNA sem complexo, n € a viscosidade do DNA na
presenca dos complexos, to € o tempo de escoamento do DNA livre de complexo e t

€ o tempo de escoamento das solugdes de DNA com complexo.

4.1.8. Avaliagao da citotoxicidade
4.1.8.1. Cultivo celular e plaqueamento

Para o cultivo das células foi utilizado meio RPMI 1640 (Sigma®) contendo 10%
de soro fetal bovino (Vitrocell®) e gentamicina 60 pg/L em pH 7,22. As culturas foram
incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO:2 por 48 horas ou até o tempo necessario
para obter 80% ou mais de crescimento celular, trocando o meio quando o mesmo
apresentava mudancga de coloragéo (réseo-laranja para amarelo).

ApoOs o crescimento e expansao das células, foi preparada a solugao estoque
(5 x 10° de células/ mL) em meio RPMI completo, conforme descrito anteriormente.
Para o preparo da solugdo estoque, o meio de cultura foi descartado e as células
foram desprendidas do frasco de cultura celular por raspagem com auxilio do suporte
plastico (cell scraper), em seguida, foram adicionados aproximadamente 20 mL de
meio RPMI completo para a homogeneizagao. A solugao foi centrifugada a 1300 rpm
por 07 minutos, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se novamente
aproximadamente 20 mL de meio RPMI completo para a homogeneizagdo em vortex.

Para a quantificacao das células, as mesmas foram diluidas 20x em meio RPMI
completo. E uma aliquota de 10 pL foi adicionada a camera de Newbauer para a
contagem. Apds a devida diluicdo de forma a obter uma solugdo com 5 x 10°

células/mL de meio RPMI, foram pipetados 100 yL da mesma em cada pog¢o da placa
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de cultura de 96 pocos estéril. A placa foi incubada em estufa de CO2 por 24 horas
para que as células aderissem na mesma. Apos esse periodo, o meio foi retirado e as

placas foram lavadas com meio RPMI sem fenol completo.

4.1.8.2. Citotoxicidade: Fibroblasto humano MRC-5 e melanoma murino B16F10

ApOs o cultivo de cada célula e o plagueamento descritos no item 4.1.8.1, 100
ML do complexo, previamente solubilizados em DMSO 0,08% e meio RPMI sem fenol
completo nas concentragbes de 80 a 0.015625ug/mL foram adicionadas em
quadruplicada as placas. Posteriormente, as placas foram incubadas por 24 e 48
horas. Apds a incubacdo, o meio foi removido e os pogos foram cuidadosamente
lavados duas vezes com PBS em pH 7,2. As células foram entéo fixadas por adi¢cao
de 100 pL de acido tricloroacético a 20% frio durante 1 hora a 4 °C. Apds este tempo,
a placa foi lavada com agua destilada e seca.

As células fixadas foram coradas durante 30 minutos com 40 uL de SRB 0,1%
solubilizado em acido acético a 1 %. A placa foi entdo lavada com acido acético a 1%,
novamente deixada secar e foram adicionados 200 pyL de tampao Tris 10 mM (pH
10,5) para solubilizar a coloragao, sob abrigo de luz. Depois de aproximadamente 30
minutos a temperatura ambiente, a absorbancia das amostras foi lida a 490 nm em
leitor de placas multifuncional Tecan e os valores foram expressos como porcentagem

de viabilidade em relagao ao controle (células nao tratadas) (Skehan et al., 1990).

4.1.9. Determinagao da producao de 6xido nitrico

A producao de o6xido nitrico foi avaliada em macréfagos murinos da linhagem
RAW 264.7. As células foram cultivadas e plaqueadas conforme descrito no item
4.1.8.1. Apo6s o periodo de adeséo, o meio de cultura foi removido e substituido por
100 pL do complexo, previamente solubilizado em RPMI (Sigma-Aldrich®) contendo
DMSO (Sigma-Aldrich®) a 0,08%, nas concentragdes finais de 42,5; 21,2; 10,6; 5,3;
2,7 e 1,3 pM. Estas concentracbes escolhidas para teste consistem em valores
menores que o ICso determinado (para a célula RAW 264.7) previamente.

Posteriormente, foram adicionados 100 pL de solugdo contendo
lipopolissacarideo (LPS; Sigma-Aldrich®) na concentragdo de 15 pg/mL e interferon-
gamma (IFN-y; BD OptEIA®) a 100 ng/mL, ambos diluidos em RPMI. As placas foram

incubadas por 24 e 48 horas em condicdes adequadas de cultura celular. Apds os
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periodos experimentais, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80 °C
para posterior determinagao de 6xido nitrico (NO).

A quantificagdo do NO foi realizada pelo método de Griess, que permite a
determinacao indireta dos metabdlitos estaveis do 6xido nitrico, nitrato e nitrito (NO3~
e NO,7), conforme descrito por Green e colaboradores (Green et al., 1982). O
reagente de Griess foi preparado pela combinagao, em proporc¢éo 1:1, de solugéo de
sulfanilamida 1% em acido fosférico 2,5% e solugcdo de N-(1-naftil) etilenodiamina
0,1% em agua destilada. Para construgéo da curva padréao, utilizou-se nitrito de sodio
(NaNO,; Sigma®) em concentra¢des variando de 0,500 a 0,00024 nmol/mL, obtidas
por diluicbes seriadas.

Aliquotas de 50 uL das amostras ou das solucdes padrao foram transferidas
para placas de 96 pogos, seguidas da adigdo de 50 pL do reagente de Griess. Apds
incubacgao por 10 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a absorbancia
foi medida a 570 nm em leitor de placas multifuncional Tecan. As amostras foram
analisadas em quadruplicata, e as concentracdes de nitrito foram determinadas a

partir da equagéao da reta obtida por regresséo linear da curva padrao.

4.1.10. Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism®
versao 8.0 (GraphPad Software, Irvine, CA, USA). A normalidade dos dados foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para conjuntos de dados com distribuicéo
paramétrica, aplicou-se analise de variancia (One-way ANOVA), seguida do teste pds
teste de Bonferroni para comparagdées multiplas. Diferengcas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo obteve-se um novo complexo identificado como
[Ru(Sal)(fen)(PPhs)z], onde sal significa salicilato, fen & 1,10-fenantrolina e PPhs se
refere a trifenilfosfina. O complexo € neutro tal como indicado por meio de medidas de
condutividade molar realizadas em diclorometano que revelaram um valor de apenas
15 uS cm™', caracteristico de espécies nio eletroliticas em solugédo. Esse resultado
indica que o complexo se comporta como uma espécie neutra, ndo ocorrendo
dissociacéo idnica significativa no solvente. Tal observacao esta em concordancia com
a formula proposta para [Ru(Sal)(fen)(PPhs)z] (Esquema 3), na qual a neutralidade é
mantida pelo balanco entre o estado de oxidagdo do ruténio (2*) como o salicilato

apresentando duas cargas negativas, enquanto a fen e PPhs s&o espécies neutras.

Esquema 3 : Estrutura proposta para o complexo contendo acido salicilico, o [Ru(Sal)(fen)(PPhs)z] .

i —~3
P, || ol
P Nl

Fonte: Elaboragéo Prépria.

5.1. Ressonancia Magnética Nuclear

O espectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de fosforo desacoplado
com hidrogénio, apresentado na Figura 4, permitiu atestar a formagao e a pureza do
complexo. O complexo apresentou um singleto com deslocamento de 24,75 ppm. A
presenca desse singleto indica que os dois ligantes trifenilfosfina estdo quimicamente

e magneticamente equivalentes no ambiente de coordenagao do ruténio, sugerindo
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uma geometria bem definida e simétrica ao redor do centro metalico. Caso do presente
complexo, ha dois ligantes PPhs em uma configuracao trans. Caso houvesse fésforos
distintos, como em arranjos cis ou misturas de espécies, seriam observados mais
sinais distintos ou mesmo padrées de acoplamento fosforo-fosforo distintos, como
2Jpp. Portanto, o fato de se observar apenas um singleto reforga a hipotese de que o
complexo foi obtido como uma unica espécie em solugdo, sem a presenca de
isdmeros detectaveis ou subprodutos contendo fosforo. Além disso, o deslocamento
quimico em 24,75 ppm é consistente com valores descritos na literatura para
complexos de ruténio (ll) coordenados a ligantes fosfinicos, e ligeiramente diferente
do deslocamento quimico observado para o complexo precursor utilizado nesse
trabalho [RuClz(fen)(PPhs)2] com deslocamento quimico em aproximadamente 23
ppm. Em comparagédo com a trifenilfosfina livre ou oxidada, cujo sinal de 3'P{'H}
geralmente aparece em torno de -5 e 28 ppm, respectivamente, observa-se um
deslocamento significativo para campo baixo, evidenciando a coordenagédo do atomo
de fésforo ao centro metalico. Comparado como a PPhs livre, esse deslocamento é
consequéncia da diminui¢cao da densidade eletrénica sobre o fésforo apés a formacgao
da ligagao coordenada P-Ru, alternando seu ambiente eletrénico. A auséncia de sinais
adicionais na regiao topica de fosfinas livres e oxidada confirma que n&do ha excesso
significativo de PPhs ndo coordenada na amostra, corroborando a pureza do complexo

sintetizado.

Figura 4 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear 3'P{'H}, realizado em CH2Cl2/D20.
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O complexo obtido apresentou baixa solubilidade em cloroférmio deuterado
(CDCI3). Dessa forma, para a aquisicdo do espectro de RMN de 'H, optou-se pela
utilizacdo de DMSO-ds como solvente. Considerando que o DMSO € um solvente
coordenante, avaliou-se também a possivel estabilidade do complexo nesse meio.
figuras apresenta os espectros de 3'P{'H} (Figura 5) e 'H (Figura 6) do complexo em
DMSO-ds. Observa-se que, nesse solvente, o comportamento espectral do complexo
[Ru(Sal)(fen)(PPhs)2] difere daquele obtido em diclorometano, sendo detectados
novos sinais no espectro de 3'P{'H}. Esses resultados sugerem que o complexo
apresenta certa instabilidade em DMSO, possivelmente em decorréncia da
coordenacao do solvente ao centro metalico Ru (Il). A presenca de um sinal em
aproximadamente -6,8 ppm é indicativa da liberagdo do ligante monodentados
trifenilfosfina (PPhs), uma vez que essa regido € caracteristica de PPhs livre. Esse fato
segure a ocorréncia de um processo de labilizagdo da monofosfina, com possivel
substituigdo por uma molécula de solvente. O sinal observado em 25 ppm foi atribuido
ao complexo [Ru(Sal)(fen)(PPhs)2] de interesse, enquanto os sinais em 39, 42 e 47
ppm podem estar relacionados a formacgéo de espécies intermediarias em equilibrio
no meio com a coordenagao do solvente. Esse complexo € particularmente relevante,
pois indica que, em meio coordenante, o complexo pode sofrer modificacoes
estruturais, sugerindo um possivel comportamento de pro-farmaco sob condi¢des

bioldgicas.

Figura 5 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear 3'P{'H}, realizado em DMSO-de.
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Figura 6 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear 'H, realizado em DMSO-ds.
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Ainstabilidade parcial do complexo em DMSO torna a interpretacéo do espectro
de RMN de 'H mais desafiadora, devido a presenca de mdiltiplos sinais sobrepostos.
Ainda assim, o espectro foi analisado com o objetivo de identificar sinais atribuiveis
aos ligantes coordenados. Essa analise é dificultada pelo fato de todos os hidrogénios
presentes no complexo serem aromaticos, resultando em regides espectrais mais
congestionadas ainda com varios multipletos. Para o ligante salicilato, sdo esperados
sinais na regiao entre 6,9 e 7,8 ppm. No espectro obtido (Figura 6), os sinais em 6,95
e 7,06 ppm foram atribuidos a esse ligante, corroborando a presenca deste ligante no
complexo sintetizado. Os demais sinais nessa regido encontram-se sobrepostos aos
sinais na faixa de 7,8 a 9,8 ppm foram atribuidos ao ligante 1,10-fenantrolina, em

concordancia com o padrao esperado para sistemas aromaticos heterociclicos desse
tipo.

5.2. Espectroscopia na regidao do Ultravioleta — Visivel

A técnica de espectroscopia eletrénica de absorg¢ao na regidao do ultravioleta e

visivel (UV-Vis) foi utilizada com o intuito de avaliar os tipos de transi¢cao eletrénica
existentes no complexo.
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Foi possivel observar no espectro (Figura 6) a presenga de duas bandas, sendo
uma de maior intensidade, e outra de menor intensidade. A primeira, em 270 nm é
referente as transi¢cdes eletronicas que ocorrem do orbital T1-ligante ao 1r-antiligante
da fenantrolina, trifenilfosfina e do acido salicilico. Abanda de 453 nm esta relacionada

com as transigdes do tipo Transicdo de Carga do Metal para o Ligante (MLCT).

Figura 6 — Espectro de UV-Vis do complexo.
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Tabela 1 — Dados de comprimento de onda maximo de absorgéo (Amax), absortividade molar (€) e
tentativas de atribuicao de bandas.

Amax (nm) g (M-'cm) Transicao
270 19.182 IL (T—TT%)
453 2.201 MLCT

5.3. Espectroscopia na regiao do infravermelho

A espectroscopia na regidao do infravermelho foi utilizada para a devida
caracterizacdo do complexo obtido, podendo visualizar e estudar as vibragcbes da

molécula, bem como fazer a comparagao entre o complexo e o ligante.
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Figura 7 - Espectro de absorgao na regido do infravermelho do ligante e do complexo.
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A formacdo do complexo em questdo pode ser comprovada, a partir da
comparacgao dos espectros do ligante livre e do complexo (Figura 7). Ao observar o
espectro do complexo, observa-se a auséncia da banda em 3233 cm-’, atribuida ao
estiramento v(O—H) fendlico, bem como o desaparecimento da banda larga na regiao
de 3280 — 2500 cm™, caracteristica do estiramento v(O-H) do grupo carboxilico. Essas
alteracdes indicam a dupla desprotonagao do acido salicilico para a sua coordenacao.

Além disso, observa-se o desaparecimento da banda em 1652 cm™ atribuida a
estiramento v(C=0) do acido livre, acompanhado com a presenga das bandas em
1580 e 1431 cm referente ao estiramento assimétrico e simétrico do carboxilato
v(COO). Essas evidencias confirmam a desprotonagao do grupo carboxilico para a
sua coordenagao ao grupo metalico.

Observa-se ainda em 1090 cm™' uma banda, atribuida ao estiramentos v(P—-C)
e uma banda em 523 cm™ atribuida ao estiramento v(Ru-P), que comprovam a
coordenacao da trifenilfosfina ao centro metalico.

As bandas referentes as ligagdes v(Ru-O) e v(Ru-N), ndo foram passiveis de
serem observadas, uma vez que essas vibragbes aparecerem em regides abaixo de

500 cm, regido em que nao foi possivel observar na analise.
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Tabela 2 — Tentativa de atribuicdo das principais bandas de absorg¢éo na regiao do infravermelho.

Atribuicoes Ligante Complexo
vO-Hfenol 3233 -
VO-Hcarboxila 3280 - 2500 -
vC-H 3000 - 2831 3045
vC=0 1652 -
v(COO) - 1431; 1580
vC-P - 1090
VRu-P - 523

5.4. \Voltametria ciclica

Para avaliar o comportamento de oxi-redu¢ao dos complexos metalicos, foram
realizados estudos eletroquimicos utilizando a técnica de voltametria ciclica. Essa
técnica permitiu obter informacdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos
redox do complexo metalico, bem como avaliar a influéncia que os ligantes possam
ter sobre o metal, a partir do deslocamento do potencial de oxidagao Ru(Il)/Ru(lll).

E possivel observar na Figura 8 o voltamograma ciclico do complexo, onde seus

dados associados, estao compilados na Tabela 3.

Figura 8 - VVoltamograma ciclico do complexo em solugéo de diclorometano na concentragédo
de 1 x 10-3 mol/L em 0,1 mol/L de PTBA. Velocidade de varredura de 50 mV/s.
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Fonte: Elaboragao Propria.
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Tabela 3 - Potenciais de oxidagao Rulll/Rull e correntes anddicas e catddicas dos complexos.

Epa (V) 0,45
Erc (V) 0,31
E12 (V) 0,38
Ipa (UA) 76
Irc (UA) 78
Ipa/ lpc (UA) 0,97

Ao se analisar os dados da corrente de pico anddico e catodico, € possivel
afirmar que o complexo sintetizado apresenta carater quasi-reversivel, uma vez que
a razao entre os valores de corrente € proximo de 1, caracteristica tipica de sistema
redox reversiveis. Nota-se que em torno de 450 mV ha um processo de oxidacéo de

Ru?* para Ru®*, enquanto a redugdo de Ru3* para Ru?*, ocorre em torno de 310 mV.

5.5. Interagcdao com DNA por viscosidade relativa

Através da viscosidade conseguimos diferenciar os trés tipos de interagao
principais com o DNA. Isso ocorre porque a intercalagdo da molécula com as bases
nitrogenadas do DNA podem promover o alongamento, enrijecimento
desenrolamento parcial da dupla hélice, aumentando a viscosidade. Os compostos
que estabelecem ligagdes covalentes coordenadas, provocam a distor¢ao da dupla
hélice, reduzindo o comprimento e consequentemente a diminui¢do da viscosidade.
Ja os compostos que interagem com os sulcos do DNA nao alteram significativamente
o comprimento da molécula, desse modo a viscosidade nao sofre alteracbes
significativas.

Com base nos dados apresentados na Figura 9, o brometo de etidio (BrEt)
promoveu um aumento da viscosidade, comportamento caracteristico de um
intercalador classico, que causa o alongamento da dupla hélice. Por outro lado, o
complexo analisado apresenta leve diminuicdo da viscosidade, descartando o
mecanismo de interacao por intercalacéo. Esse comportamento sugere uma interagao

externa ao DNA, possivelmente por ligagdes nos sulcos do DNA.
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Figura 09 — Viscosidade relativa do CT-DNA do complexo e do padréao brometo de etidio, em

diferentes raz6es molares [Composto]/[DNA].
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Fonte: Elaboragao Propria

5.6. Citotoxicidade

A citotoxicidade do complexo, foi realizada frente as linhagens MRC-5
(fibroblastos humanos), B16-F10 (melanoma murino) e RAW 264.7 (macréfagos
murinos), nos periodos de 24 e 48 horas. Determinou-se a concentragdo inibitoria 50
(ICs0), definida como a dose responsavel por inibir em 50% o crescimento celular. Os

resultados encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4 — Valores de ICso do complexo em fibroblasto humano MRC-5, melanoma murino B16-F10 e

macréfago murino RAW 264.7.

ICs0 (M)
24 horas 48 horas
MRC-5 49,50 £1,2 >80,0+£0,0
B16-F10 >80,0+£0,0 47,88 £ 2,8
RAW 264.7 48,52 + 3,1 >80,0+0,0

Os resultados demonstram que, apdés 24 horas de exposi¢cao, o complexo

apresentou um ICs, de 49,5 £ 1,2 yM para a linhagem MRC-5 e 48,52 + 3,1 uM para
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RAW 264.7, enquanto para a linhagem tumoral B16-F10 o valor foi superior a 80 uM,
indicando que, no periodo inicial, 0 complexo apresentou citotoxicidade moderada em
células ndo tumorais e macréfagos, mas baixa atividade frente as células tumorais.
Entretanto, apos o periodo de 48 horas de tratamento, observou-se uma
inversao desse perfil. A linhagem B16-F10 apresentou ICs, de 47,88 £ 2,8 uM,
apresentando um aumento da atividade citotoxica dependente do tempo. Enquanto,
as linhagens MRC-5 e RAW 264.7 apresentaram valores superiores a 80 uM. Esse
comportamento sugere que as ceélulas ndo tumorais e os macrofagos sobreviventes
ao periodo inicial (24 horas) foram capazes de recuperar sua viabilidade e retomar o
ciclo celular, indicando um potencial de seletivo do complexo em exposicoes

prolongadas.

5.7. Oxido Nitrico

A quantificacao indireta de 6xido nitrico (NO) foi realizada em sobrenadante de
macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS+IFN, tratados com o complexo em
diferentes concentracdes e avaliados nos tempos 24 e 48 horas, apresentados na
Figura 10. Esse ensaio foi conduzido com o objetivo de avaliar o potencial efeito do
complexo de Ru/salicilato sobre a modulacado da resposta inflamatéria, uma vez que
a producgao de oxido nitrico por macrofagos ativados constitui um importante marcador
de ativacao celular e de processos inflamatoérios. Dessa forma, a analise dos niveis
de NO permite inferir possiveis propriedades imunomoduladoras ou anti-inflamatdérias
do composto em estudo. Como o ligante utilizado € um agente anti-inflamatoério, a

investigacao se ele desempenharia algum efeito, torna-se relevante.
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Figura 10 - Quantificag&o indireta de dxido nitrico em sobrenadante de macréfagos RAW estimulados

com LPS+IFN e tratados com diferentes concentragbes do complexo.
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Fonte: Elaboragao Propria.

= 425 212 106 53 2,7 13

Com os resultados obtidos, em todos os tempos avaliados, apenas o

tratamento com a maior concentragdao testada, 42,5 uM, promoveu a redugdo

significativa da produgédo de NO quando comparado aos macréfagos estimulados com

LPS*+IFN* e n&o tratados. Esse comportamento sugere que o complexo apresenta

potencial atividade anti-inflamatéria dependente da concentracdo, manifestada

apenas na maior concentragdo investigada. Dessa forma, pode-se inferir que a

coordenacgao do salicilato ao centro metalico ndo potencializou significativamente o

efeito anti-inflamatdrio nas concentragdes mais baixas, indicando que sua contribuigao

para a modulacdo da producdo de NO pode estar limitada as condicdes de maior

exposi¢ao ao complexo.
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6. CONCLUSAO

Nesse trabalho foi sintetizado um novo complexo de ruténio (Il) com ligante
acido salicilico, junto aos ligantes auxiliares trifenilfosfina e fenantrolina de férmula
geral [Ru(Sal)(fen)(PPhs)2]. O complexo foi caracterizado através das técnicas de
ressonancia magnética nuclear, espectroscopia de absor¢cdo na regido de
infravermelho e ultravioleta e visivel e voltametria ciclica, que confirmaram a formagao
do complexo. A analise de interacdo com DNA por viscosidade relativa mostrou que o
complexo possivelmente apresenta interacdo externa ao DNA, possivelmente por
ligacdes nos sulcos do DNA.

Por fim os ensaios biolégicos apontaram que o complexo apresentou atividade
citotoxica moderada frente a linhagem tumoral B16-F10, demonstrando maior efeito
apods 48 horas de exposig¢ao. Além disso, na concentracido de 40 uM observou-se uma
reducao significativa na produgao de 6xido nitrico indicando potencial atividade anti-
inflamatdria. Dessa forma, os resultados sugerem que o complexo possui um potencial
promissor em futuras otimizacdes estruturais, na busca de tentar compreender melhor

suas relagdes de estrutura atividade e elucidar o seu possivel mecanismo de acéo.
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