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RESUMO

Uma serie de complexos de ruténio de formula geral [RuCI(L)(dppb)(4,4 -Mebipy)](PFe)n
onde (dppb = 1,4-bis(difenilfosfina butano), 4,4 -Mebipy = 4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina e L =
CO, NO, NO7, NOg, piridina e 4-picolina, foi preparada e caracterizada por IR, UV-Vis,
RMN de *H, *P{*H} e BC{*H}, analise elementar, em alguns casos difracdo de raios X de
policristal e voltametria ciclica. Além disso, a estrutura do complexo [RuCI(CO)(dppb)(4,4 -
Mebipy)]PFs foi elucidada pela difracdo de raios-X de monocristal. A atividade anticancer in
vitro na linhagem HepG2 (carcinoma hepatocelular), interacdo com albumina humana (HSA)
e DNA foram avaliadas. As constantes de ligacdo da albumina de soro humano e o0s
parametros termodinamicos sugerem interaces espontaneas dos complexos com a proteina
HSA, através de interacdes de Van der Waals e ligacdo de hidrogénio. O estudo de titulacdo
espectroscopica indicou que o DNA-CT interage com os complexos por meio de interacGes
ndo-covalentes. Além disso, para todos os compostos os indices de seletividade estdo

préximos de 1, indicando uma boa seletividade dos compostos obtidos.

Palavras chave: Ruténio. Cancer. NO. CO. NO,. NOs'. Piridina. 4-Picolina. DNA. e HSA.



ABSTRACT

A series of ruthenium phosphine/diimine complexes were prepared and characterized as
[RuCI(L)(dppb) (4,4 -Mebipy)]PF¢ (dppb = 1,4-bis(diphenylphosphino)butane, 4,4 -Mebipy =
4.4'-dimethyl-2,2'-bipyridine and L = CO, NO*, NO,", NO3, pyridine and 4- picoline), by IR,
UV-Vis, H, *P{*H} and *C{*H} NMR spectroscopies, elemental analysis, X-ray Powder
Diffraction and cyclic voltammetry. In addition, the crystal structure of
[RuCI(CO)(dppb)(4,4 -Mebipy)]PFs was elucidated by single crystal X-ray diffraction
analysis. Also, the preliminary in vitro anticancer activity, on hepatocellular carcinoma
(HepG2), HSA and DNA binding experiments were evaluated. Human serum albumin
binding constants and thermodynamic parameters suggest spontaneous interactions of the
complexes with this protein, by van der Waals forces and hydrogen bonding. Spectroscopic
titration study indicated that the ctDNA interacts with the complexes are primarily through
non-covalent interactions. Additionally, for all compounds their Sl are close to 1, indicating a

good selectivity.

Keywords: Ruthenium. Cancer. NO. CO. NO;". NO3". Pyridine. 4-Picoline. DNA. and HSA.
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1 INTRODUCAO

Medicamentos a base metais de transicdo tem sido aplicados desde o inicio da
civilizacdo, onde o uso de sais de ouro e cobre para esterificacdo da agua foram
empregados (FRICKER, 2007). Mesmo com estes relatos, o primeiro metalofarmaco
constituido por arsénio e utilizado no tratamento da sifilis foi sintetizado somente em
1912 por Paul Ehrlich (MJOS, 2014). Entretanto, o que possibilitou o grande
desenvolvimento da Quimica Inorganica Medicinal foi a descoberta acidental das
propriedades antitumorais da cisplatina [PtClo(NHs)2] por Barnett Rosenberg em 1965
(MJOS, 2014). Tal atividade permite que esse composto inorganico seja empregado no
tratamento de varios tipos de canceres, sendo, depois das doencas cardiovasculares, a
maior causa de morte em paises industrializados, onde uma em cada quatro pessoas
desenvolve a doenca, e uma em cada cinco € levada a 6bito (INCA, 2014; VIJAYAN,
2014).

O mecanismo de acdo da cisplatina, e seus analogos, vém sendo investigado e ha
evidéncias de que estd relacionado com interacdes por ligacdo covalente com sitios
especificos do DNA, ocasionando a formacéo de diferentes adutos (Figura 1) que levam
a mudancas conformacionais, inibicdo da transcricdo do DNA e por consequéncia,

morte celular das células cancerosas, por apoptose (ZAKI, 2016).

Figura 1 - Formacdo do aduto de DNA e cisplatina.
NH, HaN

NHs\\ // .

Pt

NH3

NH,

Fonte: ZAKI, 2016. Adaptada
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Apesar da eficicia destes farmacos eles ndo sdo seletivos contra as células
neoplésicas e agridem também células normais, especialmente aquelas com grande
capacidade de renovacdo, como as da medula 6ssea e mucosa gastrointestinal. Por isso,
uma série de efeitos colaterais pode ser associada a esse tipo de tratamento, podendo-se
destacar a nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade e alopecia, entre outros.
Além disso, com o passar dos anos alguns tumores desenvolveram resisténcia ao
complexo levando a necessidade da busca por novos agentes quimioterapéuticos com
maior espectro de atuacao e menores efeitos colaterais (GROZAV, 2016).

Por essas raz0es, cientistas vém estudando exaustivamente novos complexos de
metais de transi¢do que apresentam potencial atividade antitumoral. Nesse contexto os
complexos de ruténio destacam-se ja que apresentam propriedades antitumorais,
antibacteriana e antimetastaticas (KOSTOVA, 2006; SHOHAYEB, 2016).

Tais compostos, quando comparados aos farmacos com platina, possuem
vantagens que incluem a capacidade de adotar diferentes estados de oxidacdo em
condicdes fisioldgicas e capacidade do atomo de ruténio mimetizar o de ferro em
ligacbes com determinadas moléculas bioldgicas (albumina, transferrina e lactoferrina)
(NAIK, 2014).

Nas Ultimas duas décadas ocorreu um crescimento exponencial na sintese de
compostos de ruténio, vislumbrando um potencial farmaco. Nesse sentido complexos de
ruténio com ligantes carbonilicos, nitro, 6xido nitrico, piridina e 4-picolina tém sido
largamente estudados, visto que tais ligantes desempenham papeis importantes em
muitos processos biolégicos podendo se tornar potenciais metalofarmacos
(CARNIZELLO, 2016; SIPKA, 2010; TFOUNI, 2012).

Atualmente  dois complexos de ruténio NAMI-A([trans-RuCl,(1H-
imidazol)(DMSO-S)]); KP1019 ([trans-RuCls(1H-indazol),]) (Figura 2) encontram-se
na fase Il de ensaios clinicos sobre os efeitos bioldgicos de potenciais agentes
terapéuticos (VIJAYAN, 2014). Apesar da semelhanca estrutural, esses compostos
apresentam atividades antitumorais distintas, 0 NAMI-A demonstra efeitos inibitorios
contra a formagdo de metastases em uma variedade de células tumorais, porém com
baixo efeito citotoxico, enquanto o KP1019 mostrou uma atividade antitumoral direta
contra uma grande variedade de tumores humanos primarios por indugdo de apoptose
(ANTONARAKIS, 2010).
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O mecanismo de agéo de complexos de ruténio ainda ndo foi determinado com
clareza, entretanto estudos tém apontado que estes atuam sobre uma grande quantidade

de moléculas alvo dentre elas DNA, membranas e proteinas (KOMOR, 2013).

Figura 2 - Estruturas propostas para os compostos de ruténio (A)
NAMI-A e (B) KP1019.

H
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ol o "™ " e
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Fonte: Do autor.

Em suma, diante de tais propriedades e dados relatados acima o presente
trabalho fundamenta-se na sintese, caracterizacdo, avaliacdo da atividade citotoxica e
investigacdo do mecanismo de acdo de complexos de ruténio (I1) com ligantes CO,

NO*, NO,,, NOg" piridina e 4-picolina uma vez que esses apresentam interessantes
propriedades terapéuticas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Revisdo bibliogréfica relata sobre os complexos de ruténio com atividade
tumoral, os ligantes carbonilicos, 6xido nitrico, dioxido de nitrogénio e piridinicos

abordando a sua importancia no organismo e os trabalhos promissores ja desenvolvidos.

2.1. Complexos de ruténio com atividade antitumoral

O desenvolvimento de novos complexos com atividade antitumoral € um desafio
para 0os Quimicos Inorganicos, pois estd vinculado a necessidade de buscar novos
farmacos mais efetivos e com menor toxicidade que os atuais. Diante disto varios
grupos de pesquisa tém buscado obter complexos que apresentem atividade antitumoral,
procurando obter vantagens em relacdo aos farmacos a base da platina (CHATTERJEE,
2008).

Os mais promissores tem sido os de ruténio, pois tém demonstrado uma maior
especificidade e seletividade para células tumorais (CHATTERJEE, 2008; FINK, 2010).
Além disso, os complexos de ruténio apresentam caracteristicas que 0s tornam
adequados para a aplicacdo medicinal: possibilidade de apresentar varios estados de
oxidacdo, podendo assim favorecer uma acdo por meio de mecanismos redox,
versatilidade na troca de ligantes, aléem da geometria de coordenacdo octaédrica, ou seja,
maior nimero de sitios de coordenacdo com biomoléculas, se comparado aos compostos
de platina (BERGAMO, 2012; BRABEC, 2006).

Atualmente, complexos de ruténio com ligantes de interesse bioldgico veem
sendo avaliados e varios relatos podem ser encontrados na literatura. A Tabela 1 ilustra
alguns resultados bastante satisfatorios frente a linhagens tumorais, pode-se destacar o
complexo ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs que apresenta um valor de IC50 de 6,56 que é
inferior ao da cisplatina (76,19), indicando que é necessdria uma concentracdo de
composto inferior ao da cisplatina para eliminar 50% das células tumorais na linhagem
de MCF-7. Tais resultados evidenciam que o emprego de ligantes carbonilico e nitrosilo

podem potencializar a atividade antitumoral.
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Tabela 1 - Valores de 1Cs, (umol L") de alguns complexos de ruténio contra a linhagem
tumoral MDA-MB-231.

Linhagem de Complexo* ICs Referéncia**
células

MCF-7 ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs 6,56 CARNIZELLO, et al., 2016.
MDA-MB-231  cis-[RuCl,(NO)(dppp)(py)]PFs 19,0 GOLFETO, et al., 2010
MDA-MB-231 cis-[RuCl,(NO)(dppp)(4-Mepy)]PFs 7.4 GOLFETO, et al., 2010
Hep-G2 [RuH(HL)(PPh),(CO)] 22,1 KAMATCHI, et al., 2013
MDA-MB-231  Cisplatina 63,0 GOLFETO, et al., 2010
Hep-G2 Cisplatina 16,2 KAMATCHI, et al., 2013
MCF-7 Cisplatina 76,19 CARNIZELLO, et al., 2016.

Fonte: Do autor. Adaptada

*Onde: bipy = 2,2’-bipiridina, dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano, py = piridina e HL =
2,2’-bipiridina-5,5-dicarboxilico.

**Utilizando os autores descritos

2.2 Monoxido de carbono

O monodxido de carbono (CO) é um gas incolor, inodoro, quase insoltvel em
agua, pouco reativo devido a sua entalpia de ligacdo (1,074kj/mol) e de elevada
toxicidade (SHRIVER, 2006).

O CO pode ser produzido a partir de todos os tipos de combustdo incompleta de
matéria organica, entretanto estudos apontam sua producdo de maneira enddgena
juntamente com os ions ferro e biliverdina. Em mamiferos o mondxido de carbono é
gerado durante a degradacdo do grupo heme pelas enzimas heme oxigenase (HO-2) e
induzida (HO-1) de acordo com a Figura 3. A degradacdo se da pela oxidacdo na
posi¢do a do anel da ferroprotoporfirina ¢ a presenga de oxigénio é necessaria para a
atuacdo da heme oxigenasse (RODERIQUE, 2015). A biliverdina produzida sofre a
acao da enzima biliverdina redutase formando a bilirrubina que constitui um poderoso
antioxidante endogeno (OWENS, 2010).



Figura 3 - Esquema da producéo enddgena catalisado pela heme oxigenasse
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Fonte: WU, 2005

Apo6s a descoberta da producdo enddgena de CO, vérios estudos foram
realizados e mostram suas aplicacdes terapéuticas como sinalizador ou mediador de
diversos processos fisioldgicos (USTUN, et al., 2016).

O mondxido de carbono pode reagir de maneira seletiva com proteinas
funcionais e estruturas que contém receptores especificos e gerar determinada resposta
no organismo (FOREST, et al., 2004). Dessa maneira complexos carbonilicos de metais
de transicdo vém sendo estudados como uma ferramenta bioldgica para imitar a
bioatividade da geracdo de CO enddgeno e potencializar suas aplicacfes terapéuticas
(USTUN, et al., 2016).

Os primeiros complexos sintetizados submetidos a testes de liberacdo de CO no
organismo foram o Mn,(CO);p (CORM-1) e [RuCl,(CO)3], (CORM-2). Apesar de
serem sollveis somente em solventes orgénicos, mostraram boa liberagdo em ambientes
biologicos e demonstraram atividade vasodilatadora (STRINITZ, et al.,2015).

A partir de entdo diferentes tipos de complexos contendo CO como ligante
(CORM- CO-release molecules) tem sido sintetizados e vem demonstrando atividade
vasodilatadora, anti-inflamatoria e anti-esquémica (LONG, et al., 2014). Os compostos

mostrados na Figura 4 apresentam os resultados mais promissores. O CORM-3 & um
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complexo que libera monoxido de carbono rapidamente em condigdes fisiologicas (meia
vida menor que 1 min em 37°C e pH= 7,4) além de demonstrar potencial terapéutico
para o tratamento de doencas cardiacas e renais (CLARCK, et al., 2003). Ja o
Cr(CO)4(N-[(2-piridil)metilideno]-6-coumarina) demonstrou uma elevada atividade
antioxidante (DATTA, et al., 2011).

Figura 4 - Representacdo quimica dos complexos CORM-3 e Cr(CQO),(N-
[(2- piridil)metilideno]-6-coumarina).

H CO 7 N\ T\
N[ o QW@
NS \ /

y /Ru\ OC——Cr—CO

oF O ‘co co /' \

oc co
CORM-3 Cr(CO)4(N-[(2-piridil)metilideno]-6-coumarina)

Fonte: CLARCK, et al., 2003; DATTA, et al., 2011. Adaptada.

Atualmente pesquisas indicam que complexos carbonilicos também apresentam
atividade antitumoral, um exemplo é o complexo Co,(CO)s(C13HsO3)  (Figura 5) que
apresenta 1Csp de 40,61 uM , enquanto que o farmaco de referencia 5-FU, ICsy de
114,19 uM na linhagem Hela (carcinoma cervical humano). Estudos apontam também
a baixa toxicidade deste composto, mostrando dessa forma o seu potencial
farmacoldgico (GONG, et al., 2016).

Figura 5 - Esquema quimico (A) e representacdo Ortep (B) do complexo
C02(C0)s(C13HsO3).

(A) (B)
Fonte: GONG, et al., 2016. Adaptada.
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2.3 Oxido nitrico (NO) e di6xido de nitrogénio (NO,)

O O&xido nitrico é uma espécie radical que possui configuracdo eletronica de
camada de valéncia (62s)? (62s*)? (62pz)? (n2p)* (n2p*)". Apesar de ser uma molécula
paramagnética, ela ndo pode ser detectada por ressondncia paramagnetica ja que no
estado liquido ou solido ocorre a formacéo de dimeros.

Trata-se de um dos compostos quimicos mais simples que & continuamente
formado, em mamiferos, a partir da oxidacdo de um dos grupos amino presentes no
residuo de guanidina do aminoécido L-arginina. Essa reagdo é catalisada pela enzima
NO sintetase (NOS), que utiliza oxigenio e NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato) como co-substratos e converte L-arginina em L-citrulina
conforme a Figura 6. (GAO, 2010; TENNYSON, 2011.).

Figura 6 - Esquema da sintese enddgena de 6xido nitrico.
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Fonte: WANG; CAI; TANIGUCHI, 2005.

Em tecidos hipoxicos (baixa concentracdo de oxigénio) pesquisadores
observaram que o nitrito (NO") considerado um subproduto do metabolismo do éxido
nitrico é reduzido rapidamente em NO. Tecidos em hipdxia se tornam dependentes
energeticamente de glicose e geram grande quantidade de acido latico, explicando a
reducdo ja que quimicamente, esta reacdo necessita de um catalisador acido
(PIKNOVA, et al., 2016).

O NO participa de diversos processos fisioldgicos nos mamiferos, incluindo
vasodilatacdo, controle de pressdo sanguinea, controle de sono, controle de apetite,
sistema imunologico, apoptose, atua como mensageiro secundario no cérebro e sistema
nervoso periférico, funcdo plaquetaria dentre outros (CARAMORI, et al., 2015; HIRST;
ROBSON, 2011).
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A sua vasta atuacdo bioldgica aliada a facilidade de coordenagdo com Varios
centros metalicos com diferentes geometrias, nimeros de coordenacdo e propriedades
eletrobnicas vem estimulando pesquisadores a buscar novos sistemas incluindo
complexos nitrosilo (M-NO) e nitro (M-NO;) de metais de transicdo (ANDRIANI, et
al., 2014). Formalmente, o Oxido nitrico pode assumir trés estados de oxidagdo, NO*,
NO e NO, dependendo da natureza do metal (estados de oxidagdo) este pode se

coordear de 3 maneiras diferentes, conforme mostra a Figura 7 (RAYNOR, 1972).

Figura 7 - Modos de coordenacdo do NO: (i) nitrosil, (ii)
isonitrosil, (iii) bidentado.

NO  ON  N—0

M M M
(1) (i) (1ii)
Fonte: (ANDRIANI, et al., 2014)

Estudos tém demonstrado que nitrosilo e nitro complexos apresentam atividade
antitumoral apreciavel, ja que a liberacdo citotoxica de NO pode ocorer dentro de
celulas tumorais e levar a morte celular da mesma (SERLI, et al., 2003).

Como o NO possui alta afinidade com ruténio, complexos Ru-NO vem se
destacando nas ultimas decadas, um exemplo, € o complexo [RuCI,NO(BPA)], onde
BPA= 2-hydroxybenzyl(2-methylpyridyl)amine, representado na Figura 8 foi avaliado
frente a linhagens de células tumorais HelLa (carcinoma cervical humano), Tm5
(melanoma murino) e CHO (ovéario de hamster chinés), apresentando resultados de ICsg
inferiores ao da cisplatina para as linhagens HelLa e Tmb5, indicando o seu potencial
farmacolégico (HEINRCH, et al., 2011; SERLLI, et al., 2003). Os resultados podem ser
observados na Tabela 2.
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Figura 8 - Representacdo ORTEP do complexo [RuCI,NO(BPA)]
(BPA= 2-hydroxybenzyl(2-methylpyridyl)amine) com
elipsoids de 30%.
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Fonte: HEINRCH, et al., 2011

Tabela 2 - Valores de ICsq para o complexo [RuCI,NO(BPA)] nas linhagens HelLa,
Tmb5 e CHO obtidos em solugfes de DMSO.

. |C50 llM
Linhagem Celular i i
[RUCI;NO(BPA)] Cisplatina
HelLa 10,83 15,54
Tm5 17,75 15,04
CHO 54,73 42,42

Fonte: HEINRCH, et al., 2011. Adaptada

Nitro complexos de ruténio com férmula cis-[Ru(NO,).(dppb)(5,5’-mebipy)],
onde 5,5’-mebipy= 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina e dppb= 1,4-bis(difenilfosfina)butano
(Figura 9) demosntraram atividade antiparasitaria promissora em parasitas nas formas
epimastigotas e tripomastigotas, transmissores da Doenca de Chagas. Os resultados
podem ser vistos na Tabela 3 (BASTOS, et al., 2014).
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Figura 9 - Representacdo estrutural (A) do complexo o cis-[RU(NO,)(dppb)(5,5’-
mebipy)] e sua representacdo ORTEP (B) com elipsoids com 30% de
propabilidade.

(A)
Fonte: BASTOS, et al., 2014.

Tabela 3 - Valores de I1Cso e ECsy para o complexo cis-[Ru(NO,).(dppb)(5,5°-
mebipy)] frente as linhasgens de tripanossoma Epimastigotas e
Tripomastigotas.

_ 1Cs50 pM
T. eruzi cis-[RU(NO,)(dpph)(5,5"-mebipy)] BDZ
Epimastigotas 16,6 2,9
Tripomastigotas 10,7 11,4

Fonte: BASTOS, et al., 2014.

2.4 Ligantes piridinicos

Os ligantes piridinicos sdo compostos por um heterociclo aromatico que
apresenta maciez modulavel por substituintes presentes no anel. Sdo compostos
amplamente empregados na quimica de coordenacéo devido a sua afinidade com metais
de transicdo moles e intermediarios, como o Ru*% Tais caracteristicas justificam sua
utilizacdo para diversas aplicagdes, incluindo catalise de reacbes de hidrogenacéo
(RODRIGUES, et al., 2016), células solares sensibilizadas por corante e separacao de
ions metalicos (ROBERTS; HALCROW, 2016).

Atualmente tem se descoberto promissora atividade antitumoral em complexos

piridinicos, dentre eles podemos citar 0 [RuCl,(p-cym)(2-pic)] mostrado na Figura 10,
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que demostrou efeitos inibitérios contra células de cancer de cdlon (ICsp = 78 uM)

(GRAU, et al., 2012).

Figura 10 - Representacdo Estrutural do
[RuClz(p-cym)(2-pic)].
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Fonte: (GRAU, et al., 2012). Adaptada.

Como descrito, resultados muito significativos tém sido encontrados na

literatura, onde diferentes classes de complexos de ruténio tém apresentado promissores
resultados in vitro e in vivo, como antitumorais. Neste sentido, este trabalho foi
realizado buscando novas opcdes terapéuticas, para os diferentes tipos de céncer
relatados, os quais sdo um desafio da atualidade, pelos casos de resisténcia e efeitos

colaterais dos farmacos existentes, sendo responsaveis por problemas clinicos que

limitam a eficacia do tratamento.
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral a sintese e caracterizagdo de
complexos de ruténio de formula geral [Ru(CI)(L)(dppb)(4,4’-Mebipy)]PFs, onde dppb
= 1,4-bisdifenilfosfina butano, 4,4’-Mebipy = 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina e L = CO,
NO, NO;,NOg’, piridina e 4-picolina.

Avaliagdo da citotoxicidade em células cancerigenas e normais, além de estudar
a interacdo dos complexos sintetizados com DNA e albumina de soro humana (HSA), a

fim de estudar um dos possiveis alvos bioldgicos.

3.1 Objetivos Especificos

(a) Sintese do complexo precursor cis-[Ru(Cl),(4,4’-Mebipy)(dppb)];

(b) Sintese de complexos de formula [Ru(Cl),(L)(dppb)(4.4’-Mebipy)](PFe)n,
onde L = CO, NO*, NO, ,NO3, piridina e 4-picolina;

(c) Caracterizacdo dos complexos obtidos por: analise elementar, espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear de 'H, *'P{"H}, *C, voltametria ciclica,
espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta/visivel, analise
termogravimétrica, espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho,
condutividade, difracdo de raios X por policristal e monocristal, quando
possivel;

(d) Avaliacdo da citotoxicidade dos complexos nas linhagens de células cancer
de figado (Hep G2) e fibroblasto normal (CCD-1029Sk);

(e) Estudo da interagdo dos complexos com HSA;

(f) Estudo da interag&o dos complexos com DNA;

(9) Estudo da estabilidade em CH,CIl,/DMSO por 48 horas.
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4 METODOLOGIA

A seguir sdo relatados as condicOGes utilizadas, metodologia, solventes e
reagentes utilizados para a sintese de complexos de Ru(ll) com os ligantes CO, NO+,
NO2-, NO3-, piridina e 4-picolina.

4.1 Obtencdo da Atmosfera Inerte: Argonio

Os complexos foram sintetizados sob atmosfera inerte e em condicGes anidras,
através de um sistema de secagem de gas argdnio montado no Laboratério
Interdisciplinar de Quimica (LablQ) da Unifal-MG (Figura 11) e também no
Laboratorio de Sintese e Reatividade de Compostos Inorganicos (LERCI) na
Universidade Federal de S8o Carlos . A atmosfera inerte foi obtida através da passagem
de fluxo de argbnio por uma coluna de purificagdo composta de camadas alternadas de
anéis de vidro (0,5 cm de didmetro x 0,5 cm de altura) e catalisador do tipo BTS - R - 3
- 11 (Fluka Chemika), mantida a 60°C para que o catalisador permaneca ativado,
seguindo entdo para colunas contendo silica gel e cloreto de célcio, respectivamente. A
coluna contendo o catalisador foi reativada periodicamente com H, a 120°C, durante
pelo menos 24 horas. Estes procedimentos foram necessarios para desoxigenar e secar o

gas comercial.

Figura 11 - Sistema de secagem de argonio.

Fonte: Do autor.
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4.2 Solventes, reagentes e ligantes.

Os principais solventes utilizados encontram-se listados na Tabela 4, onde todos
passaram por processo de purificacdo a partir de métodos bem difundidos na literatura
(PERRIN; ARMAREGO, 1980). Os reagentes utilizados nas sinteses (Tabelas 5 e 6)
possuem pureza analitica e tem procedéncia Sigma-Aldrich, Proquimios e Dindmica

Quimica contemporanea Ltda.

Tabela 4 - Principais solventes utilizados

Solventes Procedéncia
Diclorometano Sigma Aldrich
Eter etilico Proquimios
Metanol Sigma Aldrich
Etanol Sigma Aldrich
Hexano Dindmica Quimica contemporanea Ltda

Fonte: Do autor

Tabela 5 - Principais reagentes utilizados.

Reagentes Procedéncia
Tricloreto de ruténio hidratado Sigma-Aldrich
Trietilamina Sigma- Aldrich
Hexafluorfosfato de Amonio Sigma-Aldrich
Acido Férmico Sigma-Aldrich

Acido Sulfarico Sigma-Aldrich

Fonte: Do autor



Tabela 6 - Ligantes utilizados

Ligante

Férmula Estrutural

Trifenilfosfina (PPhj)

1,4’—bis(difenilfosfina)butano (dppb)

4,4’- dimetil-2,2’-bipiridina (4,4’-Mebipy)

Nitrato de Sodio

Nitrito de Sédio

Piridina (Py)

4-metilpiridina (Pic)

NaN03

NaNO;

Fonte: Do autor

4.3 Sintese dos Complexos Precursores.

A seguir a sintese do complexo precursor que ocorre em trés etapas e a obtengéo

da atmosfera de monéxido de carbono.
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4.3.1 [RuCl(PPhg)s]

O precursor [RuCl,(PPh3)s], foi obtido a partir da reducdo do tricloreto de
ruténio com trifenilfosfina, utilizando modificacbes do procedimento descrito na
literatura por Stephenson (1966), onde 1,00 g de RuCl3.3H,O (4,80 mmol) foi
dissolvido em 200 mL de metanol previamente desaerado e mantido sob refluxo e
atmosfera inerte, por cerca de 15 minutos. Posteriormente, adicionou-se 5,80 g de PPhs
(22,1 mmol). A solucdo permaneceu sob refluxo e atmosfera inerte por trés horas. O
precipitado marrom escuro formado foi filtrado, com um funil de placa porosa, lavado
com metanol e hexano desaerados, para a retirada de excesso de fosfina livre (PPhj3), e

seco a vacuo. Rendimento: 87,66% (4,05 g).

4.3.2 [Ru,Cl4(p-dppb)s], onde dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano

O complexo de partida [Ru,Cls(u-dppb)s] foi preparado segundo procedimento
descrito por Bressan e Rigo (1975). Adicionou-se (1,0 g; 1,043 mmol) do precursor
[RuCly(PPhs)s] e (0,53 g; 1,24 mmol) da 1,4- bis(difenilfosfina)butano (dppb) em 50
mL de hexano previamente deaserado. A mistura foi mantida em refluxo por 6 horas.
Em seguida o precipitado verde formado foi filtrado e lavado com metanol para retirada
da bifosfina livre e posteriormente lavado com hexano, logo depois seco sob vacuo.
Rendimento 76,92% (1,30 g).

4.3.3 cis-[RuCl,(dppb)(4,4>-Mebipy)], onde 4’4-Mebipy = 4,4’- dimetil-2,2’-
bipiridina

O complexo cis-[RuCl,(dppb)(bipy)], foi sintetizado como descrito por Queiroz
(1998), onde (1 g; 0,62 mmol) de [Ru.Cls(u-dppb)s] foram dissolvidos em 40 mL de
CH,Cl, previamente desaerado. Logo em seguida adicionou-se o ligante N-heterociclico
4,4- dimetil-2,2’-bipiridina (0,285 g; 1,55 mmol) na proporgdo de 1: 2,5
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(precursor/ligante). Fez-se vacuo no schlenk fechado e a mistura reacional permaneceu
sob refluxo em atmosfera inerte por 48 horas. A solucdo foi rota-evaporada até o
volume de aproximadamente 1 mL, e adicionou-se 30 mL de éter-etilico previamente
desaerado. Em seguida o precipitado vermelho formado foi filtrado, utilizando-se um

funil de placa porosa, lavado com éter-etilico e seco a vacuo. Rendimento 83,0 % (0,400

9).

4.3.4 Monoxido de carbono (CO)

O monoxido de carbono foi gerado em um kitassato a partir da reacdo de

desidratacdo do acido formico catalisada pelo &cido sulfurico, conforme a Figura 12.

Figura 12 - Reacdo de desidratacdo do acido formico com &cido
sulfurico.

CH20; gy + H2SO04 gy — H3S04 ) 4 Hy0 gy + CO ()

Fonte: SCHIERZ, 1922. Adaptada

O aparato reacional utilizado é mostrado na Figura 13, vale ressaltar que o
monoxido de carbono gerado, foi passado através de uma solucdo de KOH 4 mol/L e
uma coluna de CaCl, anidro, visando eliminar as impurezas &cidas e a umidade
eventualmente presentes no mesmo. A aparelhagem e as solugdes empregadas foram

previamente desareadas.

Figura 13 - Esquema do sistema de geracdo de mondxido de carbono utilizado.

——> Acido Férmico

—> Saidade CO

—> Acido sulfdrico

Fonte: Do autor
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4.4 Sintese dos Complexos

A seguir a sintese de todos os complexos inéditos sintetizados neste trabalho.

4.4.1 [RuCI(CO)(dppb)( 4,4°-Mebipy)] PFs

Em um frasco tipo Schlenk adicionou-se 0,050g (0,0639 mmol) do complexo
precursor [RuCl,(dppb)(4,4’-Mebipy)] em 10 mL de diclorometano previamente
desaerado. O Schlenk foi adaptado na saida do sistema gerador de CO, fazendo vacuo e
atmosfera de CO vérias vezes com agitacdo magnética até observar a mudanca de
coloragéo de vermelho para amarelo. Posteriormente adicionou-se 0,021g (0,128 mmol)
de hexafluorofosfato de amoénio (NH4PFs), na proporcdo de 1:2 precursor/contra ion
dissolvido em metanol desaerado. A solucdo foi rotaevaporada apds 15 minutos até o
volume de aproximadamente 3 mL, em seguida preciptou-se o complexo com éter
etilico desaerado formando um sélido amarelo que foi filtrado em um filtro de placa
porosa e lavado vérias vezes com agua destilada desaerada para a remog¢do do excesso
de NH4PFs e com éter . Rendimento 85,27% (0,050 g).

4.4.2 RUCI(NO,)(dppb)(4,4’-Mebipy)

O complexo foi sintetizado a partir da adicdo de 0,050 g (0,0639 mmol) do
precursor [RuCl,(dppb)(4,4’-Mebipy)] em 15 mL de metanol previamente desaerado em
um baldo de 50 mL. Posteriormente adicionou-se 0,013g (0,192 mmol) do ligante nitrito
de sddio (NaNO;) na proporcdo 1:3 precursor/ligante a fim de se garantir o excesso.
Apbs 1 hora de reacdo sob agitacdo magnética e atmosfera inerte observou-se a
formacdo de um preciptado laranja, que foi filtrado e lavado com metanol e agua
destilada desaerados para remocdo do excesso de nitrito e posteriormente com éter.
Rendimento 82,88% (0,045 g).
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4.4.3 [RUCI(NO)(dppb)( 4,4’-Mebipy)] (PFe)2

O complexo [RuCI(NO)(dppb)(4,4’-Mebipy)](PFs), foi preparado de maneira
semelhante ao complexo contendo o ligante nitro, para tal 0,050 g (0,0639 mmol) do
complexo precursor [RuCl,(dppb)(4,4’-Mebipy)] foi dissolvido em 15 mL de uma
mistura de solventes metanol e etanol (1:3) previamente desaerado. Na sequéncia
adicionou-se 0,013 g (0,193 mmol) do ligante nitrito de sodio na proporcdo 1:3
precursor/ligante. Apds 1 hora sob agitacdo em atmosfera inerte observou-se a formagéo
de um precipitado laranja referente ao complexo [RUCI(NO,)(dppb)(4,4°- dimetil-2,2’-
bipiridina)], nesse instante inseriu-se 0,5 mL (5,65 mmol) de uma solucdo 55% em
massa de acido hexafluorofosforico (HPFg) em excesso de modo a garantir que o
equilibrio da reacdo (Figura 14) seja deslocado para a formacdo do complexo
[RuCI(NO)(dppb)( 4,4’-Mebipy)] (PFs). (GODWIN.; MEYER, 1971).

Figura 14 - Reacdo de interconversdo dos complexos de ruténio
com ligante nitro e nitrosilo.

k
[RU'Ly(NO,)]" + H -—Tl~ [RU'L(NO)* + OH

2

Fonte: GODWIN; MEYER, 1971. Adaptada

O meio reacional ficou em agitacdo magnética e atmosfera inerte por mais 30
minutos e posteriormente a solucdo foi rota-evaporada até o volume aproximado de 1
mL e a adicdo de agua destilada desaerada conduziu a precipitacdo de um sélido bege
que foi filtrado em filtro de placa porosa e lavado sucessivas vezes com agua para a

remocao do excesso de nitrito de sddio e de HPFg. Rendimento: 91,73% (0,0625 g).

4.4.4 [Ru(NOg3)(dppb)( 4,4’-Mebipy)]PFs

Em 5 mL de metanol previamente desaerado adicionou-se 0,050 g (0,0639
mmol) do complexo precursor [RuCly(dppb)(4,4’-Mebipy)]. Posteriormente na
proporcdo 1:2 precursor/ligante foi adicionado 0,011 g (0,1288 mmol) de nitrato de

sodio (NaNO3). Apds 2 horas de reacdo sob agitagdo magnética e atmosfera inerte
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inseriu-se 0,021 g (0,1282 mmol) de NH4PFg na propor¢do 1:2 precursor/contra ion. A
solugdo foi mantida sob agitacdo por mais 15 minutos e o volume foi reduzido até cerca
de 2 mL onde a adi¢do de agua destilada desaerada permitiu a precipitacdo de um solido

de coloragdo amarelo claro. Rendimento: 88,23 % (0,052 g).

4.4.5 [Ru(CIl)(L)(dppb)(4,4’-Mebipy)]PFs, onde L= piridina (Py) e 4-picolina (4Pic).

Em um baldo adicionou-se 0,050 g (0,0639 mmol) do precursor Ru(Cl)(dppb)(
4,4’-Mebipy) em 20 mL de diclorometano desaerado. Na sequéncia, adicionou-se
15,60/18,70 uL do ligante piridina/4-picolina, na proporcdo 1:3 (precursor/ligante) e
hexafluorofosfato de aménio (NH4PFs), na proporcdo de 1:2 (precursor/contra ion)
dissolvido em metanol desaerado. Manteve-se 0 sistema em agitacao e atmosfera inerte
por duas horas. Em seguida a solucdo foi rotaevaporada ate 2 mL e precipitou-se o
composto com éter-etilico. Posteriormente filtrou-se o sélido laranja em um funil de
placa sinterizada, lavou-se o precipitado com agua destilada desaerada para a retirada de
NH4PFs e em seguida com hexano. Rendimento: 66,45 e 69,64%, respectivamente
(0,041/0,0449).



Figura 15- Fluxograma com a rota sintética utilizada

CH3;OH+ PPhs/ refluxo
(3h)

CHCly+ [Ru,Cly(dppb)s]
+ 4,4’Mebipy ( 1:2,5)/ refluxo (48h)

CH30H +
NaNO, (1:3)

RUC|3.3H20

\ 4
[RUCIZ(PPh?,)?,]

\ 4
[RuzC|4(dppb)3]

l

cis-[RuCly(dppb)(4,4’-Mebipy)]
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CsHus + [RUCI,(PPhg)s] +
dppb ( 1:3)/ refluxo (6h)

Py/Pic (1:3) +

RUuCI(NO,)(dppb)(4,4’-
Mebipy)

CHC, + NH,PFs (1:2)
Atm CO
\ 4
[RuCl(CO)(dppb)( 4,4’- [RuCI(Py)(dppb)(4.,4°-
Mebipy)]PFs Mebipy)]PFs

NaNO, (1:3)/1h +

HPF¢ (excesso)

NaNO; (1:3)/2h
+ NH4PFg (12)

[RUCI(4Pic)(dppb)(4.,4°-
Mebipy)]PF

Fonte: Do autor.

\4

\4

[RuCl(NO)(dppb)(4,4’-
Mebipy)](PFs).

[Ru(NO;)(dppb)(4,4°-
Mebipy)]PFs

4.5 INSTRUMENTACAO

A caracterizacdo dos complexos de Ru(ll) foram feitas com as técnicas citadas

abaixo.
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4.5.1 Andlise Elementar

As medidas foram realizadas em triplicata em um analisador CHN modelo EA
1108 da FISONS no laboratério de microanalise do Departamento de Quimica da
UFSCar. A técnica foi utilizada para determinar os teores de carbono, hidrogénio,

oxigeénio e nitrogénio presentes nos complexos sintetizados.

4.5.2 Difracado de raios X por monocristal

As medidas de difracdo de raios X por monocristal (DRXM) foram realizadas
em um difratbmetro automatico da marca Agilent Technologies, Modelo SuperNova,
instalado no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os
dados foram coletados a 293 K e com radiagdo MoKo (A = 0,71073 A). As estruturas
foram resolvidas com o software Sir2014 desenvolvido pela Cristina e colaboradores
(2014) e refinadas com o software SHELXL2013 (SHELDRICK, 2013; SHELDRICK,
2008). Todos os atomos, exceto os de hidrogénio, foram claramente identificados e
refinados por minimos quadrados de matriz completa em F? com os parametros térmicos
anisotropicos.

As tabelas cristalograficas foram geradas pelo WinGX e os softwares Mercury e
ORTEP foram wusados para gerar as representacdes graficas dos dados
cristalinos(FARRUGIA, 1997; FARRUGIA, 2012; MACRAE, 2008).

4.5.3 Difracgéo de raios X por policristal

As medidas de DRXP foram realizadas no difratbmetro automatico de p6 da
marca Rigaku modelo ULTIMA IV do Laboratorio de Cristalografia na UNIFAL-MG.
Durante os experimentos foi empregado a radiacdo CuKa (tubo selado) usando otica

instrumental de feixe paralelo. A varredura foi no modo continuo com velocidade de
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0,5° 26/min, entre 3 a 50° 20, gravando-se a contagem a cada 0,05° 26. Foi usado uma

voltagem de 40 kV e corrente de 30 mA.

4.5.4 Analise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas foram obtidas utilizando-se 0 equipamento TA
Instruments, modelo Q600 disponivel no Laboratério Interdisciplinar de Quimica
(LablQ) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Cada amostra com massa
de aproximadamente 8-10 mg foi analisada em cadinho de alumina e submetida a um
aquecimento controlado desde a temperatura ambiente, por volta de 27°C até 1100°C,
com razdo de aquecimento de 10°C.min™, sob atmosfera de ar sintético com fluxo

continuo de 100 mL.min™.

4.5.5 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do infravermelho

Para a obtencdo dos espectros de absor¢do na regido do infravermelho foi
empregado o espectrofotometro BOMEM MICHELSON FT MB-102 pertencente ao
Laboratorio de Sintese e Reatividade de Compostos Inorganicos (LERCI) da
Universidade Federal de Sdo Carlos. Os espectros foram registrados no modo
transmitancia (%) na regido compreendida entre 4000 e 200 cm™. As amostras sélidas
foram diluidas em KBr, o qual foi mantido em estufa & 120° C e previamente triturado

antes da utiliazacéo.

4.5.6 Espectroscopia de Ressonancia Magneética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *'P{*H} foram feitos no
espectrometro BRUKER DRX 400 MHz, localizado na Universidade Federal de S&o

Carlos e os de *H, *C{*H} foram realizados no espectrdmetro BRUKER modelo AC-
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300, operando pra *H a 300 MHz e para **C em 75 MHz, na Universidade Federal de
Alfenas (UNIFAL-MG). Para os espectros de RMN de *H e *3C foi utilizado o solvente
deuterado CDCls-d. J&4 as amostras de RMN de *'P{"H} foram solubilizadas em
diclorometano e um capilar contendo D,O foi adicionado ao tubo de RMN, de modo a

ser a referéncia externa para a frequéncia do deutério.

4.5.7 Condutividade

As medidas de condutividade foram feitas em um condutivimetro MICRONAL
modelo B-330, equipado com cela de platina com constante igual a 0,089 cm™ do
Laboratério de Sintese e Reatividade de Compostos Inorganicos (LERCI) da
Universidade Federal de S3o Carlos. Utilizou-se concentragdes da ordem de 1,0 x 10

mol.L? dissolvidos em acetona.

4.5.8 Medidas Eletroquimicas

Todos os experimentos foram realizados em um potenciostato da Eletrochemical
Analyzer BAS-100B do laboratdrio de Sintese e Reatividade de Compostos Inorganicos
(LERCI) da Universidade Federal de Sdo Carlos. Empregou-se nas medias um célula
eletroquimica de vidro, com capacidade de 10 mL. Utilizaram-se 3 eletrodos: um de
referéncia Ag/AgCl em solugdo 0,1 mol.L™* de PTBA (perclorato de tetrabutilamonio)
em diclorometano, mantido no interior de um capilar de Luggin-Haber; e os eletrodos
de trabalho e auxiliar, de platina. Prepararam-se as solugdes eletroliticas (PTBA - 0,1
mol.L™) de modo a se obter concentracdes dos complexos a serem analisados da ordem
de 1,0 x 10°° mol.L™. Os potenciais anddicos (Epa) € catodicos (Epc) foram determinados

diretamente nos voltamogramas.
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4.5.9 Espectroscopia de absorcao na regido do ultravioleta-visivel

Os espectros de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV/vis) foram
obtidos utilizando-se um espectrofotometro HEWLETT PACKARD DIODE ARRAY —
8452 A pertencente ao Laboratdrio de Sintese e Reatividade de Compostos Inorganicos
(LERCI) da Universidade Federal de Sdo Carlos. Os compostos foram dissolvidos em
cloroférmio de modo a obter solugdes de concentracées na ordem de 1 x 10° mol.L™ e
posteriormente foram diluidas em concentracGes desejadas para se obter um melhor
espectro. As medidas foram realizadas utilizando-se cubetas de quartzo com caminho

Optico de 1 cm na regido compreendida entre 200 a 800 nm.

4.5.10 Estudo de interacdo com DNA por espectroscopia UV-vis

A avalicdo da interacdo dos compostos sintetizados com o DNA foi realizada
por meio de titulacdo espectroscopica em temperatura ambiente utilizando o
espectrofotobmetro Hewlett Packard 8452A na Universidade Federal de Sdo Carlos.
Inicialmente preparou-se uma solugdo de tampéo Trizma (5 mM Trizma HCI e 50 mM
NaCl) com ph=7,4. Em seguida a solucdo de DNA foi preparada a partir da dissolucéo
de 40 mg de DNA-ct em 20 mL da solucdo tampao Trizma.

A concentracdo de DNA por nucleotideo foi determinada por espectroscopia de
UV-vis, usando um coeficiente de absorcdo molar de 6.600 mol™-L-cm™ em 260 nm e

aplicando-se na Lei de Lambert-Beer mostrada na equacédo 1 abaixo (MARMUR, 1961).

Equa(;éo 1 AZ60 = &360- b.c

Na equacgdo, A (u.a.) refere-se a absorbancia do cromoforo, neste caso o DNA, €
(mol™-L-cm™) ¢ a absortividade molar, b (cm) é o caminho éptico e ¢ (mol-L™) é a
concentragdo molar da solugéo.

As titulacBes espectroscopicas foram realizadas em triplicatas adicionando-se em

uma cubeta de quartzo 1800 pL de tampao trizma, (60, 80, 90 ou 100) pL da solugdo do
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complexo a ser estudado em DMSO na concentragdo de 1x10 mol. L™ e (140, 120, 110
ou 100) pL de DMSO. Na cubeta de referencia adicionou-se 1800 uL. de tampao trizma
e 200 uL de DMSO com o objetivo de subtrair as absorbancias entre o espectro do
complexo analisado e o desta solucéo.

A cada cubeta foi adicionado 15 pL de solugdo de DNA-ct, em seguida foram
homogeneizadas pelo tempo de 2 minutos e 0s espectro foram registrados na regiao
espectral de 200 a 800 nm. Tal procedimento se repetiu por varias vezes até o volume
de 315 pL de solucdo DNA-ct adicionada, onde ndo se pode notar grandes alteracdes na
absortividade molar da solu¢éo do complexo.

A constante de ligacdo de equilibrio intrinseca (Kb) dos complexos com o0 DNA
foi obtida monitorando as alteracGes na intensidade de absorcdo com o aumento da
concentracdo de DNA-ct através da analise de regressdo. O DNA-ct, a solucdo tampédo

Trizma e o solvente DMSO foram obtidos comercialmente pela Sigma-Aldrich.

4.5.11 Estudo da interacdo com albumina de soro humano (HSA)

A andlise das interacbes dos compostos sintetizados com a albumina de soro
humano (HSA) foi realizada a partir da medida de supressédo de fluorescéncia dos
residuos de triptofano e tirosina presentes na albumina HSA (2,5 umol-L™) em tampéo
Trizma com pH=7,4. O comprimento de onda de excitacdo foi fixado em 270 nm e
solucdes dos complexos foram preparadas em diferentes concentragcfes e atuaram como
supressores de fluorescéncia.

Todas as andlises foram realizadas em um fluorimetro Spectra MaxM3 em
triplicata utilizando-se uma placa para ensaios de fluorescéncia de 96 pocos. A
concentracdo de albumina HSA foi mantida constante (900 umol-L'l) para todas as
amostras, enquanto para os complexos foi aumentada de 0,78-100 uM. Como
referéncia, em 3 pocos foram adicionados solugdo padrédo preparada com 180 uL de
albumina e 20 uL. de DMSO. Todas as medidas de supressdo de fluorescéncia foram
acompanhadas em duas temperatuda de incubacdo (298 e 310K). Todos 0s reagentes

utilizados foram obtidos comercialmente pela Sigma-Aldrich.
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4.6 Ensaio citotoxico e antiproliferativo

A avaliacdo da atividade citotoxica e antiproliferativa dos complexos
sintetizados foi realizada no Laboratorio de Biologia Animal Integrativa (LABAInNt),
Departamento de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL)
sobre a supervisdo da Professora Doutora Marisa lonta e colaboracdo do discente de
mestrado Guilherme Alvaro Ferreira da Silva.

Os testes foram realizados nas linhagens celulares hepatocarcinoma humano
(Hep G2) e fibroblasto normal (CCD-1029Sk) adquiridas junto ao Banco de Células do
Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em DMEM (Meio Minimo de Eagle
modificado por Dulbecco, Sigma, CA, USA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS, Cultilab, SP, Brasil) e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera
controlada (95 % de ar e 5 % de CO5,).

4.6.1 Esquema de tratamento

As células foram semeadas em placas de 96 pocos na densidade de 1x10* (Hep
G2) e CCD-1029SK). Apos aderéncia (24h), as células foram tratadas por 48 h com os
complexos sintetizados. Curvas dose-resposta foram realizadas utilizando diferentes
concentracdes. Os complexos foram solubilizados em DMSO para a obtencdo da
solucgéo-estoque (20 mM). A partir dessa solugdo, novas diluicbes foram realizadas em
meio de cultura pelo método de dilui¢Bes seriadas. A concentracdo final de DMSO néo
ultrapassou 0,5 % (V).

4.6.2 Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTS (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil) -2-(4sulfofenil)-. 2H-tetrazélio) utilizando o

Kit CellTiter 96TM da Promega®. Esse ensaio baseia-se na conversdo do sal brometo
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de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-2H-tetraz6lio]
(MTS) (amarelo) em formazano (marrom-acastanhado), via enzimas desidrogenases
presentes na mitocéndria das células viaveis.

A guantidade produzida de formazan, um composto solivel em meio de cultura
que absorve luz a 490 nm, é diretamente proporcional ao nimero de células vivas
(CORY, et al., 1991). A viabilidade foi determinada comparando-se os valores de
absorbancia entre amostras tratadas com os valores de absorbancia obtidos nas amostras
controles. Os experimentos foram realizados em triplicata, repetidos duas vezes e, 0s
dados estdo apresentados como média + desvio padrdo e mediante ao célculo do ICs
(concentracédo capaz de inibir o crescimento celular em 50%).

(AbS gimostrax100)

AbScontrole

Equagcdo2  %Viabilidade celular =
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram sintetizados 6 complexos inéditos de férmula
[RUCI(CO)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFs (1), [RuCI(NO)(dppb)(4,4-Mebipy)](PFs). (2),
[RUCI(NO2)(dppb)(4,4-Mebipy)]  (3),  [Ru(NOs)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFs  (4),
[RuCI(Py)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFs (5) e [RuClI(4Pic)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFs (6)
(Figura 16). Estes foram caracterizados por ressonancia magnética nuclear de 'P{*H},
BC{'H} e 'H, espectroscopia na regido do infravermelho e UV-Vis, anélise
termogravimétrica, condutividade molar, voltametria ciclica e de pulso diferencial,
microanalise, difracdo de raios X por policristal (DRXP) e difracdo de raios X por

monocristal (DRXM) para o complexo (1).

Figura 16 - Estruturas propostas para 0s complexos sintetizados.
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Fonte: Do autor

5.1 Ressonancia Magnética Nuclear de *'P {"H} (RMN).

Todos os compostos foram analisados por espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear de 3'P{*H} e os espectros dos complexos (1-6) apresentaram dois
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dubletos, sendo que os complexos (5) e (6) apresentam sinais coalescidos devido a

similaridade quimica dos atomos de nitrogénio da bipiridina e piridina ou 4-picolina

trans a fosforo. Cabe ainda ressaltar que este comportamento é reportado na literatura,

onde para RMN de fosforo, o desdobramento dos sinais pode ser observado em fungédo

da variagcdo do solvente e temperatura (VALE, et al. 2008). Dois espectros

representativos para esta série de complexos sintetizados estdo dispostos nas Figuras 17

e 18. Os demais espectros sdo encontrados no apéndice A, nas Figuras 57A - 63A. Os

espectros dos complexos, exceto para o complexo 3, apresentaram o sinal do contra-ion

PFs" com deslocamento quimico, proximo de -144 ppm. A Tabela 7 mostra os valores

de deslocamentos quimicos e as constantes de acoplamento para os complexos em

questao.

Figura 17 - Espectro de RMN de 31P{*H} do complexo (1), em CH,Cl,
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Fonte: Do autor.
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Figura 18 - Espectro de RMN de 31P{*H} do complexo (6), em CH,Cl,

37,4
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Fonte: Do autor.

Tabela 7 - Deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento dos complexos (1-6).

Complexos 8 (ppm) 2Jp-p (Hz) Solvente
[RuCly(dppb)(4,4’-Mebipy)] 43,6 € 30,3 36,2 diclorometano
[RuCl1(CO)(dppb)(4,4’-Mebipy)]PFs (1) 36,6 €6,9 28,9 diclorometano
[RuCI(NO)(dppb)(4,4>-Mebipy)](PFe). (2) 24,6 e15,5 34,6 diclorometano
[RUCI(NO2)(dppb)(4,4’-Mebipy)] (3) 353e31,2 24,9 diclorometano
[Ru(NO3)(dppb)(4,4’-Mebipy)]PFs (4) 50,9e42,8 50,7 diclorometano
[RuCl(Py)(dppb)(4,4’-Mebipy)]PFs (5) 376 - diclorometano
[RuCI(4Pic)(dppb)(4,4’-Mebipy)]PFs (6) 34 - diclorometano
[RuCl(4Pic)(dppb)(4,4’-Mebipy)]PFs (6) 38,9e38,5 35,4 acetona

Fonte: Do autor.

A troca do ligante cloreto do precursor [RuCly(dppb)(4,4’-Mebipy)] por CO,
NO, NO;’, NO3’, 4Pic e Py (Tabela 7), faz com que o deslocamento do atomo de fosforo
trans a estes, seja observado em campo mais alto ou mais baixo, dependendo do ligante
empregado. No complexo (1), onde o CO encontra-se trans a fosforo P; (Figuras 16 e
17) dois dubletos em & 36,6 e 6 6,9 ppm, com constante de acoplamento de 28,9 Hz, séo
observados. O deslocamento em & 6,9 ppm é referente ao atomo de fésforo trans ao CO,

enguanto o atomo de fosforo trans ao nitrogénio da bipiridina apresenta deslocamento
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em & 36,6 ppm. E importante ressaltar que o precursor cis-[RuCly(dppb)(4,4-Mebipy)}
apresenta dois dubletos, em 43,6 e 30,3 ppm.

Neste caso a explicagdo mais plausivel para justificar o deslocamento quimico
do atomo de fosforo para campo mais alto é considerar o fato do efeito competitivo
entre dois fortes receptores n (fésforo e CO), deixando assim o fésforo trans ao CO
blindado (rico em densidade eletronica), com deslocamento quimico em campo alto, ou
seja, em 6,9 ppm, bem distante do valor de deslocamento quimico encontrado para
fosforo trans a cloro do precursor (5 30,3 ppm) (BARBOSA, et al., 2010).

Comportamento semelhante foi observado para o complexo (2) (Tabela 7), onde
a troca do cloreto do precursor pelo NO, faz com que o deslocamento do 4&tomo de
fésforo trans a NO, seja observado em campo mais alto, em relagdo ao precursor.

O deslocamento para regifes de campo mais elevado do complexo (1) em
comparagdo com o precursor e o complexo (2) se deve ao fato do ligante CO apresentar
carater m receptor e o doador mais acentuado em comparagio com ligantes ClI"e NO.

Para o nitro complexo dois dubletos foram observados, em 6 35,3 e 31,2 ppm.
Quando comparados ao precursor dubletos em campo mais alto sdo observados,
fornecendo um indicio da coordenagdo do grupo NO,, ja que este € um ligante com
carater ©t receptor/c doador mais fraco que os ligantes CO e NO. Tal comportamento foi
observado para complexos do tipo [Ru(CI)(NO)(dppb)(5,5’-Mebipy)](PFs). (BASTOS
etal., 2014).

Ao analisarmos o complexo (5) (Tabela 7) um singleto coalescido foi observado
em 6 37,6 ppm. Como esperado, os dois atomos de fosforo estdo trans posicionados a
dois nitrogénios, um da bipiridina e o outro da piridina, fazendo com que eles
apresentem ambientes quimicos muito semelhantes, levando a coalescéncia dos sinais
de fosforo no espectro (Apéndice A- Figura 62A).

A coalescéncia neste caso é conhecida da literatura, onde Valle e seus
colaboradores (2009) reportaram a influencia do solvente e temperatura no tempo de
relaxacdo de spin de compostos de fosforo que podem ser fortemente dependentes do
solvente e da temperatura.

Neste sentido o complexo (6) apresentou um singleto em & 37,4 ppm (Figura
18), em decorréncia da semelhanca dos ligantes. Quando o RMN de 3pIHY do
complexo (6) foi realizado em acetona notou-se a formagéo de dois dubletos proximos

em & 38,9 ppm e 38,5 ppm conforme esperado (Figura 19).
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Figura 19 - Espectro de RMN de 31P{*H} do complexo (6), em CH3(CO)CHs.
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Em contrapartida o complexo (4) apresentou no RMN de fésforo dois dubletos

(6 50,9 ppm e 42,8 ppm) na regido de mais baixa frequéncia quando comparado aos
demais complexos e o precursor. Esta desblindagem pode ocorrer em funcdo da
substituicdo de dois cloretos e coordenacdo do ion nitrato de modo bidentado, como
ilustrado na Figura 20. Comportamento semelhante foi observado para compostos do
tipo [Ru(6-OHnic)(dppb)(bipy)]PFs, no qual o ligante 6-hidroxinicotinico coordenou-se
ao centro metélico pelo carboxilato (O-O) (BARBOSA, et al., 2015).
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Figura 20- Espectro de RMN de 31P{1H1 do complexo (4), em CHCl,.
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Fonte: Do autor.

5.2 Estabilidade dos complexos por RMN de *P {*H} (RMN).

Os compostos foram avaliados quanto a estabilidade frente ao solvente
dimetilsulféxido (DMSQO), uma vez que os experimentos bioldgicos séo realizados neste
meio. Assim, 0os compostos foram solubilizados em dimetilsulfoxido e diclorometano
(1:9) e o acompanhamento das solucBes foram realizados pela ressonancia magnética
nuclear de **P{*H} nos tempos 0, 24 e 48 min. Os compostos avaliados, com excec&o
do complexo (2), mostraram-se estaveis nas condi¢des e tempos avaliados. Nas Figuras
21 e 22, sdo demonstrados os espectros dos compostos (1) e (2), respectivamente. Os
espectros dos complexos (3-6) estdo dispostos no Apéndice A (Figuras 64A — 65A; 67A
—70A).

Como pode ser observado na Figura 22, o complexo (2) apresenta um conjunto
de sinais referente a saida do NO e coordenacdo do dimetilsufoxido. Comportamento
semelhante foi observado na literatura para o composto de férmula
[RuCI(NO)(dppp)(5,5°-mebipy)](PFs). (BARBOSA, 2012). Ademais, foi reportado que
compostos deste tipo liberam o 6xido nitrico, na forma de NO°, ap6s adicdo de piridina
em uma solugdo contendo acetona, conforme mostra a Figura 23 e Figura 66A do
Apéndice A encontradas na literatura (BARBOSA, 2012). Esta analise foi realizada
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utilizando um eletrodo seletivo para deteccdo de NOP. Neste sentido infere-se que o

6xido nitrico liberado do complexo (2) apresenta-se na forma de NO°.

Figura 21- RMN de **P{"H} do complexo (1): tempo: 0 min, 24 he
48 h, em CH2C|2/ DMSO.
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Figura 22 - RMN de *'P{"H} do complexo (2): tempo: 0 min, 24 h e
48 h, em CH2C|2/ DMSO.
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Figura 23 - Resposta amperiométrica do complexo
[RuCI(NO)(dppp)(5,5°-mebipy)](PFe)z, apos
adicdo de piridina, em acetona.
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Fonte: BARBOSA, 2012. Adaptada.

5.3 Ressonancia Magnética Nuclear de *{H} e *C{'H}

Os espectros de RMN de *{H} e “*C{*H} do precursor e dos compostos (1-6)
foram atribuidos em funcdo da presenca dos ligantes fosfinicos e bipiridinicos, e a
variacdo dos deslocamentos quimicos em funcdo dos ligantes empregados. Os
experimentos foram feitos utilizando CDCI3; como solvente. A atribuicdo dos espectros
de 'H foi realizada a partir da numeracao apresentada na Figura 24 e na Tabela 8. Todos
os demais espectros podem ser observados nas Figuras 71A — 76A localizadas no
Apéndice A. Por meio das integrais foi possivel confirmar a presenca de 26 hidrogénios
aromaticos da 4,4’-Mebipy e bifosfina, 8 hidrogénios dos carbonos alifaticos da
bifosfina e 6 hidrogénios do grupo metila da 4,4’-Mebipy. O experimento de RMN de
Y{H} e B*C{"H} do complexo (2) ndo foi realizado em funcdo da sua baixa solubilidade
e estabilidade. A solubilidade inviabilizou a realizagdo do experimento em acetona
deuterada. Tanto em DMSO, DMF e Acetonitrila ocorre a troca do ligante NO, nas
primeiras horas apos a solubilizacdo formando os solvatos complexos, assunto este que

serd abordado na discussédo a frente.



Figura 24 - Numerag&o proposta e espectro de 'H para o complexo (1), CDCls.
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Tabela 8 - Valores de deslocamentos quimicos de RMN
de 'H para os complexos (1-6).

cis-[Ru(Cl),(4,4’-Mebipy)(dppb)]

& 'H (ppm) / (multiplicidade)

H1 (3 hidrogénios) 2,21 (s)

H2 (3 hidrogénios) 2,24 (s)

H3 (8hidrogénios) 4,00a1,18 (m)

H4 9,48 (m)

H5, H6, H7 e H8 8,44 a 6,28 (m)
[Ru(Cl)CO(4,4’-Mebipy)(dppb)]PFs

H1 (3 hidrogénios) 2,45 (s)

H2(3 hidrogénios) 2,49 (s)

H3 (8 hidrogénios) 3,50 a0,80 (m)

H4 8,86 (M)

H5, H6, H7 e H8 8,90 a 6,75 (m)

[RUCI(NO,)(dppb)(4,4-Mebipy)]

H1 (3 hidrogénios) 2,10 (s)

H2 (3 hidrogénios) 2,10 (s)

H3 (8 hidrogénios) 3,89a0,78 (m)

H4 9,53 (m)

H5, H6, H7 e H8 7,92 26,27 (m)
[Ru(NO3)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFs

H1 (3 hidrogénios) 2,44 (s)

H2 (3 hidrogénios) 2,54 (s)

H3 (8 hidrogénios) 3,21 a1,62 (m)

H4 8,26 (M)

H5, H6, H7 e H8 8,01 a 6,03 (m)
[RuCl(py)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFs

H1 (3 hidrogénios) 2,24 (s)

H2 (3 hidrogénios) 2,26 (s)

H3 (8 hidrogénios) 4,12 a 3,15 (m)

H4 9,47 (m)

H5, H6, H7 e H8 8,83 26,30 (m)
[RuCl(pic)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFs

H1 (3 hidrogénios) 2,23 ()

H2 (3 hidrogénios) 2,25 (s)

H3 (8 hidrogénios) 4,15a 3,10 (m)

H4 9,46 (m)

H5, H6, H7 e H8 8,40 a 6,30 (m)

Fonte: Do Autor
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Os deslocamentos quimicos para o RMN de 'H evidenciaram a influéncia dos
ligantes empregados, uma vez que mudangas significativas sdo observadas quando 0s
deslocamentos quimicos do precursor e dos complexos (1-6) sdo comparados,
mostrando a influencia destes no centro metalico, refletindo assim nos deslocamentos
dos atomos de hidrogénio para campo baixo ou alto, como pode ser observado na
Tabela 8. Como exemplo, o hidrogénio H4 da 4,4-Mebipy para o complexo (1), foi
observado em campo alto em relacdo ao precursor, 6 8,86 (m) e 9,48 (m) ppm, 4,4-
Mebipy e precursor, respectivamente, evidenciando o forte carater © aceptor do CO em
relacdo ao CI" do precursor. Em contrapartida o ligante NO,” promoveu como esperado
uma pequena mudanga no deslocamento quimico do hidrogénio H4 do composto (3)
para campo mais baixo quando comparado com o composto (1) e precursor, ja que o
ligante nitro apresentar carater  aceptor mais fraco em relagdo ao Cl" e CO, Tabela 8.

Ja4 para os espectros de *C{'H} a atribuicdo foi realizada a partir da
representacdo estrutural mostrada na Figura 25 e Tabela 9. Todos os espectros podem
ser observados nas Figuras 77A — 82A do Apéndice A. A atribuicdo dos carbonos
referente as metilas (Cle C2) foi realizada com auxilio do DEPT-135 do precursor cis-
[RuCly(dppb)(4,4’-Mebipy)] (Figura 83A - Apéndice A).

Figura 25 - Numeracdo proposta para atribuicio do RMN de *C e espectro do
composto (1), em CDCls.
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Tabela 9 - Valores de deslocamentos quimicos & (ppm) de RMN de 13C para os complexos 1-6.

C. [|Precursor 1 Ad 3 Ad 4 Ad 5 Ad 6 Ad

C1 20,74 20,81 0,07 2083 0,09 2128 054 2042 032 2042 0,32
C2 2096 20,89 0,07 2092 004 2104 015 2062 0,34 2060 0,36
C3 29,69 2443 526 2662 307 2606 363 2389 580 2389 580
C4 27,88 24,61 327 2694 094 2744 044 2829 041 2830 042
C5 26,63 2412 251 2616 047 2666 003 2095 568 2095 5,68
C6 28,25 22,69 556 2616 209 2457 368 2659 166 2659 1,66
C7 159,52 15461 491 151,001 8,51 159,33 0,19 156,79 2,73 156,80 2,72
C8 155,03 154,38 0,65 147,71 7,32 15556 0,53 154,44 0,59 154,44 0,59
Cc9 150,82 151,97 1,15 147,53 3,29 151,47 0,65 155,07 4,25 15508 4,26
C10 156,60 153,06 3,54 156,35 0,25 158,37 1,77 159,24 2,64 15924 264

Cl1 - o - - - - - - - - -
196,2
(d,
2Jep
19,2)
C12 - - - - - - - - - 20,75 -
C13 - - - - - - - 150,54 - 150,52 -
Ci14 - - - - - - - 150,79 - 150,77 -

Fonte: Do Autor

Na Tabela 9, é possivel observar a variacdo dos deslocamentos quimicos de
B3C{"H} dos complexos obtidos em relacio ao precursor, evidenciando a formagéo dos
compostos propostos. No complexo (1) os carbonos C3 e C6 apresentaram maior
variacdo de deslocamento quimico quando comparados com o precursor com A 5,26 e
5,56. Esta blindagem, quando comparamos aos deslocamentos quimicos do precursor e
complexo (1), acontece devido a presenca do CO na esfera de coordenacéo, entretanto o
C3 é mais desblindando em relacdo a C6 no composto (1), uma vez que o forte efeito
competitivo do CO deixa o P! (Figura 25) blindado, logo este é observado em campo
mais baixo que o C6.

O composto (1) apresentou um dubleto referente ao C11 do grupo carbonil &
196,2 ppm (d, 2Jcp 19,2 CO), na regido de & 195,94 e 196,51 &(ppm). Pode-se sugerir
qgue o atomo de fosforo esta acoplando com o C11, desta forma duplicando-o. Cabe
ressaltar que as constantes de acoplamento observadas na literatura para 2Jcp sdo da
ordem de 9,8 a 19,8 Hz, e a observada para o complexo (1) é 8,1 Hz (KUHL, 2008).
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5.4 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (1V)

Os espectros vibracionais na regido do IV dos complexos sintetizados
apresentaram modos vibracionais consistentes com as estruturas propostas e foram
obtidos na regido entre 4000 - 250 cm™. As atribuicBes foram feitas em comparacéo
com os espectros do precursor, dos ligantes e dos dados da literatura.

O espectro vibracional do precursor cis-[RuCl,(dppb)(4,4’-Mebipy)] em KBr é
demostrado na Figura 26 e as principais bandas estdo atribuidas na Tabela 10 assim

como para 0s demais complexos.

Figura 26 - Espectro vibracional de infravermelho do precursor cis-
[RuCly(dppb)(4,4’-Mebipy)], em KBr.
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Fonte: Do autor.

Tanto a banda referente a deformacdo da ligacdo C=C dos anéis piridinicos
quanto as deformagBes assimétrica e simétrica do grupo CHj; da 4,4’-mebipy
encontram-se na regido de 1630-1400 cm™ e puderam ser identificadas na Figura 26
evidenciando a formagéo do precursor (SILVERSTEIN, 1987). O estiramento relativo a
ligacio C=C da 4,4’-mebipy e bifosfina é observado em 1431 cm™. As fosfinas,
apresentam na regido de 740cm™ uma banda de média intensidade que se refere a

deformacédo angular da ligacdo C-H (SILVERSTEIN, 1987). Aproximadamente em
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1100 cm™, observa-se uma banda de média intensidade referente ao estiramento P-C
(SILVERSTEIN, 1987).

Ampliando o espectro de 1000-250 cm™ (Figura 27) nota-se mais facilmente a
formacéo de bandas referentes ao estiramento das ligacdes Ru-Cl e Ru-P (437; 430 e
324 respectivamente) o que pode corroborar para a formagdo do complexo precursor.
Outro bom indicio € a formacdo da banda em 908 e 472 referentes aos estiramentos das
ligacGes P-C e Ru-N.

Figura 27 - Espectro vibracional de infravermelho ampliado (regido
1000 a 250 cm®) do complexo precursor cis-
[RuCly(dppb)(4,4’-Mebipy)], em KBr.
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Fonte: Do autor.

O espectro do complexo (1) (Figura 28) fornece fortes indicios da complexacao
do ligante CO ao ruténio, ja que a banda relativa ao estiramento da ligacdo C=0 (1988
cm™) esta presente diferentemente do espectro do precursor. E reportado na literatura
que as bandas de estiramento do CO ocorrem em geral, no intervalo de 2100 a 1700 cm’
! uma regido que geralmente fica livre das bandas dos ligantes organicos
(NAKAMOTO, 1997). A existéncia de apenas uma frequéncia de estiramento nesta
regido sugere a presenca de apenas uma molécula de CO coordenada ao centro metalico.
Tal especulacdo foi confirmada através dos dados de difracdo de raios X de monocristal.

Outros indicios é a formag&o de bandas referentes aos estiramentos das ligagdes Ru-Cl,
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Ru-N e Ru-P que podem ser observadas em 318, 468 e 418/426 cm™, respectivamente
(Figura 28).

As bandas referentes a deformacédo axial C-H e C=C dos anéis piridinicos das
fosfinas e da bipiridina foram observadas em 1618 e 1434 cm™. Em 841 e 554 cm™

encontram-se o estiramento vas(P-F) e vs(P-F) do contra ion PFg.

Figura 28 - Espectro vibracional de infravermelho do precursor e do
complexo (1), em KBr.
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Fonte: Do autor.

A técnica de absorcdo na regido do infravermelho pode ser empregada para
verificar a coordenacdo do ion NO" ao ion metalico ruténio (1) (GODWIN, 1971). O
espectro do complexo deve apresentar uma banda intensa no intervalo de 1950 cm™ &
1450 cm™. Analisando o espectro para o complexo (2) (Figura 29) observa-se a
formacdo de uma banda intensa em v 1897 cm™ que é referente a0 estiramento da
ligacdo NO. Nas regides abaixo de 600 cm™, observam-se as bandas referentes aos
estiramentos Ru—P (421 e 418 cm™), Ru-N (482 cm™) e Ru-Cl (343 cm™) fornecendo
indicios da formagdo do composto proposto. Vale ressaltar ainda a presenca de duas
bandas intensas em 554 e 838 cm™ que segundo Barbosa (2010) sdo referentes aos
estiramentos simétrico e assimetrico da ligagdo P-F, indicando a presenga de contra-ion,

fato que foi confirmado através de medidas de condutividade.
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Figura 29 - Espectro de infravermelho do complexo (2), em KBr.
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J& para o composto 3 nota-se (Figura 30) a formacdo de 3 bandas de fraca e
moderada intensidade em 861, 1298 e 1398 cm™ que sdo referentes a deformacéo
angular e estiramentos simétrico e assimétrico da ligacdo NO; respectivamente. Tais
bandas juntamente com a banda de fraca intensidade em 330 cm™ referente ao
estiramento da ligacdo Ru-Cl sugerem a substituicdo de um dnico cloreto na esfera de
coordenacdo pelo ligante nitro (NO;) (BARBOSA, et al., 2010). Nota-se também a
auséncia da banda referente ao estiramento da ligacdo P-F que ocorre geralmente na
faixa de 830-845 cm™ indicando a auséncia deste contra-ion, fato também confirmado

pelas medidas de condutividade.
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Figura 30 - Espectro de infravermelho do complexo (3), em KBr.
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O ion NO; pode se coordenar ao metal de diferentes modos, de acordo com a
Figura 31. Se o ion NO; estiver coordenado ao metal por apenas um oxigénio este
denomina-se nitrito complexo, mas se estiver ligado pelo nitrogénio, este denomina-se
nitro complexo (NAKAMOTO, 1997).

Figura 31 - Formas de coordenagao do ion NO,
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Fonte: NAKAMOTO, 1997. Adapdata.

As freqliéncias de estiramentos (vas NO, e vs NO;) nos nitrito complexos séo
encontradas em v1485-1400 e 1110-1050 cm™, respectivamente. Nos nitro complexos,
0s estiramentos v,sNO; e vsNO, sdo encontrados na faixa de v1470-1370 e 1340-1320
cm’, respectivamente. O estiramento M-O em nitritos complexos é encontrado na faixa
de 360 a 340 cm™ (NAKAMOTO, 1997).
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Outro bom indicio da coordenagdo ao metal pelo nitrogénio é a presenca de
bandas Sw(NO,) entre 560 e 610 cm™, que sd0 inexistentes quando a coordenacéo
ocorre pelo oxigénio (NAKAMOTO, 1997).

No espectro do complexo 3, foi possivel confirmar que o grupo NO, coordenou-
se ao centro metélico pelo nitrogénio, formando um nitro complexo. As bandas
referentes aos estiramentos vas NO, e vs NO, foram observadas em v1398 e 1298 cm™,
respectivamente. Em 861 cm™ também foi observada a deformacéo no plano da ligacéo
NO,. (GODWIN, 1971; SILVERSTEIN, 1987). Desta forma pelos dados de
infravermelho, concluimos que obtivemos um nitro-complexo.

No composto 4 (Figura 32) pode-se observar a presenca de 5 bandas de
intensidade fraca a moderada que sdo referentes aos estiramentos assimétrico (1309,
1384 e 1523 cm™), simétrico (1029 cm™) e deformacdo angular (742 cm™) da ligagdo do
grupo NOj3 fornecendo indicag¢Oes da coordenagdo do grupo NO3™ de maneira bidentada
(DUTTA, 2016 ; KNYAZEV, 2016). Além do mais a presenca da banda em 844,5 cm™
indica a presenca de um contra-ion e reforca a ligacdo ao centro metéalico de modo
bidentado.

Figura 32 - Espectro de infravermelho do complexo (4), em KBr.
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Fonte: Do autor

Como os compostos piridinicos (5 e 6) apresentam semelhangas estruturais entre

Si e com 0 precursor, seus espectros se mostraram muito semelhantes ao da Figura 33.
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Como a coordenacdo ao metal é feita pelo nitrogénio pirimidinico ndo é possivel
identificar bandas que indicam a formacdo do composto j& que o0 precursor também se
liga a partir do nitrogénio dos seus ligantes. Entretanto pode-se perceber a formacéo de
uma banda em 838 cm™ referente ao estiramento do contra-ion PFg (BARBOSA, et al.,

2010). O espectro para 0 composto 6 encontra-se na Figura 84A do Apéndice A.

Figura 33 - Espectro de infravermelho do complexo (5), em KBr.
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Tabela 10 - Principais bandas de IV (cm™) atribuidas ao precursor e aos complexos

sintetizados.

Atribuictes

cm) (C1) (C2) (C3) (C4) (C5) (C6) | (Precursor)
vsC-Haom () 3137 3062 3127 3063 3053 3122 3126
vsC-Haiit (f) 2900 2925 2902 2925 2921 2925 2921
8C-Harom (M) 742 742 743 741 741 740 740
0C-Hayial (F) 1618 1618 1618 1619 1620 1618 1620
dC-H (M) 691 691 698 696 696 696 696
Vas C=Carom 1434 1436 1431 1433 1434 1432 1431
(m)

vsC-O (F) 1988 - - - - - -

vNO (F) - 1897 - - - - -

vasNO; (F) - - 1398 - - - -

vsNO; (m) - - 1298 - - - -

S3NO; (f) - - 861 - - - -

vasNO3 - - - 1523 - - -

- - - 1384 - - -

- - - 1309 - - -

vsNO3 - - - 1029 - - -

0 NO3 - - - 742 - - -
vP-C (1) 916 928 909 901 902 902 908
vP-C (m) 1095 1091 1093 1096 1098 1093 1089

vaP-F(MmF) 841 838 - 844 838 839 -
vRu-P (f) 426 421 434 - 436 437 437
418 419 430 432 435 437
vRu-ClI (f) 318 343 330 - 307 327 324
vRu-N (f) 468 482 470 - 470 495 472

Fonte: Do autor.

F = muito forte; m = média; f = fraca.
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5.5 Analise Termogravimétrica

Os complexos sintetizados bem como o precursor cis-[RuCl,(dppb)(4,4’-
Mebipy)] foram submetidos a andlise termogravimétrica a fim de se estudar a
estabilidade térmica e obter informac6es quanto a formulagdo destes.

As curvas termogravimétricas (TG-DTA) foram realizadas em atmosfera de ar
sintético. O termograma obtido para o precursor encontra-se na Figura 34 e percebe-se a
estabilidade térmica até a temperatura aproximada de 145°C o que indica a auséncia de
agua no composto.

A decomposicdo térmica ocorreu até a temperatura de 1075,66°C gerando um
residuo de 25,27% que provavelmente se deve a formacéo de didxido de ruténio (1V), ja
que dados da literatura mostraram que o ruténio a elevadas temperaturas oxida e atinge
velocidade méxima de oxidacdo por volta de 800°C (GARISTO, 1988). A fim de se
confirmar tal afirmacao foi realizado um experimento que envolveu a queima de 0,400 g
do precursor em um forno com atmosfera e temperatura controladas de maneira a se
aproximar o maximo possivel do procedimento realizado na Anélise Térmica. Apos
aquecer essa amostra até 1100°C, o sélido preto formado foi submetido a Difracdo de
raios X por policristal onde se obteve o difratograma em azul na Figura 35. A
identificacdo da fase na sequéncia foi realizada pelo software Match — Phase
Identification from Powder Diffraction, onde se percebeu que se tratava da fase rutilo do
dioxido de ruténio (IV) como pode ser observada no difratograma em preto da Figura
34, mostrando uma boa semelhanca entre os dois espectros.
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Figura 34 - Curvas TG/DTA simultaneas do precursor cis-
[RuCly(dppb) (4,4 -Mebipy)].
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Figura 35 - Difratogramas do precursor aquecido (azul) e de
dioxido de ruténio (IV) obtido da literatura (preto).
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Fonte: Do autor.

As atribuicbes da decomposicdo térmica tanto do precursor quanto dos
complexos sintetizados devido a escassez de informagfes na literatura e da
complexidade ainda estdo em fase de determinagdo e pretende-se escrever um artigo
somente destes resultados. Os termogramas dos complexos estdo dispostos na Figura 36
e podemos observar que cada complexo apresentou estabilidade térmica diferente entre

eles e entre o precursor indicando que os compostos apresentam peculiaridades entre si.
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Vale ressaltar que cada residuo obtido assim como para o precursor se deve a formagao

de déxido de ruténio e a partir dai pretende-se determinar as demais perdas.

Figura 36 - Termogramas dos complexos sintetizados (A) (1), (B) (2), (C) (3), (D) (4), (E) (5) e

(F) (6).
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A fim de se determinar as etapas de decomposicdo pretende-se realizar

aquecimento da amostra em cada etapa e na sequéncia fazer Espectroscopia vibracional

na regido do infravermelho.
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5.6 Espectroscopia de absor¢éo na regido do UV-vis

O estudo da espectroscopia eletronica é essencial para compreensdo da estrutura
eletronica de complexos. Para complexos de metais de transi¢do as bandas de absorcgéo
nas regides do infravermelho proximo e visivel geralmente estdo associadas com
transi¢bes envolvendo principalmente o ion metéalico mais precisamente, acontecendo
entre orbitais d (transi¢es d—d) ou envolvendo transi¢cOes entre orbitais moleculares do
metal para o ligante e/ou do ligante para o metal (bandas de transferéncia de carga).

Em geral, para cada novo complexo sintetizado, modificacdes no perfil espectral
sdo esperadas, ja que novas ligacdes quimicas sdo formadas e consequentemente as
diferencas de energia entre orbitais moleculares sdo modificadas, implicando em
energias diferentes necessarias para promover as transi¢fes eletronicas (BARBOSA,
2007).

Os ligantes aromaticos N-heterociclicos apresentam normalmente, na regido do
ultra-violeta, bandas atribuidas as transi¢oes intra-ligantes (t—n*). As bandas de maior
energia localizam-se entre 226 e 256 nm, enquanto as de menor energia variam de 276 a
308 nm. As fosfinas também apresentam bandas caracteristicas com comprimento de
onda em aproximadamente 250 nm. Estas bandas séo atribuidas as transicGes eletrdnicas
internas do ligante bifosfinico, provenientes das transicbes m— =©* noS Qrupos
aromaticos (KETLE, 1998).

O espectro de UV-Vis do precursor cis-[RuCly(dppb)(4,4’- dimetil-2,2’-
bipiridina)] é demonstrado na Figura 37, além da banda caracteristica de transigdo intra-
ligante n—n* da 4,4’Mebipy, duas bandas em 340 e 460 nm, atribuidas a transferéncia
de carga metal-ligante (TCML) sdo observadas, TCML dn(Ru'") —n*(4,4-Mebipy) e
TCLM r(Cl) »drn*(Ru"), respectivamente.
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Figura 37 - Espectro de UV-vis do precursor cis-
[RuCl,(dppb)(4,4’Mebipy)] em CHCl; / 3,8 X
10° mol x L™.
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Fonte: Do autor.

No espectro eletronico do complexo (1) (Figura 38) é observada uma banda em
311 nm e um ombro em 304 nm, que sdo caracteristicos de transi¢des intra-ligantes do
tipo m > wn* (bipy) e © > n*(fosfina), respectivamente. Comparando-se 0 espectro da
Figura 37 referente ao precursor e o da Figura 38 do complexo (1) as bandas TCML
dn(Ru) —n*(4,4-Mebipy) e TCLM =n(Cl) —dn*(Ru") ndo sdo mais observadas em
funcdo da acidez m do ligante CO, que desloca as transi¢Oes eletronicas para maior
energia em relacdo ao precursor. Os valores dos coeficientes de absortividade molar ()
e as transicdes caracteristicas para este e 0s demais complexos sintetizados encontram-
se na Tabela 11. Vale ressaltar que tais bandas foram atribuidas a partir dos valores de ¢

e também com base em complexos semelhantes encontrados na literatura.
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Figura 38 - Espectro de UV-vis do complexo (1), em CHCI; /
4,4 x10° mol x L™.
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Ao substituir o ligante cloreto que é um ligante ¢ e © doador, por um ligante ©
receptor como o NO n&o observamos mais as transi¢ces na regido do visivel (Figura
39). Isto é observado para a maioria dos nitrosilo complexos, devido a forte retrodoacédo
do metal para o ligante NO, que estabiliza os orbitais moleculares caracteristicos do
metal. Com isso, as bandas de transferéncia de carga metal ligante (TCML) do ruténio
para ligantes insaturados ocorrem numa regido de mais alta energia, na faixa de 350 nm
a 400 nm (SAUAIA, 2005).

Analisando o espectro da Figura 39 correspondente ao complexo (2), pode-se
notar uma banda em 340 nm e 308 nm que sao referentes a transferéncia de carga metal
ligante do grupo nitrosilo e a transi¢do intraligante n>n* do ligante bipiridinico, em
acordo com outros complexos nitrosilo (SAUAIA, 2005). Além disso, é possivel
observar gue as bandas de absor¢do para este complexo ocorreram em regides de menor
comprimento de onda, sendo todas encontradas na regido do ultravioleta. Isto se deve ao
fato de NO retirar a densidade eletronica do centro metalico e assim modificar as
transices eletronicas (SERLI, et al.,2003).
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Figura 39 - Espectro de UV-vis do complexo (2) em CHCl; /
4,5x10° mol x L™
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O espectro de absorcdo na regido do UV-visivel para o complexo (3) é
demostrado na Figura 40. A banda em 290 nm ¢é caracteristica de transi¢des intra-
ligantes 7 = wn*. Em comparagdo com o espectro eletronico do precursor, nota-se um
deslocamento da ultima banda para 410 nm (regido mais energética) o que sugere a
substituicdo de um cloro na esfera de coordenacdo por um ligante & aceptor (NO3),
diminuindo a densidade eletrénica do centro metélico e deslocando a banda para regides
de menor comprimento de onda (PAVAN, et al., 2012). Como o ligante nitro tem
caracteristica m aceptora mais fraca que os ligantes CO e NO a observacdo da banda de
transferéncia de carga metal ligante para o complexo (3) em 410 nm pode ser observada

em comprimentos de onda mais altos por este motivo.
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Figura 40 - Espectro de UV-vis do complexo (3), em CHCI;
/6,86 x 10° mol x L™.
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No espectro eletronico do complexo (4) (Figura 41) observou-se uma banda em
290 nm caracteristica de transi¢des intra-ligantes &= > n*(4,4’-Mebipy) e em 404 nm a
qual pode ser atribuida a transferéncia de carga metal-ligante de dn(Ru'") 2> n* (NOs).
Comparando este espectro com o complexo (1) pode-se observar a formacdo da banda
em 404 nm que ndo ocorre no composto 1, isso se deve ao fato do ligante nitrato néo
possuir carater m aceptor como o ligante carbonilo, o que fornece um indicio da

formacdo do composto.

Figura 41 - Espectro de UV-vis do complexo (4), em CHCI; /
3,12 x 10° mol x L™,
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Fonte: Do autor.
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Para os complexos (5) e (6) um espectro representativo € demonstrado na Figura

42, devido a similaridade quimica dos mesmos.

Figura 42 - Espectro de UV-vis do complexo (5), em CHClI3 /
5,7x10° mol x L™
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No espectro do complexo (5) pode-se observar a presenca de uma banda em 284
nm e um ombro em 296 nm que sdo caracteristicas das transi¢Ges intra-ligante © > n*
envolvendo os ligantes 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina e a fosfina respectivamente. A
transicdo de carga metal ligante (TCML) foi observada em 414 nm e ocorre em
comprimento de onda maior que no complexo (3) e (4), pois o ligante piridina e 4-
picolina sdo n aceptores fracos. O espectro eletrénico do composto (6) encontra-se na

Figura 85A no Apéndice A



Tabela 11 - Transigdes caracteristicas e coeficientes de absortividade molar dos complexos.
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) A (nm) (Absorbéncia) / €
Compostos Transicdes
(L mol™* cm™)
Precursor (IL) n>n* (4,4’-Mebipy) 296 (0,542) / 14.338
(TCML) drn(Ru") > n* (4,4°-Mebipy) 340 (0,117) / 3.095
TCLM =(CI) —)dn*(Ru“) 460 (0,083) / 2.195
1 (IL) n>n* (fosfina) 304 (0,34) 1 7.727
(IL) t>7* (4,4’-Mebipy) 311 (0,36) / 8.181
2 (TCML) dn(Ru'") = n* (NO) 340 (0,132) / 2.933
(IL) n>n* (4,4’ -Mebipy) 308 (0,387) / 8.600
(IL) n>n* (4,4’ -Mebipy) 290 (0,555)/8.090
3 (TCML) dn(Ru") 2 n* (NO,) 410 (0,098)/1.428
(IL) n>n* (4,4’ -Me-bipy) 290 (0,804)/25.759
4 (TCML) dn(Ru") 2 n* (NO5) 404 (0,176)/5.628
5 (IL) n>n* (4,4°-Me-bipy) 284 (0,789) / 13.842
(IL) n>n* (fosfina) 296 (0,776) / 13.614
(TCML) dn(Ru") > n* (Py) 414 (0,135) / 2.368
(IL) n>n* (4,4’ -Me-bipy) 284 (0,874) / 14.813
6 (IL) n>n* (fosfina) 296 (0,811) / 13.746
(TCML) dn(Ru") = n* (4-Pic) 414 (0,143) / 2.424

Fonte: Do autor.

5.7 Medidas de Condutividade

As medidas de condutividade molar foram realizadas a fim de confirmar as
formulagdes propostas. Utilizou-se como solventes acetona e diclorometano. Todas as
solucdes foram preparadas na concentracéo de 1,0 x 10° mol. L™,

Os valores de condutividade obtidos encontram-se na Tabela 12 e a partir destes
tudo nos leva a crer que 0s compostos sintetizados possuem os ligantes CO, NO", NO;',
NOg’, piridina e 4-picolina em suas estruturas, uma vez que os complexos (1), (4), (5) e
(6) apresentaram valores entre 110-140 uS/cm (acetona) e 35-45 uS/cm (diclorometano)

que sdo referentes a proporgdo anion/cétion de 1:1. A faixa aceita para eletrolitos 1:1 é
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de 100-140 uS/cm (acetona). O complexo (3) apresentou valores muito baixos em
ambos solventes levando sendo considerado neutro, conforme o esperado. Ja o
complexo (2) apresentou valores mais elevados (154 uS/cm e 70,3 puS/cm) referentes
segundo a literatura a proporcdo 2:1, possuindo, portanto 2 contra-ions, confirmando a
presenca do fragmento Ru-NO®. Dessa maneira as medidas de condutividade
permitiram confirmar as formulacGes propostas. A faixa aceita para os eletrolitos

encontrados neste trabalho séo apresentados na literatura por Geary (1971).

Tabela 12 - Condutividade molar dos compostos sintetizados.

Complexos Condutividade pS/cm (T°C)
Acetona Diclorometano
(1) 140,0 (22,5) 40,7 (22,5)
(2) 154,0 (21,5) 70,3 (21,5)
(3) 5,0 (24,3) 3,0 (24,3)
4) 140,9 (20,2) 45,7 (20,2)
(5) 110,0 (22,5) 35,3 (22,5)
(6) 116,0 (23,7) 37,4 (23,7)

Fonte: Do autor

5.8 Voltametria ciclica.

O comportamento eletroquimico dos compostos sintetizados foi estudado pelo
uso da técnica de voltametria ciclica. As medidas foram realizadas utilizando o método
de arranjo convencional contendo trés eletrodos, consistindo de um eletrodo de platina
como eletrodo de trabalho, um auxiliar de platina e um de referéncia, de Ag/AgCl. Os
voltamogramas foram obtidos em solugdo de MeCN, utilizando PTBA (0,1 mol.L™)
como eletrélito suporte e velocidade de varredura igual a 100 mV.s™.

O complexo (1) apresentou na voltametria ciclica um processo irreversivel em
aproximadamente 1689 mV atribuido a oxidacdo do Ru" a Ru'" (Figura 43). O elevado
potencial anodico observado deve-se ao forte carater m aceptor do ligante mondxido de

carbono, que por meio da retrodoacao diminui a densidade eletronica do ion ruténio no
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complexo tornando mais dificil sua oxidacao, refletindo em um potencial de oxidagao
mais elevado que o observado para o precursor 630 mV.

Figura 43 - Voltametria ciclica do complexo (1), eletrélito
PTBA 0,1 mol'L™ em CH;CN vs Ag/AgCI.
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Fonte: Do autor

O processo observado na voltametria ciclica em torno de 1113 mV foi atribuido
a formacdo do complexo de férmula [RuCl(MeCN)(dppb)(4,4’-Mebipy)]PFs, pois
quando o ruténio no complexo (1) é oxidado, este passa da configuracdo d® para d°,
perdendo sua capacidade de fazer retrodoacdo. Portanto, a carbonila é labilizada e
substituida pelo solvente CH3CN. Dessa maneira o processo em torno de 1113 mV pode
ser atribuido ao complexo ct-[RUCI(CH3CN)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]PFs. Quanto ao
processo em 1462 mV, o qual é gerado na segunda varredura, pode-se atribuir a
isomerizacdo do complexo contendo a acetonitrila coordenada, (JUNIOR, 2010).

O complexo (2) apresenta os processos eletroquimicos centrados no ligante
nitrosilo, devido a presenca do fragmento Ru-NO*. N&o foi observado no complexo (2)
a oxidacdo do metal, no solvente utilizado. Tem sido sugerido por alguns autores que o
ruténio, em nitrosilos complexos, s6 € eletroativo em potenciais superiores a +1,4 V.
Esse potencial alto € justificado pelo dominio que a acidez © do NO (forte m receptor)
impde em seus complexos, que pela retrodoacdo leva a diminuicdo da densidade
eletrbnica sobre o metal, conseqlientemente estabilizando-o (SAUAIA, 2005).

A voltametria ciclica do complexo (2) (Figura 44), ilustra um processo em
aproximadamente 360 mv que é atribuido & reducdo do Ru-NO* = Ru-NO°. Ao

invertermos o sentido da corrente, foram observados trés novos processos decorrentes



76

da saida do 6xido nitrico. A irreversibilidade do processo de reducéo Ru-NO*/Ru-NQ° é
visivel no voltamograma ciclico, indicando que quando o nitrosilo coordenado é
reduzido a NO°, este é liberado (LOPES, 1997).

Em 1252 /1052 mV, o par redox atribuido a oxidagdo do Ru'"/Ru"" do solvato
complexo foi observado. Ao longo do tempo a espécie formada pela substituicdo do NO
por CH3CN, (ct = acetonitrila trans a fosforo) sofre isomerizagdo para cc-
[RUuCI(CH3CN)(dppb)(4,4’- Mebipy)]PFs (cc = acetonitrila trans a nitrogénio)
(JUNIOR, 2010). O voltamograma apresentado na Figura 47 (a) mostra a existéncia dos
processos dos dois isdmeros, enquanto as Figuras 47 (b) e (c) mostram a dependéncia da
formacgéo do isdmero ct da reducdo do NO coordenado.

Figura 44 - Voltametria ciclica do complexo (2), eletrélito
PTBA 0,1 mol-L™ em CH;CN vs Ag/AgCI.
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Fonte: Do autor

No voltamograma ciclico do composto (3) Figura 45 (a), um processo irreversivel
em 851,9 mV (1) foi observado na primeira varredura, o qual foi atribuido ao par redox
Ru'-NO, a Ru"'-NO, (SAUAIA, 2005).
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Figura 45 - Voltametria ciclica do complexo (3) a) faixa -0,2 4 1,6 mV e b) -1,6 a 0,2 mV -
eletrélito PTBA 0,1 mol-L™* em CH;CN vs Ag/AgCl.
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Fonte: Do autor.

Apés a oxidacdo, o complexo obtido com férmula cis-[Ru"'CI(NO)(4,4’-
Mebipy),]"" apresenta estabilidade limitada devido a facil reacdo de
desproporcionamento intermolecular, como demostrado na Figura 46. Na reacdo de

" Ru") eno

disproporgdo, duas reducdes ocorrem, sendo estas no centro metalico (Ru
fragmento (Ru-NO* —Ru-NQP), fato responsavel pelo aparecimento de processos
centrados no grupo NO (3,4) / (5,6) Figura 45 (a) segunda varredura.

Desta forma como mencionado, o complexo cis-[Ru"'(CI)(NO,)(4,4’-
Mebipy)2]** d& origem a novos compostos contendo os fragmentos Ru'-NO* — Ru'-
NO° (3,4) e o par redox (Ru"-NO° — Ru"-NO") Figura 45 (b), além do processo em
aproximadamente 630 mV caracteristico de Ru"-NOs (7) (BARBOSA, 2012; NAGAO,
et al., 1994;). Os processos (8/9) da Figura 45 (a) sdo decorrentes da coordenacgdo da

acetonitrila, apés a saida do 6xido nitrico.



Figura 46 - Representacdo da equacdo demostrando a
obtencdo de nitrito e nitrosilo complexos.
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2[Ru"(bpy),(NO,)CI]*

Rull(bpy),(NO)CI]' o=

+¢

?I 0
|
— [bpy),CIRu"'N ——O——ITJRuCI(bpy)z]"z
O
— 5 [(bpy),CIRu'—Nop* +  [(NO3)RuCl(bpy),]" (1)

[Ru'{(bpy),(NO)CI"*  (2)

Fonte: NAGAO, 1994. Adaptada

Em contrapartida, o complexo [Ru(NO3)(dppb)(4,4’-Mebipy)]PFs, voltamograma
ciclico ilustrado na Figura 47, apresentou um processo quasi-reversivel (ipa/ipc = 1,04),
com valores de Epa e Epc de 1670 e 1610 mV, respectivamente. Este processo pode ser

atribuido ao par redox Ru"/Ru"".

Figura 47 - Voltametria do complex

0 (4) eletrélito PTBA

0,1mol-L™ em CH,CN vs Ag/AgCl.
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Fonte: Do Autor

Os compostos (5 e 6) apresentam comportamento eletroquimico muito

semelhante e um voltamograma representativo € disposto na Figura48. O aumento de

potencial de oxidagdo para 0os compostos sintetizad

troca do atomo de cloro, que ¢ um ligante o/ &

0s em relacéo ao precursor deve-se a

doador, por um ligante m receptor

(piridina ou 4-picolina). Essa substituicdo faz com que ocorra uma diminuicdo da
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densidade eletrénica do centro metélico, logo um maior potencial é requerido para

promover a oxida¢do do mesmo.

Figura 48 - Voltametria do complexo (6), eletrolito
PTBA 0,1 mol-L™* em CH5CN vs Ag/AgCl.

0,00006 —
0,00005
0,00004

0,00003

Corrente (uA)

0,00000

-0,00003 . ,

/

0,00002
0,00001
-0,00001 -\/
-0,00002 -

08 0.9

Fonte: Do autor.

5.9 Anélise Elementar

E T
1.0 1.1

Potencial (mV)

O teor de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos complexos sintetizados foram

determinados e encontram-se expostos na Tabela 13, os quais confirmam as

formulagGes propostas.

Tabela 13 - Composicgao centesimal dos complexos sintetizados

Composic¢éo Centesimal

Complexos
%C %H %N
C1HaoCIFsN,OP;RU 1) 53,10/(53,40)  4,41/(4,59)  2,95/(3,04)
C40H4oCIF1,N30P4Ru 2 44,81 /(44,93) 4,02/(3,96) 3,86/ (3,93)
CaoHaoCIN3O2P;RU ©) 60,29/(60,41)  5,40/(5,32)  5,17/(5,28)
CaoH40FsN303P3Ru 4) 52,29/(52,18)  4,55/(4,60)  4,49/(4,56)
CasHasCIFsNsPsRu (5) 54,95/(55,53) 5,05 /(4,87) 4,30/ (4,32)
CasH47CIFsN3PsRU (6) 55,65 /(55,96) 5,12 /(5,00) 4,75/ (4,26)

Fonte: Do Autor

*Entre parénteses sdo 0s dados tedricos
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5.10 Difragdo de Raios X por Monocristal

A fim de se obter monocristais com tamanho e morfologia adequados para o
experimento de DRXM diversas técnicas de recristalizacdo foram utilizadas, dentre elas
destaca-se a evaporacao lenta de solvente que consiste em solubilizar completamente o
composto em uma quantidade minima de solvente (neste trabalho
diclorometano/metanol) a fim de se formar uma solugdo supersaturada. Na sequéncia
lacra-se o recipiente, seguido de um pequeno furo de modo a deixar o solvente evaporar

lentamente conforme mostrado na Figura 49 (CUNHA, 2008).

Figura 49 - Método de Lenta Evaporacgdo

do Solvente.
] |

Esta técnica permitiu a obtencdo de monocristais adequados para 0 complexo

- . -

Fonte: CUNHA, 2008.

(1), que foram submetidos a experimentos de DRXM. Os dados cristalogréficos e a
representacdo estrutural realizada no software MERCURY estdo dispostos nas Tabelas
14, 15 e Figura 50.
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Figura 50 - Representacdo da estrutura cristalina do
complexo (1).

Fonte: Do autor

A Figura 50 confirma que (1) € um complexo octaédrico com numero de
coordenacgdo 6 contendo um cétion ruténio ligado aos atomos de fésforo P1 e P2 da
dppb, do nitrogénio N1 e N2 da 4,4’-Mebipy, de um cloro Cl e a um dtomo de carbono
C41 do mondxido de carbono. Observa-se também que o grupo CO esta em posicao cis
em relacdo ao atomo de cloro coordenado e em uma posi¢édo trans ao atomo de fosforo
P2 da dppb. Portanto, como seria de se esperar considerando 0 precursor cis-

[RuCl,(dppb)(4,4-Mebipy)], confirmou-se que o CO substitui o cloreto trans ao &tomo
de fésforo da dppb.



82

Tabela 14 - Dados Cristalograficos e refinamento estrutural do complexo (1)

Complexo

[RuCI(CO)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFs

Formula Molecular
Peso Molecular (g/mol)
Temperatura (k)
Comprimento de onda (A)
Sistema Cristalino
Grupo espacial
Parametros de cela (A)

Volume (A%
Z
Densidade (Mg/m®)
Coeficiente de absorcéo (mm™)
F(000)
Intervalo 6 da coleta de dados (°)
Limite de indices

Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes
Completeza de 0 (%)
Método de Refinamento
Dados / restricdes / parametros
Qualidade do ajuste
indices R final [I>2sigma(l)]
indices R indices (todos os dados)
Coeficiente de extin¢ao
Maior diferenca de pico (e.A)

C1HaoCl1FsN201P3RuUy
920,18
298(2)
0,71073
Monoclinico
P 21/C

a = 15,8945(6)

b =9,7551(3)

C = 26,4444(9)
100,373(3)°
4033,3(2)

4
1,515
0,637
1872
3,237 a 29,747°
-21<=h<=18,
-11<=k<=13,
-32<=1<=36
41365
10158 [R(int) = 0,0444]
99,8
Minimos quadrados de matriz completa
10158 /34 /477
1,037
R1=0,0667, wR2 = 0,1836
R1=0,0889, wR2 = 0,2010
0,0000(4)

1,475 and -1,211

Fonte: Do autor
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Tabela 15 - Comprimento das ligagdes do complexo (1).
Comprimentos das ligacdes (A)

C41-Rul 1,877(5) N2-Rul-N1 77,0(1)
N1-Rul 2,145(4) C41-Rul-P1 90,0(2)
N2-Rul 2,115(4) N2-Ru1-P1 103,1(1)
P1-Rul 2,358(1) C41-Rul-Cl1 94,4(2)
P2-Rul 2,516(1) N1-Rul-Cl1 91,5(1)
Cl1-Rul 2,407(1) P1-Rul-Cl1 88,42(4)
01-C41-Rul 175,6(4) N1-Rul-P2 86,1(1)
C41-Rul-N2 86,3(2) P1-Rul-P2 94,71(4)
C41-Rul-N1 89,2(2) CI1-Rul-P2 81,95(4)
N2-Rul-P2 96,3(1)

Fonte: Do autor.

Observando os comprimentos das ligacbes na Tabela 15, nota-se que ao
compararmos a distancia das ligagbes P1-Rul(2,358) e P2-Rul (2,516) ocorre uma
diferenca, que pode ser explicado pela acdo do efeito Jahn-Teller na estrutura do
complexo causando assim uma distor¢éo no eixo z.

E interessante perceber que a orientacdo cis-trans do ligante CO na esfera de
coordenacao do complexo (1) (Figura51-(a)) é igual a observada em estruturas analogas
encontradas na literatura (Figura 51- (d)-(h)) contendo como ligante bidentado a 2,2'-
bipiridina ou 5,5'-dimetil-2,2-bipiridina e como ligante monodentado a piridina ou 4-
metilpiridina ou 4-amino-piridina ou 4-vinilpiridina ou 4-fenilpiridina ao invés do CO
(BARBOSA, et al., 2010; FERREIRA, et al, 2014; PAVAN, et al., 2012;
ROMUALDO, et al., 2008). Além disso, a geometria de todos os compostos de formula
geral [RuCI(L)(dppb)(diamina)] contendo L cis em relacdo ao cloreto e trans em
relacdo ao fésforo da dppb, sdo muito similares, isso se torna mais evidente quando
observa-se a Figura 51 (i) que mostra a sobreposi¢do do o a&tomo de Ru e os 6 atomos
coordenados a ele. A geometria de (1) também pode ser comparada com seus analogos
reportados na literatura que contém como ligantes a 2,2'-bipyridina e CO (Figura 54(b)
e 54(c)) (BARBOSA, et al., 2010).



84

Figura 51 - Representacdo de complexos de ruténio analogos contendo
cloreto/fosfina/diimina e como ligante monodentado (a) CO
cis a cloreto (1), (b) e (c) CO trans a cloreto (cddigos CCDC:
BUZXUQ e BUZYAX), (d) piridina (codigo CCDC:
BUZYIF), (e) 4-metilpiridina (codigo CCDC : QISXUM), ()
4-amio-piridina  (cédigo CCDC: BUZYOL), (g9) 4-
vinilpiridina (codigo CCDC : FOCDEI) e (h) 4-fenilpiridina
(codigo CCDC: LUNVIA), (i) sobreposicdo geométrica dos
COmpostos.

Fonte: (BARBOSA, et al., 2010; FERREIRA, et al., 2014; PAVAN, et al.,
2012; ROMUALDO, et al., 2008), adaptada.

5.11 Difragéo de Raios X por Policristal( DRXP)

A técnica de DRXP foi utilizada nesse trabalho a fim de verificar a cristalinidade
dos compostos obtidos bem como obter informagcbes da pureza cristalografica dos
mesmos. Observando a Figura 52 verifica-se que 0 precursor Cis-
[RuCly(dppb)(4,4’Mebipy)] e os complexos (1 e 3) apresentaram picos de difracdo bem

definidos e sem presenca de halos amorfos, fato que caracteriza a formagdo de um
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solido cristalino. Além disso, podemos notar que os difratogramas dos complexos 1 e 3
possuem picos que ndo sdo comuns ao difratograma do precursor o que fornece um

indicio da formacdo dos compostos.

Figura 52 - Difratogramas experimentais para o precursor e para 0s complexos

1) e (3).

—— Precursor
—Complexo 3
—— Complexo 1

_

Intensidade (u.a.)

\J\JUMMUMM\MV\MWMWMMM

10 20 30 40 50
26 (grau)

Fonte: Do autor

Para os demais complexos sintetizados foram obtidos difratogramas (Figura 53
(A)-(D)) com picos alargados caracteristicos de materiais amorfos. Tais resultados
sugerem a falta de ordenacdo dos atomos a curto alcance, o que explicaria a dificuldade
de obtencdo de cristais para 0s demais compostos e impossibilitando qualquer afirmacéo

sobre a pureza cristalografica dos mesmaos.



86

Figura 53 - Difratogramas dos complexos (A) 2, (B) 4, (C) 5e (D) 6
(A) (B)
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Fonte: Do autor

5.12 Estudos de citotoxicidade

A avaliagdo da citotoxicidade foi realizada para o precursor e todos 0s
complexos sintetizados na linhagem de HepG2 (hepatocarcinoma humano) e CCD-
1029Sk (fibroblasto normal). Os valores de 1Csg entram-se na Tabela 16 e foram obtidos
a partir de curvas de dose-sobrevivéncia realizadas apds 48h de tratamento com os
compostos por meio de ensaios de viabilidade do tipo MTS.
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Tabela 16 - Indices de seletividade (IS) e valores de ICs para as linhagens de

hepatocarcinoma humano (Hep G2) e fibroblasto normal (CCD-1029Sk).

Compostos CCD-1029Sk Hep G2 IS*
Precursor - 92,66 +1,71 -
1) < 5,00 3,55+0,55 1,4
2) 43,50 + 1,38 38,41 + 1,56 1,14
(3) 1119+ 3,19 83,82 +2,14 1,33
4) 63,70 £ 2,09 49,35+ 0,61 1,29
(5) 27,18 + 1,65 29,69 £ 2,81 0,93
(6) 7,55 +0,85 40,30 + 2,85 0,18
Cisplatina 77,41 +2,09 385+15 2,01

Fonte: Do autor.

Define-se IC50 como a quantidade de principio ativo necessaria para eliminar
50% das linhagens analisadas, nesse caso linhagens de hepatocarcinoma humano
(SILVA, 2015). Sabe-se que quanto menor o valor de ICsy de determinado composto,
maior é a atividade antitumoral deste frente a linhagem celular avaliada, valores
inferiores ao composto de referéncia (normalmente a cisplatina) geralmente séo
selecionados para testes in vivo (SILVA, 2015).

Dessa forma observa-se que todos os complexos sintetizados (Tabela 23)
apresentaram 1Csq inferiores ao precursor cis-[RuCly(dppb)(4,4’-Mebipy)] (92,66 puM),
indicando que a troca de ligantes promoveu uma melhora significante na atividade
antitumoral, impulsionando-nos & avaliacdo destes frente a biomoléculas como o DNA e
Albumina de soro humana — HSA.

Vale ressaltar que os compostos (1 e 2) que contém CO e NO™ como ligantes,
apresentaram valores 1Cso frente a células Hep G2 inferiores ao observado para o
cisplatina, demonstrando atividades muito promissoras.

Para estudar a citotoxicidade dos complexos em células saudaveis e calcular o
indice de Seletividade (IS) os compostos foram avaliados frente & linhagem CCD-
1029Sk (fibroblasto normal).

O indice de seletividade (IS) é determinado pela relacdo dos valores obtidos de
ICso para as linhagens celulares ndo tumorais e tumoral, indicando a seletividade dos
complexos estudados e o seu potencial uso para os testes pré-clinicos in vivo e clinicos.

O IS foi determinado para todos os complexos de ruténio (1) testados e para a cisplatina
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a partir da seguinte formula: 1S = 1Cso da célula ndo tumoral (CCD-1029Sk)/ICs, da
célula tumoral (Hep G2).

O ICsp do complexo (1), na linhagem Hep G2 é de 3,55 = 0,55 uM, e 0 seu
indice de seletividade proximo de 1, o que indica uma moderada seletividade. O
composto (2) apresentou atividade semelhante & da cisplatina em células HepG2 e
citotoxicidade moderada contra células CCD-1029Sk.

O complexo precursor [RuCly(dppb)(4,4'-Mebipy)] e o composto (4)
apresentaram menor atividade que os demais contra células HepG2 e células CCD-
1029Sk. Estes dados sugerem que a troca do ligante CI" do precursor pelos ligantes CO,
NO, NOgz, piridina e 4-picolina tornaram o fragmento [RuCl(dppb)(4,4 '-Mebipy)]"
mais citotoxico do que o composto neutro (3) e precursor, provavelmente devido a
diferenca de lipofilicidade que ainda serd testada e consequente entrada nas celulas,

promovido pelos novos compostos cationicos.

5.13 Estudo de interacdo com DNA por espectroscopia UV-vis

O DNA ¢é uma das principais biomoléculas responsaveis pelas propriedades
antitumorais de candidatos a farmacos. Alguns complexos de metais de transicdo
possuem a capacidade de se ligar a molécula de DNA e dessa forma inibir o
crescimento de células tumorais. Dessa forma com a finalidade de estudar a interacéo
dos compostos sintetizados com o DNA foi realizado o experimento de titulacdo
espectroscopica.

Esta técnica permite avaliar se 0s compostos sintetizados podem interagir com o
DNA a partir do calculo da constante de ligacdo Kj. Essa constante foi determinada
empregando-se 0 modelo tedrico de “Exclusdo dos vizinhos” descrita pela equacéo 3,
onde ga ¢ o coeficiente de extingdo aparente, que corresponde a razdo entre a
absorbancia medida e a concentragao do composto (A/[Composto]), ef € a absortividade
molar do composto livre (sem adigdo de DNA); €b ¢ a absortividade molar do composto

ligado ao DNA e Kb € a constante de ligagdo (GOUVEIA, et al., 2012).

[DN4] _ [DN4] 1
ca—cf  eb—ef [Kb(eb—ef)]

Equacéo 3
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Para todos os compostos analisados pode-se notar a diminuigdo da absorbancia
(hipocromismo) ap6s adi¢des sucessivas de DNA-ct nas solucbes, conforme observado
na Figura 54. Este fendbmeno ocorre devido a intercalacdo do complexo ao DNA, onde o
orbital 7* do composto intercalado pode acoplar ao orbital = dos pares de bases do DNA
sendo dessa forma parcialmente preenchido por elétrons, gerando dessa maneira uma

diminuicdo da energia de transicdo = ™= 7* resultando no hipocromismo.

Figura 54 - Espectros das titulacdes espectroscdpicas dos complexos: (A) = (2), (B) = (3),

©)=(4). D)=, E)=06).
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Fonte: Do Autor
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A partir dos espectros eletronicos obtidos e utilizando-se a equagéo derivada do
modelo de “Exclusdo dos vizinhos” calculou-se a constante de ligacdo Kb pela razéo do
coeficiente angular e coeficiente linear de um grafico de [DNA]/ea- €b versus [DNA]
(GOUVEIA, et al., 2012). Os valores obtidos e a porcentagem de hipocromismo para
cada composto encontram-se resumidos na Tabela 17. Em virtude da regido de
transparéncia do solvente DMSO no comprimento de onda em torno de 244 nm que
apresenta absorcdo comum a todos os complexos sintetizados e para ndo ocorrer
interferéncias no experimento a constante de ligacdo (Kb) foi calculada para as demais

bandas observadas em 294 e 400 nm.

Tabela 17 - Valores de constante de ligagdo (kb) e porcentagem de hipocromismo (%H) dos
compostos sintetizados.

244
Complexos Kb (10°mol-L™) % H % H DNA % H*
NO 1,00 7,39 82,65 75,26
NO, 1,83 9,87 79,37 69,50
NO; 1,92 13,36 85,77 72,41
co 1,67 11,05 91,72 80,67
Piridina 1,32 14,35 81,08 66,73
294
NO 1,09 x10* 9,85 8,95 0,90
NO; 1,61x10* 11,35 5,52 5,83
NO; 2,67x10" 9,98 18,66 8,68
Piridina 1,32 x10* 8,61 7,42 1,19
400
NO 5,83x10" 7,15 39,47 32,32
NO; 4,22 x10* 10,51 18,28 7,77
NO3 5,84x10* 11,55 15,64 4,09
Piridina 5,88x10" 11,66 11,12 0,54

Fonte: Do Autor

Analisando os valores de Kb obtidos nota-se que todos os valores séo na ordem

de 10*mol.L™ e quando comparados ao Kb do brometo de etidio (Kb= 10° mol.L™), uma
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classica molécula intercaladora com CT-DNA pode-se afirmar que a interagdo dos

complexos ao DNA é intermediéria.

5.14 Estudos de interacdo com albumina de soro humano (HSA)

A albumina de soro humano (HSA) é uma proteina monomeérica globular
composta por 585 aminodcidos (Figura 55) que possui como principal funcdo a
manutencdo da pressao osmotica, ph sanguineo e transporte de drogas e nutrientes pelo
organismo, além de ser a proteina mais abundante no plasma sanguineo (CHEN, et al.,
2015).

Figura 55 - Estrutura da albumina de soro humano (HSA)

Dominio III Dominio I

Dominio 1T

Fonte: BHATTACHARYA, 2000.

Sabe-se que certos compostos podem se ligar a esta proteina e resultar na
reducdo ou melhoria das suas propriedades bioldgicas. Desta forma foram feitos estudos
de interagdo dos compostos sintetizados com a albumina de soro humana a partir de do
experimento de reducdo da fluorescéncia, ja que solugdes de HSA possuem uma forte
emissdo de fluorescéncia devido a presenca de um residuo de triptofano o Trp-214
(MORIYAMA, et al., 1996).

Os experimentos foram realizados por adi¢des crescentes (0-50 uM) de solugdes
de compostos em solugGes de HSA de concentragéo fixa (2,5 uM) nas temperaturas de
295 e 310 K, permitindo observar a reducdo da intensidade de fluorescéncia, conforme

Figura 56.
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Figura 56 - Espectros de emissdo da HSA em concentragBes crescentes dos
compostos (A) = (1), (B) = (2), (C) = (3), (D) = (4) e (E) = (5),
xexcitacéoz 270 nm, pH :7,4 € T = 310 K.
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Fonte: Do autor

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram obtidos
usando a equacédo de Stern-Volmer (Equacdo 4), onde F e FO s&o as fluorescéncias na
presenca e na auséncia de supressor que em sistemas biologicos sdo compostos que
causam a reducdo da intensidade de fluorescéncia em determinada espécie, [Q] é a
concentragdo do supressor e Ksv é a constante de supressdo molecular de Stern-Volmer
que é definida de acordo com a Equacdo 5, onde Kq € a constante de velocidade de
supressdo biomolecular e to € o tempo de vida médio de fluorescéncia na auséncia de

supressdo que equivale a 6,2x10%.
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~ FO . Ksv
Equacéo 4 - 1+ Ksv-[Q] Equacdo 5 Ko= Y

A supressdo de fluorescéncia que um composto pode causar se deve a diferentes
reacOes (rearranjo, supressdo estatica ou dinamica). A supressao estatica é caracterizada
pela formacdo de um complexo entre o composto e o fluor6foro (molécula responsavel
pela fluorescéncia) que gera a reducdo do numero de moléculas fluorescentes. Ja a
supressdo dinamica ndo gera nenhuma reacdo fotoquimica entre o supressor e o
fluoréforo (LAKOWICZ, 2006).

Na Tabela 18 encontram-se os valores da constante de supressdao molecular de
Stern-Volmer (Ksv) dos compostos sintetizados, nela podemos observar que para todos
0s compostos ocorre um decréscimo do valor de Ksv com o aumento da temperatura,

fornecendo um indicio de mecanismo de supressdo estatico.

Tabela 18 - Valores obtidos para as constantes: de Stern-Volmer (Ksv), ligacdo (Kb), ligacdo
biomolecular (Kq) e nimero de sitios de ligagdo (n) em A excitacio = 270 NM € A emissio
= 305 nm, nas temperaturas de 298 e 310 K.

Temperatura Ksv Kqg (10% Kb
Complexos . 1 14 1 n

(K) (10"mol-L™) L-mol™s™) (mol-L™)
NO 298 6,74 6,74 2,70x10° 1,37
310 5,14 5,13 937x10° 1,30
NO, 298 5,28 5,28 6,37 x10° 1,26
310 4,50 4,50 2,23x10° 1,40
NO; 298 6,33 6,33 6,12x10° 1,24
310 4,90 4,90 1,44x 10° 1,12
co 298 3,18 3,18 1,34x 10° 1,19
310 2,25 2,25 851x 10" 113
Piridina 298 6,17 6,17 3,41x 10° 1,39
310 4,32 4,32 2,11x10° 1,15

Fonte: Do autor

Nesse experimento também foi possivel obter os valores da constante de ligacéo
(Kb) que em conjunto com a equagéo de van’t Hoff (Equacdo 6) permitiu-se calcular os

parametros termodindmicos energia livre de Gibbs (AG®), varia¢ao de entalpia (AH®) e
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variagdo de entropia (AS®). Tais parametros sdo primordiais para determinar o modo de
ligagdo entre a albumina HSA e os complexos estudados, onde do ponto de vista
termodinamico, AH° > 0 e AS°> 0 sugerem uma interacdo hidrofébica; AH°<0 e AS°<0
indicam forgas de van der Waals atuantes ou formacéo de ligacdo de hidrogénio; e AH®
~ 0 e AS° > 0 reflete forcas eletrostaticas (ROSS, 1981).

AS

5 _ o
Equacéo 6 In Kb = RT+R

Dessa maneira observando os resultados obtidos na Tabela 19, pode-se afirmar
que a interacdo de todos os compostos analisados com a albumina HSA ocorre de
maneira espontanea, ja que o valor da energia livre de Gibbs é negativa (AG°<0).
Avaliando os valores de AH®° e AS° notamos que os compostos (2), (4) e (5)
apresentaram AH°<0 e AS°<0 indicando predominancia de interagdes de van der Waals
ou ligacdo de hidrogénio; j& o composto (3) apresenta interagdes hidrofébicas com a
HSA (AH® > 0 e AS° > 0); curiosamente o complexo (1) exibe AH°<0 e AS° > 0 0 que

pode indicar a formacdo de interacdo eletrostatica.

Tabela 19 — Pardmetros termodinamicos para 0s compostos estudados: energia livre de
Gibbs (AG®), variagdo de entalpia (AH®) e variacdo de entropia (AS°®).

Temperatura AG° AH® AS°
Complexos

(K) (KJmol™) (KJmol™) (IJmol™)

@) 298 -36,69 -67,67 -103,97
310 -35,44

3) 298 -33,11 80,30 380,59
310 -37,68

o) 208 -33,01 - 92,64 -200,11
310 -30,61

(¢D) 298 -29,25 -29,01 0,80
310 -29,26

) 208 37,27 178,28 473,2
310 -31,59

Fonte: Do autor.
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6 CONCLUSAO

Até o presente momento seis novos compostos supracitados de formula
[RUCI(CO)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFs (1), [RuCI(NO)(dppb)(4,4-Mebipy)](PFs). (2),
[RUCI(NO2)(dppb)(4,4-Mebipy)]  (3),  [Ru(NOs)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFs  (4),
[RuCI(Py)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFs (5) e [RuClI(4Pic)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFs (6)
foram sintetizados e caracterizados pelas técnicas usuais de caracterizacdo de compostos
inorganicos. O composto (1) teve sua estrutura determinado pela técnica de difracdo de
raios X por monocristal.

Os dados de RMN de 3'P{*H} foram importantes para a determinacdo estrutural
assim como para determinacdo da estabilidade nas condicfes avaliadas. Os compostos
com excecao do nitrosilo complexo, mostraram-se estaveis em CH,CIl,/DMSO por 48
horas.

Os dados de condutividade molar, analise elementar e espectroscopia vibracional
na regido do infravermelho confirmam a formacdo de complexos neutros (3), eletrélito
do tipo 1:1 (1, 4, 5 e 6) e do tipo 1:2 (2) confirmando a formulacdo dos complexos
propostos.

Os dados de voltametria ciclica demonstram a liberacdo do CO e NO quando
estes complexos sdo oxidados, formando solvato complexos. Além do mais no
voltamograma do composto (3) foi possivel observar os processos referentes ao
fragmento Ru-NO".

O complexo (1) apresentou valor de ICsg, na linhagem HepG2, de 3,55 + 0,55
MM, e o seu indice de seletividade proximo de 1, o que indica uma moderada
seletividade. O composto (2) apresentou atividade semelhante a da cisplatina em células
HepG2 e citotoxicidade moderada contra células CCD-1029Sk.

O complexo precursor [RuCly(dppb)(4,4'-Mebipy)] e o composto (4)
apresentaram menor atividade que os demais contra células HepG2 e células CCD-
1029Sk. Estes dados sugerem que a troca do ligante CI” do precursor pelos ligantes CO,
NO, NOgz, piridina e 4-picolina tornaram o fragmento [RuCl(dppb)(4,4 '-Mebipy)]"
mais citotoxico do que os compostos neutros (3) e precursor, provavelmente devido a
diferenca de lipofilicidade e consequente entrada nas celulas, promovido pelos novos

compostos cationicos.
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Na interagdo com o CT-DNA, analisando os valores de Kb nota-se que todos 0s
valores so na ordem de 10* mol.L™* e quando comparados ao Kb do brometo de etidio
(Kb= 10° mol.L™), uma classica molécula intercaladora com CT-DNA pode-se afirmar
que a interacdao dos complexos ao DNA é intermediéria.

Pode-se afirmar que a interagdo de todos os compostos analisados com a
albumina HSA ocorre de maneira espontanea, com afinidade moderada por meio de um
mecanismo de quantico estatico e os seus parametros termodinamicos revelaram a
predominancia de interacdes hidrofébicas com a proteina.

A ndo correlagdo da atividade antitumoral com os resultados obtidos com os
estudos de interacdo com CT-DNA por titulagdo espectroscopica é indicio de que o
DNA néo seja o principal alvo biologico responsavel pelas atividades apresentadas.

A interacdo dos complexos com a proteina HSA de um modo geral é
intermediaria, logo pode-se sugerir que 0s complexos podem apresentam uma
distribuicéo in vivo para que sejam liberados.

Como etapas futuras pretende-se estudar com mais precisdo 0s termogramas
obtidos a fim de se determinar propostas mais plausiveis visto que é escasso tal assunto
na literatura. Pretende-se utilizar mais técnicas de recristalizacdes a fim de se obter
cristais adequados para os demais compostos, além de realizar mais estudos bioldgicos

com 0s compostos mais promissores para aprimorar o artigo produzido.
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APENDICES

APENDICE A - Espectros de ressonancia magnética nuclear de P{*H}, *3C e 'H,
Espectroscopia de absor¢do na regido do UV-vis e 1V, do

precursor e dos complexos sintetizados.

Figura 57A - Espectro de RMN de *'P{*H}do precursor [RuCl,(dppb)(4,4 -
Mebipy)], em diclorometano.
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Figura 58A - Espectro de RMN de *'P{*H}do complexo [RuCI(CO)(dppb)(4,4 -
Mebipy)]PFs, em diclorometano.
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Figura 64A - RMN de *P{*H} do complexo (1) nos tempos : 0 min., 24 h e 48 h, em CH.CI, /
DMSO.
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Figura 65A - RMN de **P{*"H} do complexo (2) nos tempos : 0 min., 24 h e 48 h, em CH,Cl, /
DMSO.
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Figura 67A - RMN de *P{"H} do complexo (3) nos tempos : 0 min., 24 h e 48 h, em CH,Cl, /
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Figura 69A - RMN de *P{*H} do complexo (5) nos tempos : 0 min., 24 h e 48 h, em CH,Cl, /
DMSO.
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Figura 84A - Espectro de infravermelno do complexo
[RuCl(Pic)(dppb)(4,4’- dimetil-2,2’-
bipiridina)]PFs.
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Figura 85A - Espectro de UV-vis do complexo [RuCl(Pic)(dppb)(4,4’-
dimetil-2,2’-bipiridina)]JPFs em CHCI; 2,8 x 10 mol x L™



