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RESUMO

O presente trabalho descreve a sintese, caracterizacéo e o estudo in vitro da atividade citotoxica
de seis novos complexos fosfinicos de ruténio (1) contendo nicotinamida ou éxido nitrico e
ligantes piridinicos, nas linhagens tumorais MCF-7, HepG2, A549, SK-MEL-147, WM1366 e
CHL-1 (adenocarcinoma de mama, carcinoma hepatocelular, adenocarcinoma de pulméo e
melanoma, respectivamente). A serie 1 é formada por trés compostos de férmula:
[RuCI(NIC)(dppb)(4,4°-Me-bipy)]PFe (C1), [RuCI(NIC)(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)]PFs (C2), e
[RuCI(NIC)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]PFs (C3) em que NIC = nicotinamida; dppb = 1,4-
bis(difenilfosfina)butano; 4,4’-Me-bipy = 4,4’-dimetil-2,2-bipiridina; 4,4’-Methoxy-bipy =
4,4’-dimetoxi-2,2’-bipiridina; 5,5’-Me-bipy = 5,5’-dimetil-2,2-bipiridina. A série 2 ¢
constituida por trés nitrosilo complexos com ligantes piridinicos de férmula geral
[RuCl>(NO)(dppb)(L)] PFs, onde L= piridina (Py) (C4), 4-metilpiridina (4Pic) (C5) e 4-
vinilpiridina (4VPy) (C6). Os compostos foram caracterizados por: condutividade molar,
analise elementar, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H, *C{*H} e 3!P{*H},
espectroscopias de absor¢do nas regides do infravermelho (IR), ultravioleta e visivel (UV-Vis),
espectrometria de massas (série 1), voltametria ciclica, difragdo de raios X por policristal e
monocristal para (C1) e (C5). Foi avaliada a estabilidade em solucdo dos complexos da série 1
em diferentes solventes, sendo estes, dimetilsulfoxido, metanol, etanol e diclorometano.
Observou-se que o ligante nicotinamida coordenado sofre eliminagcdo do grupo carbamato em
funcdo do solvente avaliado. J& para a série 2, foi observada a isomerizacdo e posterior
coordenacao do solvente (DMSQO), inviabilizando a investigacdo da viabilidade celular. Os
ensaios in vitro demonstraram maior atividade citotdxica para C3 (ICso = 18.06 £ 0.77 uM) em
relacdo a cisplatina (ICso = 94,59 + 3,95 uM) na linhagem de CHL-1 (melanoma). Além disso,
o complexo (C3) inibiu a capacidade clonogénica e a progressdo do ciclo celular das células
CHL-1 na fase GO/GL1 e induziu apoptose (morte celular programada) envolvendo a producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS). Por fim, C3 demonstrou atuar como prd-farmaco
gerando a espécie [RuCl(py)(dppb)(5,5'-Me-bipy)]PFs nas condi¢des avaliadas nos ensaios in
vitro. Os complexos da série 1 demonstraram interagdo forte com DNA (Kb = 10° L-mol?) e
de fraca-moderada com albumina de soro humana (HSA).

Palavras-Chave: Ruténio; Nicotinamida; Oxido nitrico;



ABSTRACT

The present work describes the synthesis, characterization, and in vitro study of the cytotoxic
activity of six new ruthenium (I1) phosphine complexes containing nicotinamide or nitric oxide
and pyridine ligands in tumor cell lines MCF-7, HepG2, A549, SK-MEL-147, WM1366, and
CHL-1 (breast adenocarcinoma, hepatocellular carcinoma, lung adenocarcinoma, and
melanoma, respectively). Series 1 consists of three compounds with the following formulae:
[RuCI(NIC)(dppb)(4,4'-Me-bipy)]PFs (C1), [RuCI(NIC)(dppb)(4,4'-Methoxy-bipy)]PFes (C2),
and [RuCI(NIC)(dppb)(5,5'-Me-bipy)]PFs (C3), where NIC = nicotinamide; dppb = 1,4-
bis(diphenylphosphino)butane; 4,4'-Me-bipy = 4,4'-dimethyl-2,2-bipyridine; 4,4'-Methoxy-
bipy = 4,4'-dimethoxy-2,2'-bipyridine; 5,5'-Me-bipy = 5,5'-dimethyl-2,2-bipyridine. Series 2
comprises three new nitrosyl complexes with pyridine ligands of the general formula
[RuCl>(NO)(dppb)(L)]PFs, where L = pyridine (Py) (C4), 4-methylpyridine (4Pic) (C5), and
4-vinylpyridine (4VPy) (C6). The compounds were characterized by molar conductivity,
elemental analysis, *H, *C{*H}, and *P{*H} nuclear magnetic resonance spectroscopy,
absorption spectroscopy in the infrared (IR) and ultraviolet-visible (UV-Vis) regions, mass
spectrometry (series 1), cyclic voltammetry, polycrystalline, and single-crystal X-ray
diffraction for (C1) and (C5). The stability in solution of the series 1 complexes in different
solvents, namely dimethyl sulfoxide, methanol, ethanol, and dichloromethane, was evaluated.
It was observed that the coordinated nicotinamide linker undergoes elimination of a carbamate
group depending on the solvent evaluated. As for series 2, isomerization and subsequent
coordination of the solvent (DMSQO) were observed. The in vitro assays showed greater
cytotoxic activity for C3 (IC50 = 18.06 £ 0.77 uM) compared to cisplatin (IC50 = 94.59 + 3.95
pUM) in the CHL-1 (melanoma) cell line. Furthermore, complex C3 inhibited the clonogenic
ability and cell cycle progression of CHL-1 cells in the GO/G1 phase and induced apoptosis
(programmed cell death) involving the production of reactive oxygen species (ROS). Finally,
C3 demonstrated to act as a prodrug, generating the species [RuCI(Py)(dppb)(5,5'-Me-
bipy)]PFs under the conditions evaluated in the in vitro assays. The series 1 complexes
demonstrated strong interaction with DNA (Kb = 10° L-mol™) and weak to moderate interaction

with human serum albumin (HSA).

Keywords: Ruthenium; Nicotinamide; Nitric oxide;



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estruturas quimicas: dos constituintes da “Arsfenamina” [mistura de 3
amino-4-hidroxifenil-arsénio(l11)] (a), Cisplatina(b), Carboplatina (c),
Oxaliplatina (d) e Nedaplatinga (€)........ccccevvvereiieiiieir e

Figura 2 - Classificacdo Nacional do Céancer como Causa de Morte em idades
inferiores a 70 Anos em 2019.. Os nimeros de paises representados em
cada grupo de classificacdo estdo incluidos na legenda. ...........c.ccccevernnen.

Figura 3 - Graficos de pizza com a distribuicdo de casos e taxa de mortalidade dos
canceres mais comuns no mundo em 2020, para ambos 0s Sexos. ...........

Figura 4 — O processo de angiogénese - inicio da angiogénese [1] liberacdo de fatores
angiogénicos [2] quebra da matriz extracelular permitindo o surgimento
de novos vasos sanguineos [3] e estabelecimento de suprimento de
sangue Para 0 tUMOK [4]...cov ot

Figura 5 — Progresséo desde a formagao do tumor primério até o estabelecimento do
tUMOr MELASTALICO. ..oveivicieciieecce e

Figura 6 - Estruturas de alguns agentes quimioterapicos de acordo com o modo de
aCA0 COM O DINAL. ..o e

Figura 7 — EStruturas doS COMPIEXO0S .......ciuviirieiiieiieiiesie s

Figura 8 — Representacao estrutural do complexo TLD-1433 ........cccoceiiiiiinniieienn,

Figura 9 — Representacdo estrutural dos complexos de ruténio (I1): piano stool (A),
RAPTA-C, RAPTA-T € RAPTA-B. ..ot

Figura 10 — Representacdo estrutural dos complexos de ruténio (I1) desenvolvidos
pelo grupo de pesquisa com maiores atividades citotoxicas, onde (a)
[RUCI(MTNZ)(dppb)(bipy)]PFs, (b) [Ru(cin)(dppb)(bipy)]PFs, (c) trans-
[Ru (lap)(PPhs)2(phen)]PFs e (d) [RuCl(py)(dppb)(4-bipy)]PFe. .............

Figura 11 — Principais alvos de complexos de ruténio (1) em células ........................

Figura 12 — Representacao esquematica dos possiveis modos de interacdo complexo-
DIN A ettt a et e re s

Figura 13 — Representacdo estrutural do [Ru(bpy)(phpy)(dppz)]™. .oovevvveveeceieie,

Figura 14 — Estrutura cristalina da albumina sérica humana (HSA).........ccccceovenenn.

Figura 15 — Mecanismo de agéo para complexos de ruténio (1) .........cccoovvvvviieinnn,

Figura 16 — Representagéo estrutural da nicotinamida em (a) e do acido nicotinico
BIM (10). eieiie e —————————

30

35

35

37

38

41

43

44

45

45
47

48
48
51
53

54



Figura 17 — Metabolismo geral da nicotinamida (NAm) e &cido nicotinico (NA) ......
Figura 18 — Representacdo estrutural proposta dos primeiros complexos com
nicotinamida, onde M= Mn(ll), Fe(Il), Co(ll), Ni(Il) e Cu(ll). ...............
Figura 19 — Representacdo estrutural dos complexos de cobre, [Cu(tolf-O)(tolf-
0,0")(nia-N)2(EtOH)] (a) e [Cu(meclf-O)(meclf-O,0")(nia-N)2(EtOH)]
(b), onde tolf= acido tolfenamico, nia= nicotinamida e meclf= acido
MECIOTENAMICO. .. voviiicic s
Figura 20 — Representacdo estrutural dos complexos de ruténio com nicotinamida. ..
Figura 21 — Ligagao da piridina COm MELAIS. ........ccereriririiieieieiese e
Figura 22 — Representagdo estrutural de sistemas polipiridinicos. ..........ccccccvrerieunnnen.
Figura 23 — Diagrama do orbital molecular para o 6xido nitrico (NO). .........c..c.........
Figura 24 — Exemplos de reacdes radicalares que podem ocorrer no organismo ........
Figura 25 — Esquema da sintese enddgena do NO. ........ccoceiiriiininninc e,
Figura 26 — Possivel mecanismo de ativacdo da enzima guanilato ciclase pelo NO
(A) e Conversdo de GTP em cGMP ap0s ativagao ...........ccceeeveveerveinenenn
Figura 27 — Mecanismo de acdo do nitroprussiato de sddio relacionado com a
VaSOATIALAGHD. ..ot
Figura 28 — Representagéo estrutural dos compostos sintetizados por GOLFETO e
COlADOTAAOIES. ...
Figura 29 — Sistema de secagem de gas argoinio. ..........cccevvveveeieeieeriesie e
Figura 30 — Sistema gerador de 6xido nitrico empregado. .........c.cocevveerernereninene,
Figura 31 — Sistema de geragao de gas ClOr0. .........cocereiiiiiiiiieee e,
Figura 32 - Representacdo estrutural dos ligantes fosfinicos (a), ligantes
bipiridinicos, piridinicos (b) e nicotinamida (C)..........cccoovevvivieiieneiienen,
Figura 33 — Representacdo esquematica do método de lenta evaporacdo de solvente.
Figura 34 — Monocristais formados para C1 por evaporagéo lenta de solvente. .........
Figura 35 — Complexos sintetizados: (A) série 1 e (B) SErie 2. .......ccccovcvvvrvrviieerennnn,
Figura 36 — Isbmeros geométricos para 0os complexos precursores empregados de
formula [RuClz(dppb)(N-N)], sendo a forma cis (A) e trans em (B)........
Figura 37 — Espectros de RMN de 3!P{*H} em CH.Cl,/D,O dos complexos
precursores: e cis-[RuCi2(dppb)(5,5’-Me-bipy)] (@), cis-
[RUuCly(dppb)(4,4’-Me-bipy)] (b) e cis-[RuClz(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)]

58

59
60
61
62
64
65
65

67

68

69

70

71

72

73

85

85

92

93

94



Figura 38 — Espectros de RMN de 3!P{*H} em CHCl/D-0 dos complexos da série

Figura 39 — Espectro de RMN de *H de NIC em CDCl3 ........ccoevvevivevveesieeeeeeee
Figura 40 — Espectro de RMN de *H do complexo C1, em CDCls .......cccccovevvverennne.
Figura 41 — Representacgéo estrutural dos complexos cis-[Ru(bpy)2(NA)CI][PFe¢], cis-
[Ru(bpy)2(NA)I][PFs] e cis-[Ru(bpy)2(NA)2J[PF6]2. ...cvvvericiriiie
Figura 42 — Representacdo estrutural do complexo [Mg(NIC)(Cl)2(H20)3].3H20
demonstrando a interacao intramolecular existente em solucéo. ..............
Figura 43 — Espectro de RMN de H de NIC em CDCl3....ccooevevieiiiecrericceice s
Figura 44 — RMN de ®*C{*H} comparativo entre o ligante NIC livre (preto), do
complexo precursor cis-[RuClz(dppb)(4,4’-Me-bipy)] (azul) e do
complexo C1 (VErmeln0)........ccceovieiiiiece e
Figura45 — Curvas TG e DTA do ligante NIC ..o
Figura 46 — Curvas TG dos complexos da SErie L.........cccuererierenniinicnieieee e,
Figura47 —Curvas TG e DTA e ClL ...
Figura48 —Curvas TG e DTA e C2....cvv o
Figura49 — Curvas TG e DTA A8 C3 ... i
Figura 50 — Difratogramas experimentais dos residuos obtidos para C1-C3 apds
analise de TG/DTA e difratograma calculado para RuOz...........c.ceeu.e.ee.
Figura 51 — Espectro de FTIR do complexos precursores cis-[RuClz(dppb)(4,4’-Me-
bipy)]PFs (a), cis-[RuClx(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)]PFs (b) e cis-
[RUCI2(dppb)(5,5°-Me-bipy)JPF6 (C)....eeerrrireerererierieieieessisisieieeseseneenns
Figura 52 — Espectro de FTIR do NIC HIVIE.......covciveiiiie e
Figura 53 — Espectros de FTIR do NIC livre (em preto), C1 (em vermelho) e do
precursor Cis-[RUCIl2(dppb)(4,4’-Me-bipy)] .....coceverereniieiiniceseeens
Figura 54 — Espectros de FTIR do NIC livre (em preto), C2 (em vermelho) e do
precursor cis-[RuCla(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)]....cccccevvrieereereiinreeiene
Figura 55 — Espectros de FTIR do NIC livre (em preto), C3 (em vermelho) e do
precursor cis-[RUCI(dppb)(5,5°-Me-bipy)].....cccoveiiiiiiiiiiieneee e
Figura 56 — Diferenciacdo energeética dos orbitais d na presenca de ligantes. .............
Figura 57 — Espectro de UV-vis do ligante NIC livre, em CHCl, 4.68x10 mol x L
Figura 58 — Espectro de UV-vis do precursor cis-[RuClx(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)],
em CH2Cl2 6.28X10° MOl X Lo

95

96

97

98

98

99

101

104

105

105

106

107

109

110

113

115

116

117
119

120

121



Figura 59 — Espectro de UV-vis do C2, em CH2Cl, 4.73x10° mol x L. ...................
Figura 60 — Espectro comparativo de UV-Vis para os complexos obtidos e seus
Precursores, M CHaClo.......oiiiiii e
Figura 61 — Representacao estrutural com marcacao parcial dos atomos mostrando a
unidade assimétrica do complexo C1, com poliedro demonstrando
geometria octaédrica ao redor do Ru(ll). O anion hexafluorofosfato foi
omitido para Maior CIArEZa. ..........coccveieerecie e
Figura 62 — Empacotamento da estrutura de C1 projetada em seu plano ac destacando
a solugdo solida formada por C1 (em laranja) e [RuCI(Py)(dppb)(4,4'-
Me-bipy)]PFe (€M AZUl CIAr0)........ccveieiiiiiiieeeee e
Figura 63 — Voltamogramas ciclicos dos complexos: a) C1, b) C2, c) C3, eletrélito
PTBA 0,1 mol-L em C:H:sN vs Ag/AgCl, velocidade de varredura 100
NV S ettt ettt en e
Figura 64 — Espectro de massas de C3, empregando um espectrometro MALDI-TOF-
MS (tempo de ionizacdo por dessorcdo a laser assistida por matriz). .......
Figura 65 — Espectro de RMN de 3!P{*H} de C3 em DMSO no tempo de Oh apds
0] (1] o | 142 To o J S
Figura 66 — Espectros de RMN de 3P{*H} de C3 nos tempos de 0, 24 e 48h, em
DIMISO. ittt ettt
Figura 67 — Estabilidade do complexo C3, nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas, em

Figura 68 — Estabilidade do complexo C3, nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas, em
O @ TSRS
Figura 69 — Estabilidade do complexo C3, nos tempos de 0, 24, 48 e 72horas, em
CH2CHSOH. ..o e
Figura 70 — Estabilidade do complexo (a) C3, em DMSO (800 uL) + DEMEM (300
uL) nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas e (b) [RuCl(Py)(dppb)(5,5’-Me-
bipy)]PFs em DMSO (800 uL) + DEMEM (300 pL) apos solubilizag&o.
Figura 71 — Viabilidade celular determinada pelo ensaio da sulforrodamina B (SRB),
em (A) as células foram tratadas com complexos (C1-C3) a 40 uM,
precursores a 100 uM e ligantes (NIC) a 100 uM por 48 h. (B) Curvas

dose-resposta exibindo os efeitos do complexo C3. ..........ccoeiviiiciinnn.

122

123

126

128

130

131

132

133

134

135

136

137

140



Figura 72 — Viabilidade celular determinada pelo ensaio de exclusdo do azul de
tripano em CHL-1 tratadas com C3 nas concentragdes de 10 ou 20 uM
por 24 e 48 horas (A); Imagens das culturas de CHL-1 obtidas por
microscopia de contraste de fase apds 24 e 48 h de tratamento. (B);
Efeitos de C3 sobre a cinética de progressao do ciclo celular de culturas
de CHL-1 ap6s 24 h de tratamento nas concentragdes de 10 e 20 uM
(C);IMAgeNS TUSIIALIVAS .......ccoveeiieiieeiecie e

Figura 73 — (A) Células CHL-1 foram tratadas com (C3) a 10 ou 20 uM, e as
frequéncias de células invidveis foram determinadas pelo ensaio de
exclusdo de azul de tripano em 0, 24 e 48 h; (B) Imagens representativas
das culturas de CHL-1 obtidas por microscopia de contraste de fase
mostrando as caracteristicas morfoldgicas das células ap6s 48 h de
tratamento com C3 a 20 uM; (C) gréaficos de pontos representativos dos
ensaios de Anexina V/7-AAD e anéalises de apoptose realizadas apés 48
N de tratamENTO. ..o s

Figura 74 — Medidas dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) de culturas
de células CHL-1 tratadas com C3 para0,5(AeB),2(CeD)ou4h (E
e F). DMSO (0,1% v/v) foi usado como controle negativo. As linhas
solidas no histograma representativo correspondem aos grupos DMSO
(preto), C3 a 10 uM (azul) e composto C3 a 20 uM (verde)....................

Figura 75 — Curvas dose-resposta exibindo os efeitos citotoxicos de C3 (linha preta)
e [RuCl(py)(dppb)(5,5'-Me-bipy)]PF6 (linha vermelha) em linhagens
tumorais de CHL-1 ap0s 48 NOras. .........ccceevueieeiieeieieece e

Figura 76 — Espectros de UV-vis de titulacbes espectroscopicas do complexo C3
1,00x10° mol-L? com [ct-DNA] = 0-6,29 -10° mol-L. Em preto
representa o espectro do complexo na auséncia de DNA ..........ccccceeeenenn

Figura 77 — Representacdo estrutural dos aminoacidos aromaticos encontrados na

Figura 78 — (A) Espectros de UV-vis de HSA (em preto) e diferentes concentracfes
do complexo C3 ;(B) espectros de emissdo de fluorescéncia brutos de
HSA (em preto) com quantidades crescentes de complexo C3 mostrando
as diferencas ap0s a correcao de filtro..........ccovvviieieieiene i
Figura 79 — Espectro de emissédo da HSA com concentragdes crescentes do complexo
C3 em (A) natemperatura de 298 Ke (B) em 310 K ....oovvvvveiviicvivennenne,

143

145

147

148

149

151

152

153



Figura 80 — Gréfico de Stern-Volmer de Fo/F vs [Q] para HSA na presenga de
diferentes concentragies de C3.........ooeiiiiiiienineeee e
Figura 81 — Gréficos de log (Fo - F)/F vs log [Q] para HSA na presenca de diferentes
CONCENEIaCOES 0B C3....c.eiiie e
Figura 82 — Representacgao estrutural doS ISOMET0S .........cccveveierieriineneierese e
Figura 83 — Espectros de RMN de 3!P{*H} em CH.Cl/D,O dos complexos
precursores: mer-[RuCIl3(NO)(dppb)] em (A) e fac-[RuClz(NO)(dppb)]
BIM (B e
Figura 84 — Espectros de RMN de 3P{*H} em CH,Cl./D,0 dos complexos da série
2 e ettt et te b et e be et et e e r et eneere e
Figura 85 — Espectro de FTIR do complexo precursor mer-[RuCl3(NO)(dppb)]........
Figura 86 — Possiveis geometrias de ligacdo do NO coordenado ao metal..................
Figura 87 — Espectro de FTIR dos ligantes piridinicos livres empregados..................
Figura 88 — Espectros de FTIR de C5 (em preto), 4Pic (em vermelho) e precursor
mer-[RuClz(NO)(dppb)] (em azul) realizados em pastilhas de KBr..........
Figura 89 — Representacdo estrutural com marcacdo parcial &tomos mostrando a
unidade assimétrica do complexo C5, com poliedro demonstrando
geometria octaédrica ao redor do RU(I). ......covvveieiniiiiiiiec e
Figura 90 — Difratogramas experimental e simulado de C5 ...........ccccoevievecieciiennenn,
Figura 91 — Difratogramas experimentais dos complexos C4, C6 e precursor mer-
[RUCIZ(NO)(APPD)]. vttt
Figura 92 — Sobreposigéo dos difratogramas experimental de C6 e simulado de C5,
mostrando a diferenca entre 0S 2 perfis.........cccccevveeviiiieiieve e
Figura 93 — Espectro de UV-vis do precursor mer-[RuCl3(NO)(dppb)], em CHCl;
343X 10 MOl X Lo
Figura 94 — Espectro comparativo de UV-Vis para os complexos obtidos e ligantes
lIVIES, BM CH2Cla. oot
Figura 95 — Voltamograma ciclico do complexo C4, eletrdlito PTBA 0,1 mol-L* em
CH3CN vs Ag/AgCl, velocidade de varredura 100 mV-s?.......................
Figura 96 — Espectros de RMN de 3!P{*H} de C4 ap6s 0, 15, 60, 240 min, 24 e 48 h
de solubilizagdo eM DMSO. ..o
Figura 97 — Estrutura proposta ap0s a coordenagdo do DMSO a C4. .........ccccvevveenen.

Figura 98 — Estrutura proposta apos a isomerizacdo do ligante piridinico. .................

154

155

158

158

160

162

163

164

166

168

171

172

173

174

175

178

179

179
180



Figura 99— Espectros de RMN de 3P{*H} de C4 com adic&o de Py apés 0, 15, 60,
240 min, 24 €48 h em CHoCla. ovciiviiiiiiciee e 181

Figura 100 — Estruturas propostas ap0s a coordenacao da piridinaa C4..................... 182



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Complexos fosfinicos de ruténio com ligantes piridinicos, polipiridinicos
e suas atividades como antitumorais apds 48h de tratamento das
[INhAgens CEIUIArES. ........cvoiiieece e
Tabela 2 - Deslocamentos quimicos (ppm) e constantes de acoplamento (Hz) da série
L
Tabela 3 - Deslocamentos quimicos (ppm) e constantes de acoplamento (Hz) RMN
YH Para NIC € SEME L. ..vuvuivieiceeceeeeeeeeeee ettt
Tabela 4 - Deslocamentos quimicos (ppm) dos espectros de RMN de **C{*H} para o

ligante NIC livre e complexos da SErie 1 ........cocvveireieiineneieeseseeen,

46

96

99

102

Tabela 5 - Dados de analise elementar e condutividade molar para os complexos da série 1.

Tabela 6 - Dados das analises térmicas do complexo C1 e atribuicGes dos possiveis
fragmentos deCOMPOSTOS. ......ccuveuieieiiierii e
Tabela 7 - Dados das analises térmicas do complexo C2 e atribui¢des dos possiveis
fragmentos deCOMPOSLOS. ........ccveiiiiieiieie e
Tabela 8 - Dados das analises térmicas do complexo C3 e atribuicGes dos possiveis
fragmentos deCOMPOSTOS. ......couveieieiirieiie e
Tabela 9 - Principais bandas e atribui¢Ges dos espectros de IV dos precursores cis-
[RuCl2(dppb)(4,4’-Me-bipy)]PFs, cis-[RuCla(dppb)(4,4’-Metoxi-
bipy)]PFs e cis-[RuCla(dppb)(5,5°-Me-bipy)1PF6. ......ccoerviereiiiiiicnnnn,s
Tabela 10 - Principais bandas e atribuicdes dos espectros de IV de NIC livre e
COMPIEX0S CL, C2 8 C3. .ot
Tabela 11 - Coeficientes de absortividade molar e atribui¢cGes dos precursores, NIC
€ COMPIEXOS CL-C3....oiiiiiceceee e
Tabela 12 - Valores de pka das bipiridinas e o comprimento de onda atribuido a
transicdo de transferéncia de carga metal ligante dos complexos
SINTETIZAUOS. ..t
Tabela 13 - Principais dados cristalograficos do complexo C1...........ccccooevveieinenen,
Tabela 14 - Angulos de ligacao selecionados (°) para Cl. ........cccccoeveeveeevereereeerreenenen.
Tabela 15 - Processos eletrénicos para os complexos C1-C3 e o pKa dos ligantes
bipiridinicos empregados, experimentos realizados em C:Hs:N

empregando 0.10 mol.L de BusN*CIO* e utilizando como eletrodo de

106

107

108

112

118

124

125

127
128



referéncia Ag/AgCl e os eletrodos de trabalho e auxiliar, ambos de

PLALING. ..o 130
Tabela 16 - Valores de -ICsp (uM) determinados por ensaio colorimétrico apos

tratamento por 48 h com C3 ou Cisplatina...........cccoeeveveeveiieere e, 141
Tabela 17 - Constantes de ligagdo (Kb) e porcentagens de hipocromismo (%H) dos

complexos C1-C3 no comprimento de onda de 405 nMm. .........cccevveneenee. 150
Tabela 18 - Valores de constante de Stern—Volmer (Ksv, L.mol™), constante de taxa

de extincdo biomolecular (Kg, L.molt.s™?), constante de ligacdo (Kb,

M™), nimero de sitios de ligagio (n), energia livre de Gibbs AG°

(KJ.mol ™), entalpia AH® (KJ.mol ™) e entropia AS® (J.mol1.K) para a

interacdo complexos (CL1-C3). ..cocciiieiieie e 157
Tabela 19 - Deslocamentos quimicos (ppm) e constantes de acoplamento (Hz) para

0S precursores € COmMplexos da SEFE 2........ooeeveveineneiee e 161
Tabela 20 - Dados de analise elementar e condutividade molar para os complexos da

SBITE 2. ittt ettt bbb bt nees 161
Tabela 21 - Tentativa de atribui¢do das principais bandas dos espectros de 1V de mer-

[RuClz(NO)(dppb)] e ligantes Py, 4Pic, 4VPY......cccccvvvriiiiicienenee, 167
Tabela 22 - Principais dados cristalograficos do complexo C5. .........ccocoevviiinnniennn, 169
Tabela 23 - Principais dados cristalograficos do complexo C5.........c.cccevvevveveiiennn, 170

Tabela 24 - Absortividade molar e tentativas de atribuicdes dos ligantes, precursor e

COMPIEXOS A SEIE 2. ..ottt 176



1-im
4,4’-Me-bipy
4,4’-Metoxy-bipy
5,5’-Me-bipy
4Pic

4Py

Bipy

Cin

CIM

ct-DNA

Lap

Mer

NIC ou Nic
Nif

Pipe

Py

RMN 13C
RMN H
RMN 3P{'H}

LISTA DE ABREVIATURAS

1-metil-imidazol

4,4’-dimetil-2,2-bipiridina
4,4’-dimetoxi-2,2’-bipiridina
5,5’-dimetil-2,2-bipiridina

4 picolina (4metilpiridina)

4-vinilpiridina

2,2’-bipiridina

Acido 3,4-(metilenodioxi)cindmico
Cimetidina

DNA de timo de carneiro “Calf Thymus DNA”
Lapachol

Isdbmero meridional

Nicotinamida (3-piridina carboxamida)
Nifedipino (2,6-dimetil-4-(2-nitrosofenil)piridina-3,5-dicarboxilato)
Acido piperonilico

Piridina

Ressonancia magnética nuclear de carbono
Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

Ressonancia magnética nuclear de fosforo desacoplado do hidrogénio



LISTA DE SIGLAS

DMEM Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (Meio Eagle modificado por
Dulbecco)

DP Desvio padréo

Dppb 1,4-bis(difenilfosfina)butano

Dppm 1,1’-bis(difenilfosfina)metano

DRXM Difracédo de raios X por monocristal

DRXP Difragéo de raios X por policristal

DTA Anédlise térmica diferencial

EM Espectrometria de massas

EROs Espécies reativas de oxigénio

Fac Isbmero facial

GCO Global Cancer Observatory

HSA Human serum albumin (Albumina de soro humano)

IARC International Agency for Research on Cancer (Agéncia Internacional

para Pesquisa em Cancer)

I1Cso Concentracao Inibitéria média para 50% do alvo
IL Intraligante

INCA Instituto Nacional de Cancer

IS indice de seletividade

v Infravermelho

Kb Constante de ligacdo intrinseca
MTNZ Metroimidazol

N-N Ligantes N,N-heterociclicos

NO oxido nitrico

NOS Oxido nitrico sintase

OMS Organizacdo Mundial da Saude
PPhs Trifenilfosfina

PTBA Perclorato de tetrabutilamonio
Ru'’ ou Ru(Il) Ruténio com estado de oxidago Il
TCIL Transferéncia de carga intraligante
TCLM Transicao de carga ligante-metal

TCML Transicdo de carga metal-ligante



TGA Anélise termogravimétrica

UV-vis Espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta e visivel
VC Voltametria ciclica

MCF-7 Adenocarcinoma de mama

HepG2 Carcinoma hepatocelular

A549 Adenocarcinoma de pulmao

SK-MEL-147 Linhagem derivada de cancer de melanoma

WM1366 Linhagem derivada de cancer de melanoma

CHL-1 Linhagem derivada de cancer de melanoma



LISTA DE SIMBOLOS

Micro (1 x 107°)

Estiramento ou deformacao axial

Deformacdo angular no plano nos espectros de 1V
Deslocamento quimico nos espectros de RMN
Deformacdo angular fora do plano
Coeficiente de absortividade molar
Comprimento de onda

Nandmetros

Ligacdo pi

Ligacéo sigma

Constante de acoplamento

Potencial de pico catodico

Potencial de pico anddico

Hertz

Singleto

Dubleto

Multipleto

Molaridade (mol - L)



LISTA DE ESTRUTURAS - LIGANTES

1,4-bis(difenilfosfina)butano 4.4’-dimetil-2,2-bipiridina

(dppb) (4,4’-Me-bipy)
© H3C CHj
©/P\/V\P 72\ 72\

< o

4,4’-dimetoxi-2,2’-bipiridina 5,5’-dimetil-2,2-bipiridina
(4,4°-Metoxi-bipy) (5,5°-Me-bipy)
CH3 H3C,
O O
H3C / \ / \ CH3
7 N\ \ —N  N=
Nicotinamida Piridina
(NIC) (Py)
O
X
NT O NH., |
| ~
= N
4-metilpiridina 4-vinilpiridina
(4Pic) (4VPy)

CH, H2C\
N X
7
N N/



PRECURSORES

cis-[RuClz(dppb)(4,4°-Me-bipy)]

| e

cis-[RuClx(dppb)(5,5’-Me-bipy)]

cis-[RuClz(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)]

e

P

/, 1,
s,

<

.CHj

Cl

(@)

]

NN

N™ Y O\CH3
\N\l

"Ru

O

~N

Cl

mer-[RuCls(NO)(dppb)]

P

O

C gllll
épj/

Cl

RU

N
\\\

N

NO

Cl



COMPLEXOS SINTETIZADOS

(C1) (C2)

c
=
NS

N

o

Hs
| CH
7 3
S PF6
u

PF6
o] Ru o]
% I % |
@Ej / \ r\©/\NH2 @5 / ‘ \ N©/J\NH2
cl Z cl =
(C3) (C4)
HaCo_ ] B ]
N | o
N
QP\ /N\ CHs Q‘P% «Cl
/RU\ | PFo Ru PF6
@P X NH, @P / \N N
i Cl ¥ i | P
(C5) (C6)
NO NO
PF6
PF6 "RuU




1.1
111

2.1
2.2
2.3

2.4
2.5
2.6

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.6.1
3.6.2
3.6.3
3.6.4
3.6.5
3.6.6
3.6.7
3.6.8
3.6.9
3.6.10

4.1
411
4.1.2

SUMARIO

LN EI0] 5161070 IS
(@] = = 1 1Y/ 1 TSP
ODbjJetiVOS ESPECITICOS.....uiiiiirieiiieieiie e
REVISAO BIBLIOGRAFICA .......oooveeeeveeeeeveeeeee e sensss s,
CANCER: DEFINICAO, CAUSAS E PRINCIPAIS TRATAMENTOS .......
COMPLEXOS DE RUTENIO COMO ANTITUMORAIS........cccoovverrerenne.

PRINCIPAIS ALVOS E POSSIVEIS MECANISMOS DE AGCAO DOS
COMPLEXOS DE RUTENIO ..ot

NICOTINAMIDA: PEQUENA MOLECULA E VASTA APLICACAO ......
LIGANTES PIRIDINICOS E FOSFINICOS .......ooviurininiineineieieseenieeeennns
OXIDO NITRICO E COMPLEXOS NITROSILA .....ovvevireeeeeeeeerereeieene
MATERIAIS E INSTRUMENTAGCAO ..o,
SOLVENTES ..ottt sttt ens
OBTENCAO DA ATMOSFERA INERTE DE ARGONIO .........cccoovvennenn.
OBTENCAO DO GAS ONIDO NITRICO ...,
OBTENGCAO DO GAS CLORO ...t
REAGENTES E LIGANTES. ...
INSTRUMMENTAGAOQ ..ot tee e teeeeeessassee s
ANALISE EIBMENTAT ..ot
Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)..........cccccveueenee.
Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (IV) ..................
Espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis).....
Condutividade MOIAY ...........cccvoiiieeece e
Difracéo de raios X por monocristal (DRXM)........cccccereiiiiniinininnieeen,
Difracéo de raios X por policristal (DRXP) .......ccccooviiiiniiiniiiiiieeen
Espectrometria de massas (EM).......ccccooeiiiiiiiiiiiiice e
Voltametria CiCliCa (WC) ....oviiiiieee s
Analises TErmicas (TG € DTA) .o
METODOLOGIAS ...ttt e
SINTESE DOS COMPLEXOS PRECURSORES...........cc.coovvriienreiersreeennnnns
Dicloro-tris(trifenilfosfina)ruténio(ll), [RUCI2(PPh3)s]........ccccovvvvevirennnne.

n-[1,4-bis(difenilfosfina)butano]-bis-dicloro-[1,4-
bis(difenilfosfina)butano]diruténio(ll), [Ru2Cla(u-dppb)s] ....covevvrvvrvennnee.

29
32
32
34
34
41

46
54
61
63
70
70
70
71
71
72
73
73
74
74
74
75
75
76
76
77
77
78
78
78

78



4.1.3

414

4.1.5
4.1.6
4.2

421

4.2.2

4.2.3

4.3
4.4
4.5

4.6

4.7

4.7.1
4.7.2
4.7.3
4.7.4
4.7.5
4.7.6
4.7.7
4.7.8

5.1

5.11
5.12
5.1.3

cis-dicloro[1,4-bis(difenilfosfina)butano]-(N-N)ruténio(ll), cis-
[RuCl2(dppb)(N-N)], onde N-N = 4,4’-dimetil-2,2-bipiridina (4,4’-Me-
bipy), 4,4’-dimetoxi-2,2’-bipiridina (4,4’-Metoxy-bipy) e 5,5’-dimetil-2,2-
bipiridina (5,5’-Me-DipY) ..o

Tricloro[1,4-bis(difenilfosfina)butano](aqua)ruténio (), mer-
IR0 KT (o] 0] o] o) [ F© ) I TSRS

Mer-[RUCIZ(NO)(APPD)] . oo
fac-[RUCIZ(NO)(APPD)] . e
SINTESE DOS NOVOS COMPLEXQOS DE RUTENIO (1) ....cvvcvcvinneee,

Sintese dos complexos [RuCI(NIC)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]PFs (C1),
[RuCI(NIC)(dppb)(4,4’-Methoxy-bipy)]PFs (C2) e
[RuCI(NIC)(dppb)(5,5°-Me-DipY)]PFs (C3) ...ovveerrreereeerereereereeseeeseeseeeenn

Sintese dos nitrosilo complexos de ruténio (1) contendo ligantes
piridinicos de formula cis-[RuCl2(NO)(dppb)(L)]PFs, onde L= Piridina
(Py) (C4), 4-metilpiridina (4Pic) (C5) e 4-vinilpiridina (4VPy) (C6). ........

Sintese do complexo de formula [RuCIl(Py)(dppb)(5,5’°-Me-bipy)]PFs,
onde Py= piridina, dppb= 1,4-bis(difenilfosfina)butano e 5,5’-Me-bipy=
5,5’-dimetil-2,2-bipiridina..........c.ccceiiiiiiieie e

ESTUDOS DE ESTABILIDADE ........ccoooiiii e
CRESCIMENTO DE CRISTAIS ..o

ESTUDO DA INTERACAO COM DNA POR TITULACAO
ESPECTROSCOPICA ... e e,

ESTUDO DA INTERACAO COM ALMBUMINA DE SORO HUMANA
(HSA) POR FLUORIMETRIA ..ot

ESTUDO DA ATIVIDADE CITOTOXICA ...t
Linhagens celulares e condigdes de CUltiVO .........cccoereienieninininiceecee
Viabilidade CelUIar............cooviiie e
Teste de eXClUSA0 azUl TrYPaN........cccviieiiece e
Analise da progressdo do ciclo celular............ccoooviieiiiiiiiicie e,
Ensaio da capacidade clon0g&NICa .........ccccveveeiiiiiieiiece e
Deteccdo de apoptose por ensaio de Anexina V/7-AAD.........cccocvvevvennne
Medidas dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS)...........cceceeueneen
ANALISE ESTAISTICA. .. ..vveieiieiiee e
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......c.vvuiiiiieieeieiieississsss s
SERIE Lottt
Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 3P{1H}...................
Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H ............ccccoeeeee.
Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de B3C{*H}...................

78

80
80
80
81

81

82

83
84
84

85

86
87
87
88
89
89
89
90
90
91
92
93
93
96



5.1.4 Andlise elementar e condutividade molar .....

5.1.5 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho ..............cccce.....

5.1.6 Espectroscopia de absorcao na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis).....

5.1.7 Difracéo de raios X por monocristal (DRXM).........cccccoevveieiieiniiesiennn,

5.1.8 Voltametria ciclica.........cccccoovverenencencninnnn.
5.1.9 Espectrometria de massas (EM).....................

5.1.10 Estudo de estabilidade em solucéo dos complexos da série 1.....................

5.1.11 Estudo da atividade citotoxica dos complexos da série 1.........cccocevvreennnnn.

5.1.12 Estudo de interagdo dos complexos com DNA........ccccceiiiiinnininieeeen

5.1.13 Estudo de interac@o dos complexos com HSA ...,

ST T = = 1 | = SR

5.2.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 3P{1H}...................

5.2.2 Condutividade molar e analise elementar .....

5.2.3 [Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho ............c..............

5.2.4 Difragao de raios X por monocristal (DRXM)........ccccceviiiiininiinieniiinenn,

5.2.5 Difragao de raios X por policristal (DRXP)..

5.2.6 Espectroscopia de absorcéo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)....

5.2.7 Voltametria cicliCa........cooeeeooiieeeeeeeeee

5.2.8 Estudo de estabilidade em solucdo dos complexos da série 2.....................

6.0 CONCLUSOES. ..o,
REFERENCIAS ..o,

ANEXO A - MATERIAL SUPLEMENTAR

102
109
119
125
129
131
132
138
148
151
157
157
161
162
168
171
173
176
178
183
185
201



29

1 INTRODUCAO

O emprego de compostos metalicos com fins terapéuticos data desde a antiguidade, onde
diferentes civilizacBes como egipcios, chineses, indianos e assirios utilizavam sais de cobre,
zinco e ouro para esterilizacdo da agua, como antisséptico e no tratamento de inflamacdes,
respectivamente (YOUSUF et al., 2021). Ademais, compostos organometalicos a base arsénio
(Figura 1a) eram utilizados no tratamento da sifilis e outras doencas infecciosas (YOUSUF et
al., 2021).

Entretanto o grande marco para o desenvolvimento desta area foi quando Barnett
Rosenberg em 1965, observou o efeito do campo elétrico na divisdo celular de bactérias de
Escherichia coli empregando fios de platina em um béquer contendo tampdo de cloreto de
amonio/hidroxido de aménio. Este, percebeu acidentalmente a formagdo de um composto de
platina (cis-[PtCl2(NHs)2]) capaz de interromper o processo de diviséo celular (RAJAPAKSE;
DUNUWEERA, 2017). Ensaios posteriores mostraram que o cis-[PtCl2(NHs)2] (Figura 1b)
apresentou atividade citotdxica promissora em canceres de bexiga, cabeca, pescoco, pulméo,
testiculos, cervical e ovario (POURMADADI et al., 2022), se tornando o primeiro farmaco
antitumoral baseado em complexos de coordenacao de platina (RAJAPAKSE; DUNUWEERA,
2017).

Esta descoberta promoveu o desenvolvimento de novos complexos a base de metais
com potenciais aplicacdes medicinais, a fim de amenizar os efeitos colaterais observados para
o farmaco cis-platina, sendo estes, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade,
alopecia e baixa seletividade (POURMADADI et al., 2022). Alguns obtiveram aprovagao para
uso clinico (FDA- Food and Drug Administration) e sdo empregados até hoje como por
exemplo, a carboplatina (Figura 1 c), oxaliplatina (Figura 1 d) e nedaplatina (Figura 1 e)
(MEDINA-FRANCO et al., 2022).
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Figura 1 - Estruturas quimicas: dos constituintes da “Arsfenamina” [mistura de 3 amino-4-hidroxifenil-
arsénio(111] (a), Cisplatina(b), Carboplatina (c), Oxaliplatina (d) e Nedaplatina (e).
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Cis-platina Carboplatina Oxaliplatina Nedaplatina

Fonte: do Autor

Desde entdo a Quimica Inorganica Medicinal vem se desenvolvendo e atualmente
sabe-se que, além dos complexos de platina, uma vasta biblioteca de complexos metalicos
envolvendo outros metais como paladio, ouro e, principalmente, o ruténio tem se destacado
com atividades promissoras ndo somente antitumorais, mas também anti-inflamatorias,
antibacterianas, antirreumatica, antimalarica e anti-leishmania (MEDICI et al., 2015). (THOTA
etal., 2018).

Com relacdo a atividade antitumoral, (CANDIDO et al., 2022; FERREIRA-SILVA
et al., 2017b; MONDELLI et al., 2014; NEGRETI et al., 2022; SILVA et al., 2018; THOTA
et al., 2018; LIANG et al., 2017; PAPROCKA et al., 2022). reportaram complexos de ruténio
mais eficazes, menos toxicos e mais seletivos contra varios tipos de tumores, quando avaliados
in vitro e in vivo em relacdo a cisplatina. Ademais, o ruténio apresenta algumas vantagens em
relacdo a platina, sendo estas, a variacdo nos estados de oxidacdo, isomeria, ligantes e geometria
de coordenacdo que influenciam diretamente na atuacdo em sistemas bioldgicos (MJOS;
ORVIG, 2014; KUMAR et al., 2020).

Na literatura, complexos piridinicos e polipiridinicos vem sendo estudados ha décadas,

apresentando diversas aplicagdes como fotossensibilizadores, catalisadores e aplicagdes
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bioldgicas (BRABEC; KASPARKOVA, 2018; GHOSH et al., 2018; MONDELLI et al., 2014).
Como exemplo, os complexos piridinicos ct-[RuCl(py)(dppb)(4,4’-Mebipy)]PFs e [Ru(C-
N)(N-N)2][PFs] onde dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano, 4,4’-Me-bipy = 4,4’-dimetil-2,2-
bipiridina, py = piridina, N-N = 1,10-fenantrolina e C-N = 2-fenilpiridina , apresentaram
elevada citotoxicidade em linhagens MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama/ICso = 9.18 +
0.30) e MCF-7 (adenocarcinoma de mama/lCsp = 0.47£0.02) respectivamente
(NOVOHRADSKY et al., 2017; SILVA et al., 2018).

Neste contexto, a nicotinamida (NIC), uma amida do acido nicotinico, utilizada no
tratamento de dermatoses cronicas, dermatite e céncer de pele foi escolhida para o
desenvolvimento deste trabalho. Ademais, apds ingerida pode ser rapidamente convertida em
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD™), participando de varias vias metabdlicas, como por
exemplo, auxiliando no mecanismo de reparo do DNA (BUQUE et al., 2020; CAMPAGNA et
al., 2021). Testes clinicos preliminares indicaram que a ingestdo oral de nicotinamida pode
ajudar a prevenir o cancer de pele (BUQUE et al., 2020).

Além da nicotinamida, neste trabalho foi empregado o éxido nitrico (NO), que é
produzido endogenamente e estd envolvido em varios processos fisioldgicos, incluindo,
controle da pressdo arterial, vasodilatagdo e neurotransmisséo. Devido & tais propriedades, tem
sido alvo de pesquisas que mostram que este ligante apresenta atividade anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antioxidante e antitumoral (HEINRICH et al., 2011a; SASAHARA et al.,
2020; SHARMA et al., 2022). Um dos mecanismos de acdo do éxido nitrico é pautado na
inducdo de estresse oxidativo em células, levando a danos no DNA, que por sua vez regula o
supressor tumoral p53 levando a parada do ciclo celular e, consequentemente, a apoptose
(HEINRICH et al., 2011a; SASAHARA et al., 2020; SHARMA et al., 2022).

Diante do exposto, o presente trabalho foi fundamentado na sintese, caracterizacéo e
estudo in vitro da atividade citotoxica de seis novos complexos fosfinicos de ruténio (I1) de
formula  [RuCI(NIC)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]PFs  (C1), [RuCI(NIC)(dppb)(4,4’-Metoxi-
bipy)]PFs (C2), [RuCI(NIC)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]PFs (C3), [RuCl2(NO)(dppb)(Py)]PFs (C4),
[RuCl2(NO)(dppb)(4Pic)]PFs (C5) e [RuCl2(NO)(dppb)(4VPy)]PFs (C6), onde NIC =
nicotinamida; dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano; 4,4’-Me-bipy = 4,4’-dimetil-2,2-
bipiridina; 4,4’-Methoxy-bipy = 4,4’-dimetoxi-2,2’-bipiridina; 5,5’-Me-bipy = 5,5 -dimetil-
2,2-bipiridina, Py = piridina; 4Pic = 4-metilpiridina e 4VPy = 4-vinilpiridina. Avaliados frente
a linhagens tumorais MCF-7 (adenocarcinoma de mama), HepG2 (carcinoma hepatocelular),
A549 (adenocarcinoma de pulméo), SK-MEL-147, WM1366 e CHL-1 (melanoma).
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1.1 OBJETIVOS

Sintese, caracterizacdo e investigacdo da atividade citotdxica de complexos de ruténio
(1) contendo nicotinamida ou 6xido nitrico, ligantes piridinicos e fosfinicos e avaliacdo da
atividade antitumoral nas linhagens (MCF-7), (HepG2), (A549), (SK-MEL-147, WM1366 e
CHL-1) e vislumbrando a identificacdo de novos protétipos candidatos a farmacos que

representem melhores condicGes terapéuticas como menor toxicidade e maior seletividade.

1.1.1 Objetivos especificos

Considerando tal escopo, 0s objetivos especificos sdo descritos abaixo:

a) Sintese de complexos fosfinicos de Ru(ll) com nicotinamida de férmula geral
[RUCI(NIC)(dppb)(X-bipy)]PFs, onde NIC = nicotinamida, dppb = 1/4-
bis(difenilfosfina)butano e X-bipy = 4,4’-dimetil-2,2-bipiridina (4,4’-Me-bipy) (C1), 4,4’-
dimetoxi-2,2’-bipiridina (4,4’-Metoxi-bipy) (C2) e 5,5’-dimetil-2,2-bipiridina (5,5’-Me-bipy)
(C3);

b) Sintese de nitrosilo complexos de Ru(ll) com piridina e derivados de férmula geral
[RUCI>(NO)(dppb)(L)]PFs, onde NO = 6xido nitrico, dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano e L=
piridina (Py) (C4), 4-metilpiridina (4Pic) (C5) e 4-vinilpiridina (4VPy) (C6);

c) Caracterizar os complexos obtidos utilizando técnicas usuais de caracterizacdo de complexos
inorganicos: condutividade molar, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de
H, 3P{'H}, BC{'H}, espectroscopias de absorcdo nas regides do infravermelho (1V) e
ultravioleta/visivel (UV-Vis), difracdo de raios X por monocristal (DRXM) quando possivel e
policristais (DRXP), analise elementar, voltametria ciclica (VC), analises térmicas (TGA e
DTA) e espectrometria de massas (EM);

d) Estudar a estabilidade dos complexos em solugéo;

e) Avaliar a atividade citotoxica dos complexos nas linhagens tumorais: adenocarcinoma de
mama (MCF-7), carcinoma hepatocelular (HepG2), adenocarcinoma de pulmédo (A549) e
derivadas de melanoma (SK-MEL-147, WM1366 e CHL-1);

f) Selecionar o(s) complexo(s) mais promissor(es) e avaliar em qual fase do ciclo celular houve
interrupcao levando consequentemente apoptose e se houve producgéo de espécies reativas de

oxigénio;
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g) Avaliar se o(s) complexo(s) mais promissor(es) apresenta(m) interagdes com biomoléculas
como albumina (HSA) e DNA.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER: DEFINICAO, CAUSAS E PRINCIPAIS TRATAMENTOS

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), cancer é o nome dado para
designar um conjunto de doencas caracterizado pelo crescimento desordenado de células que
invadem tecidos e 6rgdos (INCA, 2020). O crescimento e morte celular ordenada acontecem de
maneira natural no organismo, porém quando alguma anormalidade é detectada no processo de
crescimento e divisdo celular, as células ao invés de morrerem, continuam crescendo
descontroladamente gerando tumores (INCA, 2020).

Em 2020, estimou-se 19 milhdes de novos casos e cerca de 10 milhdes de mortes
ocasionados por esta enfermidade (SUNG et al., 2021). Além disto, caracteriza-se como
primeira ou segunda principal causa de morte antes de 70 anos em 112 de 183 paises, conforme
ilustra a Figura 2 (SUNG et al., 2021). As principais causas desse crescimento alarmante sdo:
a diminuicdo acentuada nas taxas de mortalidade por acidente vascular cerebral e doenca
cardiaca coronéria, envelhecimento, crescimento populacional (SUNG et al., 2021), tabagismo,
obesidade, consumo de alcool, dieta, inatividade fisica, exposicdo solar, radiacdo e agentes
infecciosos como o HPV, o virus da hepatite B e a bactéria Helicobacter pylori (HULVAT,
2020; RELIGIONI, 2020).

A Ultima avaliacdo sobre o cancer mundial realizada em 2020 evidenciou que a
neoplasia de mama é a mais diagnosticada no mundo, com 2.261.419 (11,7%) de novos casos,
seguida das neoplasias de pulméo (11,4%), prostata (7,3%) e de pele ndo melanoma (6,2%),
(Figura 3). Além disso o cancer de pulmao é a principal causa de morte por cancer (18,0% do
total mortes por céancer), seguido por colorretal (9,4%), figado (8,3%), estdmago (7,7%) e
cancer de mama (6,9%) (SUNG et al., 2021).
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Figura 2 - Classificacdo Nacional do Cancer como Causa de Morte em idades inferiores a 70 Anos em 2019.. Os

numeros de paises representados em cada grupo de classificacdo estdo incluidos na legenda.
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Fonte: Adaptado de (SUNG et al., 2021).

Figura 3 - Gréficos de pizza com a distribuicdo de casos e taxa de mortalidade dos canceres mais comuns no mundo

em 2020, para ambos 0s sexos.
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Total: 9.958.133

Fonte: Adaptado de Cancer, Global Cancer Observatory. Disponivel em: https://gco.iarc.fr. Acesso em: 22 nov.
2022.

Segundo 0 mesmo estudo para 0 sexo masculino o cancer de pulmdo é o mais
frequente e a principal causa de morte por cancer em homens, seguido pelo cancer de prostata
e colorretal. J& para as mulheres o cancer de mama é o cancer mais diagnosticado (seguido por
cancer colorretal e de pulmao), sendo considerado a principal causa de morte (SUNG et al.,
2021).
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O cancer de pele, alvo deste trabalho, € o quinto de maior incidéncia no mundo, onde
em 2020 mais de 1 milhdo e meio de pessoas foram diagnosticadas, levando a 120.774
notificacGes de mortes, somando os canceres de melanoma (mais agressivo) e ndo melanoma
(SUNG et al., 2021). Existem diversos tipos de cancer de pele, dependendo do tipo de célula
de origem, entretanto, os mais comuns sdo o de carcinoma de células basais, carcinoma de
células escamosas (ambos referidos também como céncer de pele ndo melanoma) e 0 melanoma
maligno (ADNANE; EL-ZAYAT; FAHMY, 2022). O principal fator de risco destes é a
radiacdo ultravioleta (UV), devido a exposicdo exagerada a luz solar. A caracteristica ionizante
desta, promove danos ao DNA das células quando os niveis de melanina, pigmento que fornece
protecdo natural a radiagdo UV, estdo baixos, promovendo a formacéo de fotoprodutos (KLOS;
CHLUBEK, 2022; PFEIFER; BESARATINIA, 2012). Consequentemente, tais lesdes geram
mutacdes em genes que codificam proteinas associadas as vias de sinalizacdo que controlam
processos celulares importantes, como crescimento, diferenciagdo, migracdo, divisdo e
apoptose celular (CRUSIO; RADEKE, 2019; KLOS; CHLUBEK, 2022). A mutacdo mais
comum nos melanomas cutdneos ocorre no gene BRAF (40 a 60% dos casos) e gera
proliferacdo celular descontrolada. Outros genes que podem ser afetados incluem NRAS,
CDKN2A, VDR, MC1R, TERT, TP53 e 1DH1, que podem levar a proliferacdo sustentada e
resisténcia aos sinais de morte celular, mesmo na presenca de estresse oxidativo e danos ao
DNA (PECORA et al., 2021).

O tratamento convencional dos melanomas cutaneos envolve ha décadas sua remocao
cirargica. No entanto, dependendo do caso, as comorbidades, o estagio de desenvolvimento e a
intolerancia tecidual podem descartar intervencdes cirdrgicas (CULLEN et al., 2020). Assim,
as opcdes de tratamento podem envolver radioterapia, inibidores do checkpoint imunoldgico,
inibidores de BRAF e MEK, terapia direcionada e quimioterapia (AHMED; QADIR;
GHAFOOR, 2020; GIUGLIANO et al., 2021; KASAKOVSKI et al., 2021; PATEL et al.,
2020; RANDIC et al., 2021; HASHEMI et al., 2022; MIRANDA; SAMPAIO; ZUCOLOTTO,
2022; IRAWATI et al., 2021).

Uma das principais vias de disseminacdo das células cancerigenas ap0s a sua
formacdo para outros tecidos e 6rgaos é através da angiogénese, (Figura 4) (CASTANEDA et
al., 2022).Esta, inicia com a liberacdo de fatores angiogénicos (EGF, VEGF e TGFB) que
estimulam o recrutamento de metaloproteinases capazes de quebrar a matriz extracelular
permitindo o surgimento de novos vasos sanguineos e estabelecendo um suprimento de
nutrientes e oxigénio para o tumor (Figura 4 — itens 1-4) (CASTANEDA et al., 2022). Os vasos

sanguineos recém formados no tumor sdo malformados, permeaveis, ramificados, com
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constantes vazamentos que geram a proliferacdo de células cancerigenas alem do tumor
primario e também impedem a chegada de drogas quimioterapicas (LUCIA DE ALMEIDA et
al., 2005). A nova vascularizacdo pode ser interrompida a partir de drogas inibidoras da
angiogénese, porém o grande entrave é a cardiotoxicidade, alem da resisténcia e eficiéncia
somente em tumores sélidos (CASTANEDA et al., 2022).

Figura 4 — O processo de angiogénese - inicio da angiogénese [1] liberagdo de fatores angiogénicos [2] quebra da
matriz extracelular permitindo o surgimento de novos vasos sanguineos [3] e estabelecimento de

suprimento de sangue para o tumor [4].

1) Liberagao de 2) quebra da membrana 3) surgimento de novos vasos 4) estabelecimento de
fatores angiogénicos basal ¢ da matriz e recriagdo da membrana novo fluxo sanguinco no
extracelular basal tumor

Membrana basal

Fonte: Adaptado de (CASTANEDA et al., 2022).

Por sua vez, pode ocorrer a metéastase, termo geral utilizado para descrever quando
células cancerosas migram do tumor primario para vasos sanguineos ou vasos linfaticos,
invadindo, disseminando e proliferando em 6rgéos distantes resultando em tumores secundarios
malignos (CASTANEDA et al., 2022). Todo o processo apos a formacdo do tumor primario
pode ser resumido pela Figura 5.
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Figura 5 — Progressdo desde a formagao do tumor primario até o estabelecimento do tumor metastatico.

7- Macrometastases

6- Micrometastases

Fonte: Adaptado de (CASTANEDA et al., 2022).

O cancer pode ser separado em grupos de acordo com o tipo de célula que o originou,
sendo esta denominada classificacdo primaria, se dividindo nos seguintes grupos (LUCIA DE
ALMEIDA et al., 2005):

a) Carcinomas: sdo originarios de células que revestem o corpo como pele, revestimento
internos como boca, garganta, brénquios, eséfago, estdbmago, intestino, bexiga, Utero e ovarios,
e 0s revestimentos mamarios, prostata e pancreas. Representam os tipos mais comuns de cancer.
b) Sarcomas: Se formam de tecidos de suporte como 0ssos, tecido gorduroso, musculo e tecido
fibroso de reforco, encontrados na maior parte do corpo.

c) Linfomas: Devido a modificacdes genéticas em células conhecidas como linfdcitos,
presentes nas glandulas linfaticas e no sangue.

d) Leucemia: Céancer originario de células da medula 6ssea, como caracteristica ocorre uma
concentragdo muito elevada de glébulos brancos (cerca de 10°-10%/mm?) gerando problemas no
sistema imunolégico pois as células anormais ndo exercem normalmente a funcdo além de
impedir que a medula gere novas células.

e) Mielomas: Malignidades nas células plasmaticas da medula dssea que produzem o0s
anticorpos.

f) Tumores das células germinativas: Desenvolvem-se em células dos testiculos e ovarios.

g) Melanomas: Caracteristicos de células dos melandcitos, que sdo responsaveis pela

pigmentacédo da pele.
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h) Gliomas: Originam-se a partir de células do tecido de suporte cerebral ou da medula
espinhal. Raramente ocorre metéstase.

i) Neuroblastomas: Tumor originario de células malignas embrionérias, geralmente estd mais
presente em criancas e adolescentes (estima-se que 8 milhdes de criancas até 15 anos de idade
por ano; 80% dos casos com até 4 anos de idade) (LUCIA DE ALMEIDA et al., 2005).

Essa vasta gama de tumores torna-se um desafio para o diagnostico preciso e terapias
de tratamentos eficazes. Apesar dos enormes esforcos e avangos na pesquisa do cancer, as
opcOes de tratamento padrdo sdo quimioterapia, cirurgia e radioterapia (MIRANDA,
SAMPAIO; ZUCOLOTTO, 2022). A radioterapia baseia-se na incidéncia de radiac¢ao ionizante
altamente energética, com objetivo de destruir as células cancerigenas e diminuir o tamanho do
tumor, aliviando a pressdo, reduzindo hemorragias, dores, diminuindo a recorréncia e chance
de metéastase. Pode ser empregada apds cirurgia a fim de erradicar quaisquer depositos tumorais
microscopicos remanescentes. Tanto a cirurgia quanto a radioterapia sdo medidas locais de
trabalho indicadas quando o tumor n&o sofreu processo de metéstase.

Nos demais casos, emprega-se a quimioterapia, que se baseia em medicamentos
(denominados “quimioterapicos” ou antineoplasicos), que interferem nos mecanismos de
sobrevivéncia, proliferacdo e migracdo celular. No entanto, a maioria dos agentes
quimioterdpicos ndo sdo seletivos, lesando tanto células malignas quanto normais,
particularmente as células de rapido crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do
sistema imunolégico (PATATT et al., 2022), causa esta, para os efeitos colaterais, como
nauseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior as infeccdes. (LUCIA DE ALMEIDA et al.,
2005).

Com base no modo de atuacao frente ao DNA o0s antineoplasicos podem se dividir em
grupos, onde na Figura 6, sdo demonstrados alguns exemplos das classes de agentes
quimioterapicos mencionadas abaixo:

a) ; Antimetabolitos: sdo capazes de interagirem com enzimas intracelulares vitais, levando a
sua inativacdo e ao bloqueio da sintese do DNA. Estruturalmente sdo analogos as bases
nitrogenadas (fluoracila, azacitidina e gemcitabina), purinas e acido félico (ABOTALEB et al.,
2018). A 6-mercaptopurina (Figura 6 a), fluoracil (Figura 6 b) e 5-azacitidina (Figura 6 c¢) séo
exemplos de quimioterapicos desta classe empregado atualmente

b) ; Inibidores de topoisomerase, agentes alquilantes e intercaladores: atuam diretamente sobre
a macromolécula de DNA. Estes grupos se subdividem em:

¢) ; Os inibidores de topoisomerase interagem diretamente como receptores das enzimas

topoisomerase | e Il, capazes de reparar a dupla fita de DNA e atuando durante as etapas de
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replicacéo, transcricdo e recombinagdo do ciclo celular (ABOTALEB et al., 2018). Um
exemplo, é a Doxorrubicina mostrada na Figura (d).

d) ; Os agentes alquilantes agem como fortes centros eletrofilicos sobre macromoléculas
(principalmente DNA), formando ligacfes covalentes por reacdo de alquilagdo com centros
nucleofilicos do DNA. Essas liga¢des cruzadas (“Cross-Link™) com as fitas ou filamentos do
DNA podem ocorrer de diferentes formas e todas produzem leses no DNA (porém as
interfilamentares sdo mais citotoxicas), que alteram por consequéncia 0s processos de
replicacdo e transcricdo. E a classe mais empregada e entre elas podemos citar o complexo
cisplatina, carboplatina, andlogos de mostardas nitrogenadas, nitrossuréias, triazenos e
alquilsulfonatos (LUCIA DE ALMEIDA et al., 2005). Dentre os quimioterapicos empregados
a Dacarbazina, Figura 6 (e), € um exemplo desta classe de quimioterapicos.

e) ; Por ultimo, os intercaladores sdo compostos por moléculas que interagem por intercalacédo
nos pares de base nitrogenada. Sdo constituidos por anéis aromaticos, apresentando alta
densidade eletrénica que geram interacfes do tipo ©. O agente quimioterapico mitoxantrona,
Figura 6 (f), exemplos é um exemplo dessa classe. A intercalagdo aumenta o espagamento entre
os pares de base citosina e guanina (3,4 A para 7 A) e gera a formag#o de um trimero constituido
pelo intercalante, DNA etopoisomerase Il que é estabilizado interrompendo a etapa de
transcricdo do DNA (ABOTALEB et al., 2018).

f) . Agentes antitubulinicos: interferem diretamente na dindmica dos microtubulos, (ou seja,
diretamente na Gltima fase da mitose) bloqueando a divisdo do nucleo e gerando a morte celular.
Os principais membros desta classe incluem os alcal6ides da vinca (planta) como a Vinorelbina
ilustrada na Figura 6 (g) e os taxanos (composto extraido da casca da arvore Taxus Brevifolia)
(GUICHARD et al., 2017).



41

Figura 6 - Estruturas de alguns agentes quimioterapicos de acordo com o0 modo de acdo com o DNA.
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Fonte: Adaptado de (ABOTALEB et al., 2018; GUICHARD et al., 2017; LUCIA DE ALMEIDA et al., 2005).

2.2 COMPLEXOS DE RUTENIO COMO ANTITUMORAIS

Terapias a base de complexos de ruténio (11 e 111) tém se destacado como substituintes
favoraveis a complexos de platina e derivados, em funcdo dos efeitos colaterais e resisténcia
celular apresentados por estes complexos (THOTA et al., 2018).

Ademais, em relacdo a platina (I1) os complexos de ruténio apresentam maior
seletividade para células cancerosas, baixa toxicidade, estados de oxidacédo (I, Il e 1V) e
processos redox acessiveis em condicdes fisioldgicas, maior diversidade e labilidade controlada
dos ligantes dependendo do estado de oxidacéo e, além disto, o ruténio pode imitar o ferro em
ligagdes com biomoléculas como a transferrina facilitando o transporte (KANAOUJIYA et al.,
2022; THOTA et al., 2018). Diante do exposto, a concep¢do de novos complexos de ruténio
tem despertado grande interesse hd 4 decadas, gerando exaustivas investigacOes sobre a
atividade antitumoral em varias linhagens cancerigenas (CANDIDO et al., 2022; DIAS et al.,
2018; FERREIRA-SILVA et al., 2017b; LIANG et al., 2017; SILVA et al., 2018).

Os primeiros compostos a apresentar atividade citotoxica promissora foram 0s

complexos de cloroamina Ru(lll) e Ru(ll) de férmula geral fac-[RuCl3(NHs)s] e o cis-



42

[RUCI>(NHz3)4]Cl, respectivamente, descobertos por Clarke e colaboradores no inicio dos anos
80 (RILAK SIMOVIC et al., 2019). Estes sio basicamente analogos estruturais da cisplatina
(RILAK SIMOVIC et al., 2019).

Posteriormente, a descoberta dos complexos de Ru(ll), cis-[RuCl2(dmso)4] e trans-
[RuCl>(dmso)s] (dmso = dimetilsulféxido), levou a proposicdes quanto aos provaveis
mecanismos de acdo dos complexos de ruténio acima citados (RILAK SIMOVIC et al., 2019).
Duas caracteristicas importantes desses complexos chamaram atencdo: primeiro, o isdmero
trans demonstrou atividade antitumoral superior ao isdbmero cis (contrario aos analogos da
cisplatina), e o segundo, o isdbmero trans exercer atividade contra metéstase. Essas duas
observacgdes apontaram para possiveis diferencas entre 0s mecanismos de acdo dos complexos
de Ru(l1) e Pt(Il) (RILAK SIMOVIC et al., 2019).

Tais descobertas levaram ao desenvolvimento de complexos de Ru(ll1), onde destaca-
se 0 composto conhecido como NAMI-A, [ImH][trans-RuCl4(DMSO)(Im)], (Im= imidazol e
DMSO = dimetilsulfoxido) (Figura 7), sendo o primeiro candidato a metalofarmaco a base de
ruténio aprovado em ensaios pré-clinicos e em fase 1. Nessas investigacdes, 0 NAMI-A exibiu
atividade antimetastatica e antiangiogénica (tumores secundarios), além de baixa toxicidade em
células normais (in vitro e in vivo) (LEE; KIM; NAM, 2020). Foi bem sucedido em estudos
clinicos de fase I, mas seus estudos clinicos foram encerrados na fase Il devido a baixa eficacia
e alta toxicidade (THOTA et al., 2018).

Sequencialmente, motivados pela atividade promissora do NAMI-A, Keppler e
colaboradores sintetizaram o composto conhecido como KP1019, (Figura 7) que também
entrou em ensaios clinicos de fase I. A baixa solubilidade limitou o seu desenvolvimento,
entretanto seu analogo KP1339 (Figura 7), que € um sal sddico, logo mais sollvel, esta

atualmente em testes clinicos (CONTI et al., 2022).
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Figura 7 — Estruturas dos complexos NAMI-A, KP1019 e KP1339.
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Fonte: Adaptado de (THOTA et al., 2018).

Até o momento, evidéncias experimentais, indicam que os complexos NAMI-A e
KP1019 atuam como pré-farmacos, isto é, quando um composto requer biotransformacgéo
metabdlica ap6s administracdo para produzir a atividade farmacol6gica desejada e ativa
(ALLEN JR, et al., 2015). Neste caso, sugere-se que os complexos de Ru(lll) sdo reduzidos a
Ru(ll), esta Gltima, é responsavel pela atividade bioldgica (ALLEN JR, et al., 2015).

Na tltima década complexos de Ru(lIl) contendo sistemas polipiridinicos como a 1,10-
fenantrolina e 2,2-bipiridina exerceram atividades promissoras frente a vérias linhagens
tumorais (CLAVEL et al., 2015; SILVA et al.,, 2018; ZENG et al., 2016). O complexo
polipiridinico denominado TLD-1433 (Figura 8) destacou-se por ser o primeiro complexo de
Ru(ll) a entrar em ensaios clinicos de fase 2 em 2019, onde até o momento demonstrou atuar
no tratamento do cancer de bexiga. (MONRO et al., 2019). Na literatura é reportado que até o
momento ndo houve nenhuma progressao do cancer de bexiga em pacientes tratados com doses
terapéuticas do TLD-1433. Desta forma, caracteriza-se por apresentar um tratamento seguro e

induzir a regressdo tumoral eficaz (YOUSUF et al., 2021).



44

Figura 8 — Representacdo estrutural do complexo TLD-1433

cl,
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Fonte: do autor

Outra importante familia de compostos sdo os arenos complexos de ruténio (1) (Figura
9 - A). Estes sdo destaques na literatura por atuaram como agentes anticancerigenos prosperos
devido as suas propriedades farmacolégicas serem facilmente moduladas através de
modificacBes nos ligantes, além da natureza quelante e a hidrofilicidade dos anéis aromaticos
que facilita a entrada dos complexos nas células.

O complexo denominado RAPTA-C (Figura 9), reportado em 2004, é o protétipo desses
complexos organometélicos que apresenta atividade citotdxica in vitro, seletividade e baixa
citotoxicidade, ademais é capaz de inibir a metéastase pulmonar em camundongos portadores de
carcinoma mamario. (THOTA et al., 2018).

A partir de tal descoberta derivados como RAPTA-T (Figura 9) e RAPTA-B (Figura 9)
comecaram a ser desenvolvidos e apresentaram atividade semelhante ao RAPTA-C. Entretanto
0s compostos contendo cloretos como ligantes podem sofrer hidrdlise in vivo, dependendo do
pH e da quantidade de cloreto em solucéo, limitando-os nas aplicages. Para contornar este
problema, os cientistas relatam a troca dos ligantes cloretos, por oxalato, que é bidentado,
proporcionando alta citotoxicidade na linhagem celular A2780, de carcinoma de ovério
humano, (ICso de 0,14-1,15 uM). Também foi reportado que sdo mais eficazes que o farmaco

cisplatina.
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Figura 9 — Representacdo estrutural dos complexos de ruténio (I1): piano stool (A), RAPTA-C, RAPTA-T e

RAPTA-B.
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Fonte: (ZENG et al., 2017).

Nos ultimos anos o desenvolvimento racional de novos candidatos quimioterapicos a
base do ion ruténio com ligantes fosfinicos, piridinicos e polipiridinicos vem sendo
desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa e os resultados in vitro demonstraram-se
promissores nas linhagens de células tumorais humanas A549, MDA-MB-23, MCF-7, CHL-1 e
U251-MG (pulméo, mama, melanoma e glioblastoma). A concentracéo inibitéria média (ICso)
de cada complexo esta sumarizada na Tabela 1 e os baixos valores que vem sendo obtidos em
relagdo a cisplatina (droga de referéncia) evidenciam o quanto esses sistemas S&0 promissores.
A Figura 10 abaixo representa a estrutura daqueles mais promissores desenvolvidos nos Gltimos

anos.

Figura 10 — Representacdo estrutural dos complexos de ruténio (11) desenvolvidos pelo grupo de pesquisa com
maiores atividades citotoxicas, onde @ [RUuCI(MTNZ)(dppb)(bipy)]PFs, (b)
[Ru(cin)(dppb)(bipy)]PFs, (c) trans-[Ru (lap)(PPhs)z(phen)]PFs e (d) [RuCl(py)(dppb)(4-bipy)]PFe.
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Fonte: Adaptado de CANDIDO et al., 2022; NEGRETI et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2017; SILVA et al., 2018.
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Tabela 1 - Complexos fosfinicos de ruténio com ligantes piridinicos, polipiridinicos e suas atividades como

antitumorais ap6s 48h de tratamento das linhagens celulares.

Linhagens
Complexos 1Cs0 (LM) Referéncia
celulares
[Ru(pipe)(dppb)(bipy)]PFs 17,99+0,39  (FERREIRA-SILVA, 2017)
[RUCI(1-im)(dppb)(5,5'-Me-bipy)]PFs 549 14,65 + 0,90 (DIAS et al., 2018)
[RuClI(MTNZ)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]PFe 20,91+2.06 (CANDIDO etal., 2022)
cis-platina 59,54 + 5,26
[RUCI(MTNZ)(dppb)(bipy)]PFs 16,88 + 0,97 (CANDIDO et al., 2022)
cisplatina MCF-7 49,17 + 5,00
[RuCI(CO)(dppb)(4,4-Me-bipy)]PFs 7,95+0,22 (SILVA et al., 2018)
[RuCI(py)(dppb)(4-bipy)]PFs MDA- 9,18 + 0,30 (SILVA et al., 2018)
trans-[Ru (lap)(PPhs)z(phen)]PFs MB-231  0,20+0,010  (OLIVEIRA etal., 2017)
cisplatina 49,17 £ 5,00
[Ru(cm)(_dppb)_(b'py)]PFG CHL-1 283 =117 (NEGRETI et al., 2022)
cisplatina > 200
[RuCI(CIM-)(dpp.b)(phen)]PFe U251- 28,39 + 2,46 (DIAS et al., 2020)
cisplatina MG 9,54 + 0,66

Fonte: Elaborada pelo autor

2.3 PRINCIPAIS ALVOS E POSSIVEIS MECANISMOS DE ACAO DOS COMPLEXOS
DE RUTENIO

Atualmente, sabe-se que a absor¢do de complexos de ruténio, seja por células
cancerigenas ou normais, ocorre através da membrana plasmatica, que contém diversas
proteinas e lipidios, cuja funcdo é regular as substancias que entram nas células. Compostos de
Ru(ll) s&o conhecidos por entrar nas células através de multiplos mecanismos, como processos
independentes de energia (difusdo passiva e difusdo facilitada) ou com gasto energético
(transporte ativo e endocitose). Assim, 0 mecanismo adotado por cada composto pode variar
dependendo do tamanho dos ligantes, lipofilicidade e carga do composto (ZENG et al.,
2017)(PUCKETT; BARTON, 2009).

Uma vez no interior da célula esses compostos podem ter varios alvos e se acumularem
em organelas conforme ilustrado na Figura 11, sendo estas, o nucleo celular, que tem como
principal constituinte, o &cido desoxirribonucleico (DNA). Este caracteriza-se como um dos

principais alvos para complexos de coordenacdo, uma vez que, podem fazer ligacOes
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covalentes/coordenadas e ndo covalentes através de interacGes: eletrostaticas, hidrofobicas dos
sulcos ou intercalacdo (ZENG et al., 2017).

Figura 11 — Principais alvos de complexos de ruténio (I1) em células
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Fonte: Adaptada de (SUDHINDRA et al., 2020).

As ligagBes covalentes sdo irreversiveis e geram adutos de Ru-DNA que distorcem a
estrutura da biomolécula, atrapalhando o processo de replicacdo e a transcricdo do DNA, o que
leva a morte celular sequencialmente (YOUSUF et al., 2021). Existem trés modos distintos de
ligagéo covalente ao DNA: ligagGes cruzadas inter e intra-fita, alquilagdo de bases nitrogenadas
e substituicdo de bases nitrogenadas (BARRA; NETTO, 2015). De modo ilustrativo essas

interacdes do DNA com os complexos séo resumidas na Figura 12.
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Figura 12 — Representacdo esquematica dos possiveis modos de interacdo complexo-DNA.
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Fonte: (BARRA; NETTO, 2015).

O complexo [Ru(bpy)(phpy)(dppz)]™ (Figura 13), onde bpy = bipiridina, phpy = 2-
fenilpiridina e dppz = dipiridofenazina é um agente antitumoral, considerado extremamente
citotoxico nas linhagens cancerigenas de mama (MCF-7 e MDA-MB-231), colo de utero
(HeLa), figado (Hep-G2 e BEL-7402), pulmédo (A549 e A549/CDDP) e préstata (PC-3).
Demonstrou alta afinidade de ligacdo com o DNA sendo capaz de danificar o processo de

transcricao celular e causar morte celular irreversivel (HUANG et al., 2014).

Figura 13 — Representacéo estrutural do [Ru(bpy)(phpy)(dppz)]*.

+

[Ru(bpy)(phpy)(dppz)]”

Fonte: Adapdato de (HUANG et al., 2014)
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A forma adotada por este trabalho para avaliar a interagcdo dos complexos produzidos
com a biomolécula de DNA e a sua estabilidade foi a espectroscopia de absorc¢ao na regido do
UV-Vis, a partir do monitoramento das modificacdes nas propriedades eletrénicas de absor¢éo
da droga ou das moléculas de DNA (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013). Sendo ela ja bem
estabelecida em diversos trabalhos semelhantes (COLINA-VEGAS et al., 2015; GRAMINHA
et al., 2020).

Uma maneira de verificar a existéncia de interacdo entre 0 DNA e os complexos é
examinar o deslocamento das bandas a partir da adicdo de DNA em diferentes concentracdes a
solucdo do complexo (titulagdo espectroscépica) em comparagdo com 0s espectros dos
complexos livres. A magnitude desse deslocamento € interpretada como um indicio da forga da
interacdo DNA-complexo (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).

Quando a interacdo ocorre por intercalacdo com o DNA, os orbitais ©* dos complexos
podem interagir com os orbitais p das bases nitrogenadas e provocar a diminui¢ao da energia
da transicdo m-n* ocasionando o deslocamento das bandas para maiores comprimentos de onda
(batocromismo). Em oposicao, o orbital = do metal permanece semipreenchido, diminuido a
probabilidade das transi¢des e gerando modificacBes estruturais na dupla-hélice do DNA que
resultam na diminuicdo dos valores de absorbancia (hipocromismo) (BARRA; NETTO, 2015).

A magnitude das interagdes com o DNA pode ser determinada a partir da constante de
ligacdo (Kb), calculada com base no modelo tedrico Neighbor Exclusion pela seguinte equacdo

(1):

[DNA] _ [DNA] 1 (1)
(ea—ef) (eb—ef) [Kb (eb—ef)]

Onde [DNA] é a concentracdo do DNA adicionada durante a titulac&o, a € a razdo entre
a absorbancia medida e a concentragdo do complexo, & € 0 coeficiente de absortividade molar
do complexo livre, s 0 coeficiente de absortividade molar do complexo ligado ao DNA e Kb a
constante de ligacdo (WOLFE; SHIMER; MEEHAN, 1987). A razdo entre os coeficientes
angular e linear do grafico [DNA]/(ga-ef) vs. [DNA] fornece o valor de Kb.

Embora o nucleo seja o principal alvo dos complexos de ruténio, estudos apontam casos
em que o alvo sejam organelas ndo-nucleares como mitocdndrias, lisossomos, reticulo
endoplasmatico e proteinas. As mitocondrias desempenham um papel fundamental no
metabolismo celular, e elas tem como caracteristica apresentar potencial de membrana
extremamente negativo (160 a 180 mV), causado pelo gradiente de prétons através da

membrana interna mitocondrial. Tal potencial atrai céations lipofilicos, incluindo certos
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compostos de ruténio (1) que acumulam, geram a despolarizagéo e rapida morte celular (ZENG
etal., 2017). Um exemplo, é o complexo de formula Ru(dppz)2(CppH)]?*, onde CppH = 4cido
2-(2’-piridil)-piridimidina-4-carboxilico, que apresenta carga positiva e se acumula nas
mitocondrias.

Os lisossomos sdo vesiculas esféricas encontradas em quase todas as células eucariéticas
e contém enzimas hidroliticas que degradam numerosas biomoléculas. Desempenham papel no
transporte intracelular, degradacéo e reciclagem de proteinas, endocitose e apoptose (ZENG et
al., 2017; HUANG et al., 2015).

O reticulo endoplasmético estd envolvido na sintese, modificagdo e transporte de
proteinas. Quando esta organela esta sob estresse ocorre o acimulo de proteinas inacabadas,
gerando o0 mecanismo de degradacdo de proteinas e caso essa pressao se torne mais aguda a via
de morte celular programada é ativada (PRAGTI; KUNDU; MUKHOPADHYAY, 2021).
Dessa forma o reticulo endoplasmatico vem se tornando frequentemente alvo de metalodrogas,
recentemente Gill e colaboradores descobriram que complexos de ruténio (I1) geram estresse
oxidativo do reticulo endoplasmético acelerando a morte celular a partir da ativacdo de
proteinas caspases de células cancerigenas (SUDHINDRA et al., 2020).

Ao longo das Gltimas décadas a interacdo de candidatos a quimioterapicos (complexos
de ruténio) com proteinas como albumina vem sendo estudada como forma de avaliar possiveis
efeitos terapéuticos além do transporte e eficiéncia (GLASS et al., 2010). As proteinas
desempenham funcBes cruciais em diversos processos metabdlitos, como por exemplo, a
captacdo intracelular de farmacos, proliferacdo de células cancerigenas, geracdo de espécies
reativas de oxigénio e a morte celular programada (apoptose) (SUDHINDRA et al.,
2020;THOTA et al., 2018).

A albumina sérica humana € a proteina mais abundante no plasma sanguineo (52-60%)
sendo a principal forma de transporte para nutrientes e farmacos do organismo. Atualmente a
agéncia federal americana Food and Drug Administration (FDA), responséavel por proteger a
salde publica, exige um relatorio sobre a interagdo com proteinas para a triagem precoce de um
potencial agente terapéutico (DEMORO et al., 2019).

As fungdes da HSA estdo ligadas intimamente a sua estrutura que é constituida de 585
aminoéacidos, dos quais 17 sdo grupos tirosina e apenas 1 residuo de triptofano. Estruturalmente
esses aminoacidos sdo organizados em 3 dominios semelhantes (I-111) sendo cada um
apresentando dois subdominios (A e B) estabilizados a partir de 17 pontes de dissulfeto. Sabe-
se que os locais de interagdo com farmacos estdo localizados nos subdominios 1A e II1A

(denominados sudlows site | e 1l na Figura 14) onde as diferencas de tamanho, polaridade,
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forma e solubilidade afetam diretamente a interacdo ou ligacdo com esses sitios (TAO et al.,
2021). Como propriedades fisico-quimicas apresenta solubilidade em etanol 40%, é tipicamente
acida, além de ser estavel em pH entre 4-9. Estas propriedades, bem como sua absor¢édo
preferencial por tumores e tecidos inflamados, alta disponibilidade no organismo,
biodegradabilidade e auséncia de toxicidade a tornam ideal para o transporte de farmacos, além
de aumentar a solubilidade de drogas hidrofébicas no plasma sanguineo (CHAVES et al.,
2018).

Figura 14 — Estrutura cristalina da albumina sérica humana (HSA)

Sudlows
Site ll

Fonte: (NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013).

Compostos ja mencionados como o NAMI-A, KP1019, KP1339 e RAPTA-C
apresentaram fortes ligagOes covalentes ou ndo covalentes a proteinas intracelulares como HSA,
tioredoxina redutase e catepsina B que podem ser responsaveis pela boa atividade citotoxica
destes compostos (THOTA et al., 2018). A estabilidade das interacdes ndo covalentes estd
relacionada com a capacidade dos ligantes em interagir com os dominios hidrofébicos da
proteina e seus diferentes modos de ligacdo podem desempenhar um papel importante em suas

distintas propriedades e eficacias farmacologicas (LEE; KIM; NAM, 2020).
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O triptofano encontra-se localizado na posi¢do 214 do subdominio IIA da proteina,
sendo juntamente com 0s grupos de tirosina 0s aminoacidos responsaveis pela emissdo de
fluorescéncia (em 340 nm), caracteristica quando a proteina é excitada em 280 nm. A
fluorescéncia observada € muito sensivel ao microambiente dos residuos de triptofano e
tirosina, ou seja, devido a interacBes com os complexos metalicos podem gerar mudancgas de
conformacdes, ligacdo biomolecular ou desnaturacdo (NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013).

Com base nesse principio a técnica de espectroscopia de fluorescéncia vem sendo
empregada com sucesso no estudo das interagdes existentes entre molécula e HSA. Na maioria
dos casos, a interacdo da molécula e o fluor6foro (HSA) provocam a supressdo da fluorescéncia
intrinseca da biomolécula (NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013).

Tal diminuicdo pode ser explicada pela colisdo entre as moléculas supressoras com 0
fluoréforo que se encontram no estado excitado proposta por Stern-VVolmer, que descreveu uma
abordagem matematica para explicar esse fendmeno, a qual é representada pela Equacdo 2
(NETO et al., 2020).

0 =1+ Ky[Q] = 1+ kqto[Q] (eq. 2)

Em que Fo e F s&o as intensidades da fluorescéncia na auséncia e presenca do supressor,
respectivamente, [Q] é a concentracdo do supressor e Ksy € a constante de Stern—\Volmer que
pode ser descrita como Ksy =k 4t, (NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013).

A Equacdo 1 pode ser reescrita de forma que a constante de ligacdo (Kb) e o nUmero
de sitios de ligacdo por molécula de proteina (n) existentes entre o supressor e fluoréforo, sdo

representados pela Equacéo 3.

(F"—F_F) = logKy, + nlog[Q] (eq. 3)

log
A maneira como as interagfes ocorrem podem ser descritas por dois mecanismos
denominados dindmico e estatico, que se diferem dependendo de alguns fatores como
temperatura, viscosidade e tempo de vida do sistema. O mecanismo dinamico ocorre devido a
colisGes entre as moléculas excitadas do fluor6foro (HSA) e supressor (por exemplo os
complexos de ruténio). Este processo depende da difusdo das espécies, em temperaturas
elevadas gera no sistema um aumento do Ks devido menor viscosidade. J& 0 mecanismo
estatico envolve a formacdo de adutos ndo fluorescentes complexos/HSA e um aumento de
temperatura gera uma diminui¢do da formacdo destes (diminui¢do de Ks) (SHANG et al.,
2007).
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Ap0s interacdo dos complexos metalicos com estes alvos, a morte celular pode ocorrer
através de diversos mecanismos, 0s quais estdo sumarizados na Figura 15 (THOTA et al.,
2018).

Figura 15 — Mecanismo de agdo para complexos de ruténio (1)
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Fonte: Adaptada de (SUDHINDRA et al., 2020).

A apoptose (morte celular programada) é induzida a partir de duas vias celulares, a via
mediada por mitocéndrias (via intrinseca) e via extrinseca. As mitocondrias sdo um dos
principais alvos celulares, pois geram ATP (energia) em células normais através da fosforilacéo
oxidativa e em células cancerigenas através da via glicolitica. A via intrinseca mediada por elas
é desregulada em células cancerigenas sendo ativada por diversos estimulos fisicos e quimicos
como danos ao DNA, estresse oxidativo e do reticulo endoplasmatico (lissosomos), radiacdo
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ionizante, calor e drogas quimioterdpicas. Esses estimulos induzem a permeabilizacdo da
membrana externa das mitocondrias causando a liberagdo do citocromo ¢ (pequena proteina
responsavel por reacOes de oxidacéo e reducao da cadeia transportadora de elétrons) no citosol,
que ativa a proteina caspase 9 induzindo o fator protease apoptética 1 (APAF1) responsavel por
induzir a caspase 3, levando a apoptose. A via extrinseca é ativada pela intercalagdo de
complexos de ruténio ao DNA desencadeando a parada do ciclo celular e gerando apoptose das
células cancerigenas (SUDHINDRA et al., 2020).

Ja a ndo apoptdtica gera a morte celular por necrose através do blogueio ou parada do
ciclo celular e inducédo da via de estresse do reticulo endoplasméatico. Uma das outras formas
pelas quais os complexos de ruténio(ll) podem mostrar atividade anticancerigena é através da
geracdo de espécies reativas de oxigénio, na terapia fotodindmica, como acontece para o
complexo TLD-1433 citado no item anterior (SUDHINDRA et al., 2020; THOTA et al., 2018).

2.4 NICOTINAMIDA: PEQUENA MOLECULA E VASTA APLICACAO

A 3-piridinocarboxamida (Figura 16 a), comercialmente conhecida como nicotinamida
ou niacinamida é a forma amida do &cido nicotinico (Figura 16 b). Ambos séo formas diferentes
da vitamina B3 onde, sua sintese em humanos é insuficiente para suprir as necessidades
metabolicas e, portanto, sua ingestdo diaria € fundamental (ISLAM; HORWITZ, 2019). Os
alimentos ricos em acido nicotinico sdo cereais, leguminosas e sementes. J& para nicotinamida
alimentos de origem animal como peixes, carnes magras, aves e ovos. Ambos dependendo da
dosagem, apresentam efeito farmacoldgico, a nicotinamida, por exemplo, é empregada no
tratamento de dermatoses cronicas, dermatite e pelagra. A falta deles no organismo pode
provocar pelagra e dermatites (CAMPAGNA et al., 2021; MALESU et al., 2020).

Figura 16 — Representacdo estrutural da nicotinamida em (a) e do acido

nicotinico em (b).

(a) o (b) o
N’ X NH, NN OH
= [ 2
Nicotinamida Acido nicotinico
ou Niacinamida ou Niacina

Fonte: do autor.
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E muito comum, encontrar na literatura uma confusio em relagdo as nomenclaturas
dessas duas moléculas, mas do ponto de vista quimico elas sdo bastante diferentes. O acido
nicotinico é anfotérico, forma sais com &cidos e bases, além de ser mais estavel em solucdo,
apresenta um acido carboxilico como funcdo orgénica (Figura 16b) e ponto de fusdo mais
elevado (237 °C). J& a nicotinamida caracteriza-se como uma amida (Figura 16a), solivel em
agua, alcool e éter. (ALBERTO BASTOS DE MARIA; FELIPE ALVES MOREIRA, 2011).

O mecanismo de acdo da nicotinamida ainda estd em investigacdo, mas esta ligada a
niacina que é a Unica vitamina produzida endogenamente, a partir da oxidagdo do aminoécido
aromatico essencial triptofano (constituinte de diversas proteinas) até glutarato. Eventualmente,
ocorre a reciclagem nao enzimatica do acido picolinico, o qual é excretado na urina, sendo esta
a rota fundamental para se atingir a necessidade bioquimica desta vitamina. Apds a biossintese
ou ingestdo de niacina ou nicotinamida, elas sdo rapidamente absorvidas na mucosa do
estdbmago e do intestino delgado. Aparentemente, os tecidos captam a nicotinamida ou acido
nicotinico por difusdo simples, porém existem algumas evidéncias de que o transporte de acido
nicotinico, particularmente nas hemacias, ocorre via difusdo facilitada (ARENAS-JAL; SUNE-
NEGRE; GARCIA-MONTOYA, 2020; PISSIOS, 2017).

Ap0s absorcdo ou biossintese, 0 &cido nicotinico é convertido em nicotinamida pela
enzima nicotinamidase, que promove a incorporacdo do grupo amida ao anel piridinico.
Posteriormente, a nicotinamida formada atua como um precursor das coenzimas nicotinamida
adenina dinucleétido (NAD*/NADH) e fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina
(NADP*/NADPH) em todos os tecidos. A atividade bioquimica da nicotinamida baseada na

conversdao em NAD* é apresentada na Figura 17.
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Figura 17 — Metabolismo geral da nicotinamida (NAm) e acido nicotinico (NA)

TRIPTOFANO ACIDO QUINOLINICO
PRPP
quinolinato
Josforribosiltransferase
CO, + PPi
PRPP PPi ATP PPi
N\ / _ RIBONUCLEOTIDEO _
NA > i [ * NAAD
niactnalo DO ACIDO NIACINICO ) ] .
fosforribosiltransferase adeniltransferases
Q. = H GIn ATP
8 g 3
g S ,
3 3 NAD sintetase
2 8
g 3
g H0 Glu AMP +PPi
PRPP PPi ATP PPi
NAM > RlBONUCLEOTiDEO \ » NAD
niacinamida DA NIACINAMIDA adeniltransferases
fosforribosiltransferase
Z
3 glicohidrolase
3 0
2
ey ADP-ribose HAC
3 TN NH,
[
®
0P NF
Y i N-METIL-2-PIRIDONA-5-
OXIDACAO CARBOXAMIDA (PIRIDONA)
N'-METIL-NIACINAMIDA o
9 aldeido oxidase HaC
HC 1 SN NH,
NN NH, N -METIL-4-PIRIDONA-
CARBOXAMIDA A o

=

Fonte: Adaptado de (ALBERTO BASTOS DE MARIA; FELIPE ALVES MOREIRA, 2011).

No figado, a nicotinamida é convertida em NAD* e a metabdlitos do acido nicotinico,
que sdo eliminados na urina. O NAD™ gerado pode sofrer degradacdo (dependendo da
necessidade do organismo) e formar novamente a nicotinamida, que é reconvertida a NAD* via
ribonucleotideo da niacinamida, ou convertida a acido nicotinico pela enzima niacinamida
desaminase. A hidrolise de NAD™ permite a liberacdo de nicotinamida, que é transportada (a
partir do sangue) para tecidos que ndo tém a habilidade de sintetizar NADP* a partir do
triptofano (ALBERTO BASTOS DE MARIA; FELIPE ALVES MOREIRA, 2011). Por fim, o
excesso de nicotinamida gerada pela degradacio de NAD® sofre acdo da enzima NI-

metiltransferase juntamente com o doador universal de grupamento metila em reagdes
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fisioldgicas, S-adenosil-metionina, formando a N!-metilniacinamida. Posteriormente é oxidada
a derivados piridinicos como N!-metil-4-piridona-3-carboxamida e N*-metil-2-piridona-5-
carboxamida (Figura 17) que sdo excretados pela urina (PISSIOS, 2017).

Na literatura, ha relatos do papel do NAD™ na regulacéo do cancer, onde varias enzimas
dependentes de NAD™ afetam o genoma, mutagénese e reprogramacao metabolica, que séo o0s
principais fatores que promovem o inicio e a progressdo do cancer. Portanto, oscilagdes nos
niveis de NAD" e estado redox podem ter uma grande influéncia na formacéo de tumores. Como
células cancerigenas tem um gasto energético maior, restringir a disponibilidade de NAD* pode
impedir o crescimento das células e sensibilizar as células cancerigenas ao dano oxidativo
causado pela quimioterapia e radioterapia. No entanto, isso também pode interromper outros
processos dependentes de NAD™, levando a toxicidade para células normais (ARENAS-JAL;
SUNE-NEGRE; GARCIA-MONTOYA, 2020).

Sabe-se que a nicotinamida aumenta o reparo do DNA em queratindcitos (células
presentes na epiderme) e melandcitos (células produtoras de melanina) humanos irradiados com
UV in vivo. Como a radiacdo UV é uma das principais causas do cancer de pele, estudos
realizados in vitro com linhagens agressivas de melanoma, evidenciaram que a nicotinamida é
capaz de inibir a capacidade das células tumorais de formar redes tubulares ricas em matriz
extracelular e reduzir a secrecdo de citocinas angiogénicas e inflamatérias por células de
melanoma (BUQUE et al., 2020). Adicionalmente ela apresenta efeitos quimiopreventivos em
cancer de queratindcito menos agressivos, onde um estudo duplo-cego controlado em
individuos de alto risco foi realizado para avaliar a eficacia da nicotinamida como
quimiopreventivo e o grupo que ingeriu duas vezes ao dia 500 mg de nicotinamida reduziu a
incidéncia em 23% em relacdo ao grupo que ingeriu placebo (CHEN et al., 2015).

O primeiro relato de complexos com metais de transicdo com a nicotinamida foi em
1979 onde Allan e colaboradores reportaram a sintese e caracterizacdo térmica e
espectroscopica de compostos de Mn(ll), Fe(ll), Co(ll), Ni(ll) e Cu(ll). Neste trabalho a
nicotinamida atuou como ligante monodentado, coordenando pelo nitrogénio piridinico. Apesar
de néo relatarem a estrutura cristalina, os autores inferiram que 0os complexos apresentaram
geometria octaédrica polimérica (Figura 18), com as moléculas adjacentes de nicotinamida
ligadas por meio de interagfes intermoleculares do tipo ligacdo de hidrogénio envolvendo o
grupo amida (ALLAN; BAIRD, 1979).
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Figura 18 — Representacdo estrutural proposta dos primeiros complexos com
nicotinamida, onde M= Mn(ll), Fe(l1), Co(ll), Ni(ll) e Cu(ll).
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Fonte: Adaptado de (ALLAN; BAIRD, 1979).

Complexos de Cd(Il), Au(ll) e Ni (1) com formula geral Cd(NA)CI>H20, Au(NA)Cls;
e Ni(NA)CI2-5H20 onde NA= nicotinamida, demonstraram atividade antimicrobiana contra
bactérias gram positivas e negativas das espécies Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus além das cepas de fungos Aspergillus flavus e
Candida albicans. Adicionalmente, no mesmo trabalho foi reportado a sintese, caracterizacao
e atividade antitumoral dos complexos de Pt(I\V) e Pd(ll) de formula Pt(NA)2Cls-5H20 e
Pd(NA)2Cl2-H20 na linhagem tumoral de MCF-7 (carcinoma de mama) demonstrando uma
concentracdo inibitoria média de 3.10 ug e 4.80 ug respectivamente (AL-SAIF; REFAT, 2012).

Recentemente, complexos de cobre (II) com nicotinamida e substancias anti-
inflamatorias (&cido tolfendmico e acido meclofendmico) (Figura 19) apresentaram
citotoxicidade in vitro em linhagens de cancer de pulmao (A549), além dos estudos de titulacdo
espectroscopica e viscosidade com ct-DNA demostrarem intercalacdo dos complexos a dupla
fita de ct-DNA com uma constante de ligagdo intrinseca (Kb) da ordem de 10*-10° M
(JOZEFIKOVA et al., 2022).
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Figura 19 — Representacao estrutural dos complexos de cobre, [Cu(tolf-O)(tolf-O,0")(nia-N)2(EtOH)]
(@) e [Cu(meclf-O)(meclf-0,0")(nia-N)2(EtOH)] (b), onde tolf= &cido tolfenamico, nia=

nicotinamida e meclf= acido meclofenamico.

Fonte: Adaptado de (JOZEFIKOVA et al., 2022).

Apesar dos relatos referente a coordenagdo da nicotinamida com diversos metais de
transicdo e diversas aplicacdes, a coordenacdo deste ligante com o ion metélico ruténio é
escassa. Wang e colaboradores relataram a sintese, caracterizacdo, atividade antitumoral e
possivel mecanismo de acdo de complexos semi-sanduiche de Ru-areno envolvendo ligantes
inibidores da familia de proteinas poli(ADP-ribose) polimerase-1 que desempenha papel chave
na replicacdo do DNA, regulacéo transcricional e reparo de danos ao DNA. A citotoxicidade
foi avaliava nas linhagens tumorais A549 (adenocarcinoma de pulméo), HCT116 (Carcinoma

coloretal), A2780 (Adenocarcinoma de ovario), Hcc1937 (carcinoma de mama) e na linhagem
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de células normais de fibroblastos de pulmd8 MRC-5. Curiosamente o complexo com a
nicotinamida apresentou baixa citotoxicidade nas linhagens avaliadas.(WANG et al., 2014).

Ademais, os complexos cis-[Ru(bpy)2(NA)CI]*, cis-[Ru(bpy)2(NA)I]" e cis-
[Ru(bpy)2(NA)2]*? (Figura 20), onde bpy = 2,2’-bipiridina e NA = nicotinamida foram
reportados. Experimentos de RMN de H realizados nas temperaturas de 298, 323 e 185K em
acetona evidenciaram a formacdo de dois atropoisdbmeros denominados configuragdo 1 e 2
(Figura 10), onde a configuracdo 1 € a mais estavel em solugdo. Tais observacdes se explicam
pelo ligante haleto (-Cl ou -I) interagir com os protons do grupo piridil da bipiridina e da
nicotinamida através de ligagdo de hidrogénio. Curiosamente o complexo [Ru(bpy)2(NA),]*2
apresentou trés atropoisémeros em 183K, denominados formas A, B e C, sendo C o mais estavel
e B 0 menos em solucdo (SMITH et al., 2017).

Figura 20 — Representacdo estrutural dos complexos de ruténio com nicotinamida.
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2.5 LIGANTES PIRIDINICOS E FOSFINICOS

As piridinas apresentam além do carater basico caracteristico do par de elétrons livre do
nitrogénio, o sistema ciclico rico em densidade eletrénica, o que a torna capaz de interagir com
acidos de Lewis como os ions metélicos. Adicionalmente os orbitais ©* do carbono podem se
sobrepor com os orbitais semipreenchidos do metal (com simetria e energia compativeis) e
receber a densidade eletronica do metal, sendo esta conhecida como retrodoacéo, estabilizando

0s ions metalicos em estado de oxidacao baixo (Figura 21) (PAL, 2018).

Figura 21 — Ligacdo da piridina com metais.
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Fonte: Adaptado de (PAL, 2018).

Em sistemas polipiridinicos a fusdo de dois ou mais anéis piridinicos resulta em agentes
guelantes multidentados (PAL, 2018), tais como a bipiridina (bipy), fenantrolina (fen) e
terpiridina (Figura 22), devido sua estabilidade redox e facilidade de funcionalizag&o, é possivel
obter uma diversa gama de substituintes/derivados da bipiridina, como exemplificado na Figura
22, com a substituicdo na posicdo 4 ou 5 do anel da piridina, levando a modificacbes das
propriedades eletronicas e interagdes o ¢ m, (SAJJAD HOSSAIN et al., 2019). Tais ligantes
vem sendo extensivamente utilizados na complexacdo a ions metélicos e apresentando
potenciais aplicacdes biologicas (LIANG et al., 2022a), luminescéncia (YIP; LO, 2018),
catalise (TONG et al., 2020) XU; LIU; LI, 2019) e sistemas supramoleculares (BURIAN et al.,
2017).
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Figura 22 — Representacao estrutural de sistemas polipiridinicos.
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Essa classe de compostos bem como seus derivados e complexos possuem a capacidade
de mimetizar biomoléculas como: proteinas, acidos nucleicos e enzimas que possuem
propriedades importantes no metabolismo humano. Tal caracteristica resulta das propriedades
estruturais e a forte interacdo com essas biomoléculas (MARA DE OLIVEIRA; AZEVEDO
BATISTA; CNPQ, 2014).

Ja as fosfinas sdo ligantes neutros que também portam um par de elétrons capaz de
formar ligacdes o e orbitais hibridos vazios (3pc*dr) , aptos a receberem elétrons dos orbitais
semipreenchidos do metal, formando retrodoacdo assim como as piridinas. A substitui¢do por
grupos retiradores de densidade eletrdnica enfraquece a doagdo o da fosfina e diminui a energia
dos orbitais hibridos (3pc*dr) permitindo uma sobreposicdo mais efetiva com os orbitais do
metal levando a maior capacidade de retrodoacdo. Outro aspecto que demonstra a versatilidade
das fosfinas esta relacionado ao impedimento estérico. O aumento do tamanho dos substituintes
R (PRa3) gera ampliagdo nos angulos R-P-R (denominado angulo de cone de Tolman) e no caso
de complexos metalicos gera-se uma série de consequéncias como: alteracdo dos angulos dos
ligantes, aumento das distancias de ligacdo metal-fosforo e metal-ligante, reduz o carater doador
do fésforo, favorece baixos estados de oxidacdo do metal e favorecer a coordenagdo (VALLE
et al., 2008).

Tais caracteristica torna essa classe de ligantes muito versateis sendo capazes de
estabilizar as valéncias mais altas e as mais baixas de metais de transi¢do, promover alteracdes
sobre a reatividade do centro metalico e apresentar um acentuado efeito trans labilizante que
leva a formagéo de complexos facilmente dissociaveis (VALLE et al., 2008).

Complexos fosfinicos de metais de transicdo vem sendo estudados a décadas e a
aplicacdo mais conhecida é na catalise. Entretanto, a descoberta do envolvimento de complexos

metalicos com fosfinas em atividades antitumorais a cerca de 40 anos é conhecida da literatura
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(QUEIROZ; BATISTA, 1996; SIMON et al., 1979). A descoberta que impulsionou estes
estudos foi a atividade antitumoral da Auranofina, EtsPAuSGIu(Ac)s, em culturas de células
cancerosas e ser uma droga liberada em uso clinico para tratamento da artrite. Complexo
analogo (sem fosfina), AuSGIlu(Ac)s, demonstrou atividade cerca de 150 vezes inferior na
mesma linhagem tumoral, indicando que a atividade esta relacionada a fosfina (QUEIROZ;
BATISTA, 1996).

Estudos posteriores visando obter uma relacdo entre a atividade antitumoral e
propriedades dos ligantes fosfinicos (como auto oxidagédo e pKa), demonstraram que fosfinas
com oxidagdo lenta e mais acidas (menor pKa) sdo aquelas cujos complexos tém maior
atividade. Indicando que a complexagéo blinda a fosfina da oxidacgao e permite o transporte da
mesma até o alvo terapéutico (BERNERS-PRICE et al., 1987).

A partir de entdo diversos trabalhos sdo reportados na literatura envolvendo
complexos de metais de transicdo como: Ru (I1), Au(l), Cu (I1), Pt(I1) e Ag(l) contendo ligantes
fosfinicos, os quais na maioria das vezes apresentam atividade antitumoral (DIMBARRE LAO
GUIMARAES et al., 2022; KOMARNICKA et al., 2018; REDDY et al., 2018) e antibacteriana
(FAIHAN et al., 2022; YILMAZ et al., 2014).

2.6 OXIDO NITRICO E COMPLEXOS NITROSILA

O &xido nitrico é uma espécie radicalar (possui um ou mais elétrons desemparelhados)
que possui configuracio eletronica de camada de valéncia (62s)? (62s5%)? (62pz)? (n2p)* (n2p*)*,
onde os orbitais ¢ ligante e antiligante de menor energia juntamente aos orbitais ligantes 6 e
estdo preenchidos. A formacdo do NO, se deve a combinacdo dos orbitais atbmicos do
nitrogénio e oxigénio, gerando mescla de orbitais moleculares como mostrado na Figura 23. O
NO apresenta baixa solubilidade em solucdes aquosas (aproximadamente 2 mM) além de nédo
sofrer hidratacdo, tais caracteristicas sdo uma vantagem em termos de acesso as celulas pois em
membranas lipidicas e solventes apolares sua solubilidade é 6-8 vezes maior (KAMM et al.,
2019).
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Figura 23 — Diagrama do orbital molecular para o éxido nitrico (NO).
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Fonte: Adaptada de (HUHEEY; KEITER; KEITE, 2008).

Até 1987 acreditava-se que o 0xido nitrico era uma substancia tdxica ao organismo,
entretanto Furchgott, Ignarro e Murad descreveram pela primeira vez a relagdo entre 6xido
nitrico e vasodilatacdo, fato que lhes deram o Prémio Nobel de Fisiologia/Medicina em 1998
(PALMER; ASHTON; MONCADA, 1988). Desde entéo pesquisas visando as fungdes do NO
no organismo foram desenvolvidas e hoje sabe-se que ele atua como molécula fundamental
para 0s processos fisioldgicos de neurotransmissdo (LOURENCO et al., 2017), vasodilatacdo,
atua como mensageiro secundario no cérebro e sistema nervoso periférico (CARAMORI et al.,
2015), funcdo plaquetdria (CARAMORI et al.,, 2015), alem de possuir atividade
antimicrobiana, antitumoral e antioxidante endogeno (HEINRICH et al., 2011b;
MCCLEVERTY, 2004; SERLI et al., 2003).

A fim de compreender esses processos fisioldgicos é necessario compreender a natureza
da ligacdo da molécula NO e como ela pode interagir com substancias presentes no organismo.
O NO apresenta baixo potencial de ionizagao (9,25 ¢V) indicando que o elétron no orbital 7*
(Figura 23) pode ser rapidamente perdido ou reagir com outras moléculas com elétrons
desemparelhados como oxigénio gerando uma série de reagdes conforme a Figura 24 abaixo
(KAMM et al., 2019):
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Figura 24 — Exemplos de reacgdes radicalares que podem ocorrer no organismo

NO + 0, —» OONO
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Fonte: (KAMM et al., 2019)

Apesar dessas reacdes serem extremamente favoraveis em ambiente fisioldgico as
concentragdes baixas de NO e O tornam essas reacdes lentas. Uma demonstracéo dessa cinética
sdo dados que em concentracfes de NO de 10.000 ppm o t12 é de apenas 20s, entretanto com
concentracdo de 10 ppm o tempo passa para 6 horas. Esses resultados demonstram a
versatilidade do NO podendo participar em diversos processos fisioldégicos (KAMM et al.,
2019).

Nos mamiferos, esta molécula é produzida endogenamente principalmente pela
oxidacdo de um dos grupos amino presentes no residuo de guanidina do aminoacido L-arginina.
A reacdo, esta sumarizada na Figura 25, é catalizada pela familia de enzimas NO sintetase
(NOS) que utiliza oxigénio e NADPH (energia) como co-fator gerando a conversdo da L-
arginina(l) em L-citrulina (111) (GAO, 2010; TENNYSON; LIPPARD, 2011). Uma maneira
alternativa de geracdo envolve a reducdo de nitrato (NO3") e nitrito (NO2") consumidos a partir
de alimentos como vegetais (NOz’), frutas (NO2’), carnes processadas (NO2) ou gerados

endogenamente.

Figura 25 — Esquema da sintese endégena do NO.
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E relevante mencionar mais detalhadamente a participacdo do NO na regulacdo da
atividade vasodilatadora que € realizada a partir da ligagdo de mensageiros quimicos na enzima
eNOS (6xido nitrico sintetase endotelial) causando a sua ativacdo e posterior interagdo com a
membrana plasmatica das células endoteliais (KVIETYS; GRANGER, 2014). Estas interacfes
geram a abertura dos canais de calcio (Ca*?) causando a diminuicdo da concentragdo de Ca*?
na célula e ativando assim a enzima eNOS. A partir de entdo, o 6xido nitrico é gerado pela
oxidacdo da L-arginina e desloca-se da célula endotelial até a muscular, onde interage com a
enzima guanilato ciclase solavel (sGC) que catalisa a reacdo de conversdo da guanosina
trifosfato em guanilato monofasico ciclico (KVIETYS; GRANGER, 2014). Tal reagdo
ocasiona o aumento de concentracdo de guanilato que gera o relaxamento muscular e melhora
do fluxo sanguineo (KVIETYS; GRANGER, 2014).

A quantidade de NO presente no organismo varia de 1 nM a 100 uM e recentemente
estudos vem demonstrando que o controle dessa concentracdo esta diretamente relacionado aos
inimeros processos fisiologicos que ele participa. Concentrac6es acima de 1 uM geram efeitos
indiretos como a formacdo de radicais de oxigénio (superdxido, hidroxila e oxigénio
molecular), doencas degenerativas (reumatismo, diabetes e choque sépticos)
(BHATTACHARYYA et al., 2014; MIRANDA; ESPEY; WINK, 2000). Ja inferiores a 1 uM
em tecidos geram processos fisioldgicos benéficos(BHATTACHARYYA et al., 2014).

O o6xido nitrico pode coordenar com metais de transicdo como o ruténio através dos
orbitais o (preenchidos) e ©* vazios que possuem energia e simetria adequada para interagir
com os orbitais d semipreenchidos do metal. Quando essa interacdo ocorre, o ligante
compartilha seus elétrons do orbital c com o metal e em contrapartida o metal envia seus
elétrons para o ligante, ou seja, retrodoacéo.

Vale destacar que o NO pode agir como agente sinalizador ativando varias enzimas que
apresentam como caracteristica em comum a presenca de metais, dentre eles ferro, cobre, ou
zinco, formando nitrosilo complexos que desencadeiam a maioria das atividades biolégicas.
Nesse sentido, alguns autores, tem relatado, sob condigdes fisioldgicas, formagdo de complexos
metalicos ou metaloproteinas como agentes chaves nas reagdes de nitrosagdo por NO (pois NO
livre ndo permite a reacdo), atuando com um ativador dos processos fisiologicos do NO
(BUTLER; NICHOLSON, 2003).

Um exemplo, é a forte ligacdo do NO as porfirinas de ferro (classe de compostos
responsaveis pela biossintese do grupo heme presente na hemoglobina). A formagédo dessa

ligagdo causa enfraquecimento do ligante imidazdlica na posicdo trans, levando a sua



67

dissociacdo. A coordenacdo leva o atomo de ferro para fora do anel pofirinico, expondo o sitio
catalitico da enzima para a molécula GTP, ativando a sua conversdo para cGMP, gerando como
consequéncia a vasodilatacdo. Esse mecanismo foi sugerido como modo pelo qual o NO ativa
a enzima sGC e causa a vasodilatacdo (Figura 26) (BUTLER; NICHOLSON, 2003).

Figura 26 — Possivel mecanismo de ativacdo da enzima guanilato ciclase pelo NO
(A) e Conversdo de GTP em cGMP ap6s ativacao
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Fonte: (BUTLER; NICHOLSON, 2003)

O nitroprussiato € o unico complexo metalico usado clinicamente para liberacdo de NO.
Foi empregado pela primeira vez em humanos em 1928 e ao ser administrado por via
endovenosa sofre interacdo com a oxihemoglobina, liberando cianeto e 6xido nitrico (NO), e
por conseguinte gerando a metahemoglobina. A liberacdo do NO ativa a enzima guanilato
ciclase (GC) presente no musculo liso vascular que tem como funcdo provocar o aumento da
concentracdo de guanosina ciclica monofosfato (cGMP), inibindo a entrada de ions calcio nas
células da musculatura vascular lisa, provocando a maior captacdo de calcio pelo reticulo
endoplasméatico e gerando p6r fim a vasodilatagdo, conforme resume a Figura 27
(FRIEDERICH; BUTTERWORTH, 1995).
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Figura 27 — Mecanismo de acdo do nitroprussiato de sédio

relacionado com a vasodilatacéo.
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Fonte: (FRIEDERICH; BUTTERWORTH, 1995). Adaptada.

O ruténio é o metal que mais forma nitrosilo complexos(SERLI et al., 2003). Esses
compostos tem a habilidade de captar e/ou liberar NO que por consequéncia o0s torna capazes
de atuarem como farmacos no tratamento de doencas cardiovasculares e cancer. A quimica de
coordenacao dos nitrosilos metalicos expandiu-se rapidamente nas ultimas décadas e vém
apresentando diferentes propriedades bioldgicas, fotoquimicas ou espectroscopicas (SERLI et
al., 2003).

Como exemplo o nitrosilo complexo de aminas e tetraazamacrociclos alifaticos
podem doar NO devido a apresentarem caracteristicas marcantes como: baixa citotoxicidade
em células normais, hidrossolubilidade, estabilidade a oxidacdo do ar e possibilidades de
adequacdo da reatividade do NO coordenado, pela escolha do ligante axial (L2) em trans-
[RU"(NO*)(L1)x(L2)]™. Muitos desses doadores de NO apresentaram atividades contra varias
doencas (TFOUNI et al., 2010, 2012).

O NO em células cancerigenas é capaz de promover 0 vazamento de citocromo ¢ da
membrana plasmatica e ativar a familia de proteinas caspases em uma cascata de sinalizacdo e
desencadear apotose (TFOUNI et al., 2010). Estudos com nitrosilo complexos de ruténio com
piridinas e seus derivados como o trans-[Ru''(NO*)(NHs)4(py)]*" induziu apoptose em
linhagens de carcinoma hepatico HepG2 (PESTANA et al., 2009).

Ademais, complexos fosfinicos contendo piridinas com o ion metalico ruténio
reportado por GOLFETO e colaboradores cis-[Ru''(NO*)(dppp)(L)CI2]PFs, onde dppp = 1,3-
bis(difenilfosfina)propano e L= piridina, 4-picolina, 4 fenilpiridina ou dmso, apresentaram

atividade citotoxica, in vitro, contra linhagens de células tumorais de carcinoma de mama
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humano (MDA-MB-231), ICso= 19,0; 7,4; 7,1 e 12,1 umol L, respectivamente. O valor de

ICso da cisplatina foi de 63 pmol L™ nas mesmas condices experimentais, demonstrando que

o0s nitrosilo complexos foram trés a nove vezes mais ativos do que a cisplatina. As estruturas

desses compostos estéo representadas na Figura 28 (GOLFETO et al., 2010).

Figura 28 — Representag&o estrutural dos compostos sintetizados por GOLFETO e colaboradores.
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Diante desde vasto arcabouco teorico referente a quimica dos complexos de ruténio

(1), aléem do potencial antitumoral destes compostos potencializados pelas atividades

terapéuticas da nicotinamida, 6xido nitrico, fosfinas, piridinas e bipiridinas, motivaram o

desenvolvimento de novos compostos promissores.
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3 MATERIAIS E INSTRUMENTACAO

3.1 SOLVENTES

Os solventes empregados nas sinteses (diclorometano, éter etilico, tolueno, hexano,
metanol e etanol) séo de procedéncia das empresas Sigma Aldrich ou Synth e foram utilizados
sem tratamento prévio em atmosfera inerte de gas argbnio. Nas andlises de ressonancia
magnética nuclear de *C, *H e 3P{*H} empregou-se CD,Cly, (CD3),SO, CD30D, CD3CD,0D
e D20 da Sigma Aldrich.

3.2 OBTENCAO DA ATMOSFERA INERTE DE ARGONIO

Os complexos foram sintetizados sob atmosfera inerte e em condic¢des anidras, através
de um sistema de secagem de gas argdnio montado no laboratério E-109 da UNIFAL-MG,
conforme ilustrado na Figura 29. A atmosfera inerte foi obtida através da passagem de fluxo de
argbnio por uma coluna de purificacdo composta de camadas alternadas de anéis de vidro (0,5
cm de didametro 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 calcio, respectivamente. A coluna contendo o catalisador foi
reativada periodicamente com Hz a 120 °C, durante pelo menos 24 horas. Estes procedimentos

foram necessarios para desoxigenar e secar 0 gas comercial.

Figura 29 — Sistema de secagem de gas argonio.

Fonte: do autor
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3.3 OBTENCAO DO GAS ONIDO NiTRICO

O gas de oxido nitrico (NO) foi gerado conforme ilustrado na Figura 30, onde em um
baldo de 3 bocas contendo fios de cobre metalico foi adicionado uma solucéo de acido nitrico
33% a partir de um funil de adi¢do. A reducdo do HNO3z levando a formagda de NO(g) ocorre
segundo a reac¢do (FEELISCH & STAMLER 1996):

3 CU(S) + 8 HN03 (aq) ™ 2 NO(g) + 3Cu(NO3)2 (aq) + 4H20(l)

Ap0s a reacdo o 6xido nitrico gerado passa por um baldo de duas bocas contendo solucao
satudara de hidroxido de sodio com finalidade de remover possiveis vapores de acido, e dgua
gue podem ser carreados com o gas. Por fim um tubo contendo carbonato de célcio ou silica
remove o possivel dioxido de nitrogenio (NO2) formado pela oxidagcdo do NO em contato com
oxigénio. Ao fim, o NO devidamente seco e purificado chega a saida de gas para reagir e formar
0 complexo desejado.

Figura 30 — Sistema gerador de dxido nitrico empregado.
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Fonte: do autor

3.4 OBTENCAO DO GAS CLORO

O cloro foi gerado a partir da reacdo de oxidacdo do &cido cloridrico em contato com
permanganato de potassio (KMnQOs) por meio de um aparato esquematizado na Figura 31,

empregando um funil de adicdo e erlenmeyer. A reacao € descrita a seguir.
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KMTl04(S) + 4'HCl(aq) - MnOZ (s) + KCl(aq) + 2 HZO(I) + 3/2Cl2(g)

Figura 31 — Sistema de geragdo de gas cloro.

Fonte: do autor

3.5 REAGENTES E LIGANTES

Reagentes de pureza analitica foram empregados como fornecidos, sem tratamento
prévio, sendo eles: cloreto de ruténio (I11) hidratado, hexafluorofosfato de aménio, &cido nitrico,
acido cloridrico e permanganato de potassio provenientes da Sigma Aldrich. O perclorato de
tetrabutilamonio, PTBA, da Acros.

Os ligantes fosfinicos empregados estdo representados na Figura 32 (a), sendo estes,
trifenilfosfina e 1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb). J& os ligantes piridinicos e bipiridinicos:
piridina, 4-picolina e 4-vinilpiridina; 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina (4,4’-Me-bipy); 5,5’-dimetil-
2,2’-bipiridina (5,5’-Me-bipy) e 4,4’-dimetdxi-2,2’-bipiridina (4,4’-Metoxy-bipy) (Figura 32
(b)), foram obtidos comercialmente, todos de pureza analitica e procedentes da Sigma-Aldrich.
O ligante nicotinamida (Figura 32 (c)) foi obtido junto ao Laboratorio de Controle de Qualidade
UNIFAL-MG.
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Figura 32 — Representacdo estrutural dos ligantes fosfinicos (a), ligantes bipiridinicos, piridinicos (b) e

nicotinamida (c).
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3.6 INSTRUMMENTACAO

3.6.1 Analise Elementar

As medidas de anélise elementar foram realizadas para determinacdo dos teores de
carbono, hidrogénio e nitrogénio, utilizando-se um analisador ThermoScientific de modelo
FlashSmart pertencente a CAQUI-USP (Central de Analises Quimicas Instrumentais do
Instituto de Quimica de Séo Carlos).
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3.6.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 3'P{*H}, H e BC{*H} foram
realizados no espectrometro Bruker modelo AC-300MHz, operando pra *H a 300 MHz, 75
MHz para RMN 3C{'H} e 130 MHz para RMN de 3P{*H}, instalado na Universidade Federal
de Alfenas. Todos os experimentos foram realizados em tubos de quartzo, para RMN de 'H e
13C{'H} foram obtidos solubilizando-se as amostras em CDCl; ou (CD3).SO dependendo da
solubilidade do composto. Para os espectros de 3!P{*H} as amostras foram solubilizadas em
diclorometano e um capilar contendo DO foi adicionado no interior do tubo de RMN. Todas
as analises de 'H e BC{*H} foram realizadas a temperatura de 298k e empregando TMS

(tetrametilsilano) como referéncia.

3.6.3 Espectroscopia de absorc¢édo na regido do infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotdbmetro por transformada de Fourier (FTIR) da Shimadzu - Prestige 21, disponivel
no Laboratoério Interdisciplinar de Quimica (LablQ), localizado na Unifal-MG. As amostras
foram preparadas macerando-se os complexos com brometo de potassio (KBr) devidamente
seco e produzindo pastilhas com o auxilio de uma prensa hidraulica. As analises foram
realizadas na regido espectral entre 4000 e 400 cm™, adquirindo-se 32 scans e utilizando uma

resolucdo de 4 cm™.

3.6.4 Espectroscopia de absorc¢édo na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis)

Os espectros de absorcdo na regido do UV-vis foram registrados utilizando um
espectrofotometro da Thermo Scientific™, modelo Evolution 60S disponivel no Laboratorio
Interdisciplinar de Quimica (LablQ), localizado na Unifal-MG. Os compostos foram
solubilizados em diclorometano, obtendo-se solu¢Ges nas seguintes concentragfes Cl =
4,79x10°, C2 = 4,73x10 e C3 =5,56%x10°, C4 = 3,40 x 10>, C5=2,64 x 10° e C6 = 4,16 x
10° mol.L™. Para os ligantes e precursores preparou-se solugdes de concentragéo de 1 x 1073
mol.L? e posteriormente diluiu-se para as concentragdes desejadas. As medidas foram
realizadas utilizando-se cubetas de quartzo com caminho ¢ptico de 1 cm na regido

compreendida entre 190 e 900 nm.
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3.6.5 Condutividade Molar

O condutivimetro empregado nas analises foi MS Tecnopon modelo mCA-150,
equipado com cela de platina e constante igual a 1, localizado na Universidade Federal de
Alfenas (UNIFAL-MG). Foram preparadas solu¢des em CH2Cl, com concentragdes na ordem
de 1x107° mol.L™.

3.6.6 Difracao de raios X por monocristal (DRXM)

Monocristais laranja de tamanho adequado foram obtidos para C1 e C5 a partir da
técnica de evaporacdo lenta de solventes. As medidas de DRXM foram realizadas em um
difratbmetro Rigaku XtaLAB Synergy-S, equipado com detector HyPix-6000HE e empregando
como fonte de radiacdo 0 MoKo (A = 0.71073 A), instalado no Instituto de Fisica da
Universidade de Sdo Paulo, campus de S&o Carlos em parceria com o Prof. Dr. Javier Alcides
Ellena e o Prof. Dr. Jodo Honorato de Araujo-Neto.

Os cristais foram separados e selecionados utilizando 6leo mineral em cryloop. O
software CrysAlisPro (CRYSALIS PRO, 2014) foi empregado na coleta de dados, refinamento
de cela, reducdo dos dados e 0 método multi-scan para correcdo de absor¢do. Todas as estruturas
foram resolvidas e refinadas utilizando-se o software SHELXL-2018/3 (SHELDRICK, 2015)
contido no WinGX (FARRUGIA, 2012). Todas as representacfes estruturais foram obtidas
empregando o (MACRAE et al., 2008).

Para o complexo C1 todos os atomos, exceto hidrogénio e flGor, foram claramente
identificados e refinados por uma matriz completa de minimos quadrados F2 com parametros
térmicos anisotropicos. Os atomos de hidrogénio ligados a atomos de carbono foram
posicionados estereoquimicamente seguindo um modelo de equitagdo com comprimentos de
ligagdo C-H fixos de 0,93, 0,96 e 0,97 A para os grupos aromatico, metil e metileno,
respectivamente. Os parametros térmicos isotropicos de todos os hidrogénios dependiam dos
deslocamentos térmicos isotropicos equivalentes dos atomos ligados a eles [Uiso(H) = 1.2U¢q
(C-aromatico and C-metilénico) or 1.5Ueq (C-metilénico)]. Devido & desordem apresentada
pelos atomos de fldor do contra-ion hexafluorofosfato, uma restricdo do modelo (octaedro
regular) foi aplicada no SHELXL-2018/3 (SHELDRICK, 2015) para o refinamento final
dividindo quatro dos seis atomos de fltor em dois grupos (G1 = F1, F2, F3 e F5; G2 = F7, F8,
F9 e F10), resultando em uma ocupacéo final apos refinamento de 62:38. Surpreendentemente,

os refinamentos apontaram para uma ocupacdo incompleta da por¢do carboxamida do ligante
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nicotinamida (C6, O1, N4, H4a, H4b). O melhor ajuste encontrou uma ocupagdo de
aproximadamente 25%. Em seguida, o refinamento final teve a ocupacdo da fragéo
carboxamida fixada em 25%. Picos de densidade eletronica possivelmente referentes ao
solvente (moléculas de dgua e/ou metanol) foram localizados a partir dos mapas de diferenca
de Fourier. Devido & desordem e as altas correlacbes de ocupacao/parametros térmicos, sua
contribuicdo para a dispersdo foi removida em ambos os conjuntos de dados usando a
ferramenta de mascara de solvente disponivel em OLEX2 (DOLOMANOV et al., 2009).

3.6.7 Difracao de raios X por policristal (DRXP)

As medidas de DRXP foram realizadas no difratdbmetro automatico de policristal da
marca Rigaku modelo ULTIMA IV do Laboratério de Cristalografia na UNIFAL-MG. Durante
os experimentos foi empregado a radiagio CuKa (tubo selado) (A=1,5418 A) usando 6tica
instrumental de feixe paralelo. A varredura foi realizada no modo step-scan, entre 3 a 50° 20,
adquirindo a contagem a cada 0,05° 26 com um tempo de contagem de 5 segundos e para C6
de 15 segundos. Foi usado uma voltagem de 40 kV e corrente de 30 mA.

Foram realizados refinamento de Rietveld (RIETVELD, 1967, 1969) para 0s
difratogramas de C6 empregando FullProf Suite Toolbar (CARVAJAL, 2001) com a finalidade
de confirmar a estrutura isoestrutural de C6 em relagdo a C5 (determinado por DRXM) com
base nos difratogramas obtidos, bem como para obter informacdes sobre orientacdo preferencial
e estrutura cristalina refinada (par@metros de célula e coordenadas fracionadas). Pseudo-Voigt
Thompson-Cox-Hasting, e a fun¢do modificada de March foi usada para modelar a orientagédo
preferencial. Para o refinamento Rietveld final, todos os parametros de rede foram liberados
iterativamente, e algumas posicfes atdmicas e parametros térmicos foram submetidos a

refinamento.

3.6.8 Espectrometria de massas (EM)

Os experimentos de espectrometria de massas para 0s complexos C1, C2 e C3 foram
realizados em um espectrémetro MALDI-TOF/TOF Bruker modelo Maldi Autoflex Max. As
amostras foram preparadas com matrix HCCA contendo 10 mg mL* em 50% de acetonitrila e
0.1% TFA(acido trifluoracético) na proporc¢édo 1:1 (v/v) e depois foram depositadas em placas

seguindo o método da gota seca.
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3.6.9 Voltametria ciclica (VC)

As medidas eletroquimicas foram obtidas em um potenciostato Autolab® PGSTAT
128N (Eco Chemie) da Universidade Federal de Alfenas e os dados foram processados
utilizando-se o software GPES (General Purpose Electrochemical System). O sistema foi
composto por uma célula eletroquimica de vidro, com capacidade para 10 mL e trés eletrodos:
um de referéncia Ag/AgCl e os eletrodos de trabalho e auxiliar, ambos de platina. Solu¢6es
eletroliticas 0,1 mol-L* de perclorato de tetrabutilaménio (PTBA) em diclorometano foram
preparadas de modo a se obter concentracGes dos complexos a serem analisados da ordem de
1,0 x 10 mol-L*. Durante todas as medidas utilizou-se atmosfera inerte.

3.6.10 Analises Térmicas (TG e DTA)

As técnicas de termogravimetria (TGA) e Andlise térmica diferencial (DTA) foram
realizadas empregando-se a termo balanca da TA Instruments, modelo Q600 disponivel no
Laboratorio Interdisciplinar de Quimica da UNIFAL-MG. Cada amostra com massa de
aproximadamente 10 mg foi analisada em um cadinho de alumina e submetida a um
aquecimento controlado até 1000 °C, com raz&o de aquecimento de 20°C-min, sob atmosfera

de ar sintético e fluxo continuo de 100 mL-min?.
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4 METODOLOGIAS

4.1 SINTESE DOS COMPLEXOS PRECURSORES

4.1.1 Dicloro-tris(trifenilfosfina)ruténio(ll), [RuClz(PPhs)s]

O precursor [RuClz(PPhs)s], foi obtido a partir da redugdo do tricloreto de ruténio (I11)
hidratado (RuCls.xH.0) com trifenilfosfina (PPhs), utilizando modificagdes do procedimento
descrito na literatura por (STEPHENSON; WILKINSON, 1966). Cerca de 1,00 g de
RuClz.xH20 (4,82 mmol) foi dissolvido em 200 mL de metanol desaerado sob refluxo em bal&o
volumétrico e sob atmosfera inerte por 20 minutos. Na sequéncia, 6,32 g (24,11 mmol) de
trifenilfosfina foram adicionados e a solucdo foi mantida sob refluxo em atmosfera inerte por
trés horas. Nesse periodo observou-se a formacao de um precipitado marrom que foi filtrado
em funil de placa porosa, lavado com metanol e hexano a quente e previamente desaerados

(remocdo do excesso de fosfina livre) e por fim seco sob vacuo. Rendimento: 3,94 g (85,2 %).

4.1.2 n-[1,4-bis(difenilfosfina)butano]-bis-dicloro-[1,4-
bis(difenilfosfina)butano]diruténio(ll), [Ru2Cla(u-dppb)s]

O complexo binuclear de ruténio (1) foi sintetizado de acordo com o procedimento da
literatura (BRESSAN; RIGO, 1975), que consistiu em adicionar 100 mL de hexano em um
baldo volumétrico e desaerar em atmosfera de argdnio por 20 minutos. Posteriormente
adicionou-se 0,50 g (0,52 mmol) do complexo precursor [RuCl2(PPhs)s] e 0,67 g (1,56 mmol)
de 1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb) numa proporcdo 1:3 (precursor/ligante). O meio
reacional foi mantido sob refluxo e agitacdo por 6 horas. Formou-se um precipitado verde que
foi filtrado e lavado com metanol desaerado (2 x 20 mL) e depois com hexano desaerado (2 x
20 mL) a fim de remover o excesso de trifenilfosfina. Por fim, o composto foi seco a vacuo.
Rendimento: 0,78 g (92,10 %).

4.1.3 cis-dicloro[1,4-bis(difenilfosfina)butano]-(N-N)ruténio(ll), cis-[RuClz(dppb)(N-N)],
onde N-N = 4,4’-dimetil-2,2-bipiridina (4,4’-Me-bipy), 4,4’-dimetoxi-2,2’-bipiridina
(4,4’-Metoxy-bipy) e 5,5’-dimetil-2,2-bipiridina (5,5’-Me-bipy)
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As sinteses dos complexos precursores bipiridinicos foram realizadas como descrito na
literatura por (QUEIROZ et al., 1998) com algumas modifica¢des. Adicionou-se 0,30 g (0,18
mmol) do complexo [Ru2Cls(u-dppb)s] em 40 mL de tolueno desaerados no interior de um
frasco tipo schlenk. Foi realizado vacuo e mantido sob agitacdo até a dissolucédo, na sequéncia
adicionou-se 0,10 g (0,55 mmol); 0,12 g (0,55 mmol) do ligante bipiridinico N-N= 4,4’-Me-
bipy/5,5’-Me-bipy ou 4,4’-Metoxy-bipy respectivamente na propor¢édo 1:3 precursor/ligante. O
meio reacional foi mantido sob agitagéo, atmosfera inerte e aquecimento em refluxo por 48 h.
Ao final houve a formacao de um precipitado vermelho, o qual foi filtrado sob vacuo, lavado
com hexano e seco a vacuo. Rendimentos: 0,13 g (89,9 %), 0,12 g (83,0 %) e 0,13 g (86,4 %)
referentes aos complexos cis-[RuCl(dppb)(4,4’-Me-bipy)], cis-[RuClz(dppb)(5,5’-Me-bipy)] e
cis-[RuClz(dppb)(4,4’-Metoxy-bipy)], respectivamente.

Dessa maneira os precursores empregados na serie 1 de complexos sintetizados neste

trabalho apresentaram rota sintética sumarizada no Esquema 1 abaixo

Esquema 1 — Rota sintética empregada na obten¢do dos precursores cis-[RuCl,(dppb)(N-N)], onde N-N = 4,4’-
dimetil-2,2-bipiridina (4,4’-Me-bipy), 4,4’-dimetoxi-2,2’-bipiridina (4,4’-Metoxy-bipy) e 5,5’-
dimetil-2,2-bipiridina (5,5’-Me-bipy).

H3C CH3

=N N\=

4 A'-dimetil-2,2-bipiridina
4 4'-Me-bipy

E RuCl,.H,0

MeOH + PPh; (excesso)/
refluxo (3h)

CH3 H3C
o)

(0]
(50mL) hexano + [RuCl,(PPh,);] + dppb ( / \ / \
=N N=

1:3)/ refluxo (6h)

4,4'-dimetoxi-2,2-bipiridina
4,4'-Metoxy-bipy

[Ru,Cly(dppb),]

l (40 mL) de dicloro metano+ [Ru,Cl,(dppb),] H3C /_; ﬁ_\ CH3

+ N-N ( 1:3)/ refluxo (2 dias)

5,5'-dimetil-2,2-bipiridina
5,5'-Me-bipy

cis-[RuCl,(dppb)(N-N)]

Fonte: do autor
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4.1.4 Tricloro[1,4-bis(difenilfosfina)butano](aqua)ruténio (111), mer-[RuCls(dppb)(H20)]

O aqua complexo foi sintetizado de acordo com a metodologia descrita na literatura por
(BATISTA; QUEIROZ, 2006), dissolvendo-se 0,20 g (0,12 mmol) do precursor binuclear
[Ru2Cls(u-dppb)s] em 20 mL de metanol desaerado contidos em um schlenk. A solugéo foi
borbulhado gés cloro (utilizando-se do sistema mostrado na secdo 3.4) até a formagdo de um
precipitado vermelho, que foi lavado com éter etilico e seco a vacuo. Rendimento: 0,073 g (90,9
%).

4.1.5 mer-[RuCl3(NO)(dppb)]

O complexo foi preparado pela metodologia descrita na literatura (BATISTA et al.,
1999) que consistiu em adicionar 0,20 g (0,31 mmol) do complexo mer-[RuClsz(dppb)(H20)]
em um frasco tipo schlenk contendo 15 mL de diclorometano desaerado. A solucdo foi
conectada & saida da linha do sistema gerador de 6xido nitrico (se¢do 3.3) e na sequéncia foi
feito vacuo e atmosfera de NO varias vezes com agitagdo até que a coloragdo da solucédo
mudasse do vermelho para o marrom. A partir desse momento, reduziu-se o volume da solucao
para aproximadamente 3 mL e na sequéncia adicionou-se éter etilico desaerado, promovendo a
formagéo de precipitagdo marrom claro, o qual foi filtrado, lavado com éter e seco sob vacuo.
Rendimento: 0,16 g (78,5 %).

4.1.6 fac-[RuCls(NO)(dppb)]

O isdmero facial foi preparado de acordo com a metodologia descrita na literatura por
(VON POELHSITZ et al., 2002), onde desaerou-se cerca de 40 mL de metanol em um frasco
tipo schlenk por cerca de 20 minutos e entdo adicionou-se 0,20 g (0,30 mmol) do complexo
mer-[RuClz(NO)(dppb)]. O meio reacional foi mantido sob agitagédo e em aquecimento sob
refluxo por 4 horas, observando-se ao final a formacgdo de um precipitado amarelo. O mesmo
foi filtrado em funil de placa sinterizada e lavado com éter etilico e metanol desaerado para
remover qualquer excesso do isdmero mer-[RuClz(NO)(dppb)].

Por fim a rota sintética completa para o precursor mer-[RuClz(NO)(dppb)] empregado

na sintese dos complexos da série 2 encontra-se resumida no Esquema 2 abaixo.
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Esquema 2 — Rota sintética empregada na obtencdo dos precursor mer-[RuCls(NO)(dppb)].

v
(50mL) hexano + [RuCl,(PPh,);] + dppb (

v 1:3)/ refluxo (6h)

 [RuCl(u-dppb).]

MeOH + PPhy (excesso)/

refluxo (3h)

MeOH + atmosfera de gas Cl,

MeOH + atmosfera de gas NO

mer-[RuCl;(dppb)(H,0)]

MeOH + refluxo (4horas)

Jac-[RuCl;(dppb)(H,0)]

Fonte: do autor

4.2 SINTESE DOS NOVOS COMPLEXOS DE RUTENIO (I1)

4.2.1 Sintese dos complexos [RuCI(NIC)(dppb)(4,4°-Me-bipy)]PFs (CL),
[RuCI(NIC)(dppb)(4,4’-Methoxy-bipy)]PFs (C2) e [RuCI(NIC)(dppb)(5,5’-Me-
bipy)]PFs (C3)

As sinteses de C1, C2 e C3 foram realizadas pela adi¢do de 0,05 g (0,06 mmol) dos
respectivos precursores com 0,016 g (0,13 mmol) de nicotinamida, proporcdo 1:2
precursor/ligante, e aproximadamente 0,010 g (0,064 mmol) de hexafluorofosfato de aménio
(NH4PFs) em uma solucdo de CH2Cl> (15 mL) e C2HsO (5 mL) devidamente desaerada, na
proporcao 1:3 e no interior de um frasco tipo schlenk. As reagdes permaneceram sob atmosfera
inerte de argdnio com agitacdo por 2 h. Decorrido o tempo notou-se a mudanca de coloracdo
de vemrmelho para laranjada, entdo a solucdo foi concentrada até aproximadamente 1 mL e

entdo adicionou-se dgua e obteve-se um precipitado de coloracdo alaranjada que foi filtrado e
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seco a vacuo. Rendimentos: 0,047 g (72,5 %), 0,047 g (73,2 %) e 0,045g (69,4 %) para C1, C2

e C3 respectivamente. A rota sintética esta representada no Esquema 3.

Esquema 3 — Rota sintética empregada na obtengdo dos complexos C1-C3.

Q @ PF,

, CH,CL,
“Ru
S o
O T O 22 St
Cl '

N o CH0H

HaC CHs o

o o o _ Hie— > >—cH

W2 Q0 QA
C1 N

Fonte: do autor

4.2.2 Sintese dos nitrosilo complexos de ruténio (I1) contendo ligantes piridinicos de
formula cis-[RuCIl2(NO)(dppb)(L)]PFs, onde L= Piridina (Py) (C4), 4-metilpiridina
(4Pic) (C5) e 4-vinilpiridina (4VPy) (C6).

Os compostos foram preparados pela adi¢ao de 0,050 g (0,075 mmol) do precursor mer-
[RUCI3(NO)(dppb)], 22 upL (0,22 mmol) dos respectivos ligantes piridinicos (1:3
precursor/ligante) e 0,012 g (0,075 mmol) de NH4PFs em um schlenk contendo uma solugéo de
CH2CI> (12 mL) e CH3OH (4 mL) previamente desaerados. As reagdes foram mantidas sob
agitacdo e atmosfera inerte por 2 h, onde notou-se ma mudanca de coloracdo de marrom escuro
para marrom claro. Em seguida, a solucéo foi concentrada para aproximadamente 1 mL e éeter
etilico foi adicionado forcando a precipitagdo de um solido marrom claro, que foi filtrado,
lavado com agua para remover 0 excesso do ligante e seco sob vacuo. Rendimentos: 0,053 g
(85,2 %), 0,055 g (84,3 %) e 0,058 g (87,6 %) para C4, C5 e C6 respectivamente. A rota

sintética esta sumarizada no Esquema 4 abaixo.
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Esquema 4 — Rota sintética empregada para obtencdo dos complexos C4, C5 e C6

Cl NO
CH,CL,

‘ CH,0OH
+ Ligantes

2 Ru I9EES  —— 2 Ru
O ‘ \Cl piridinicos NH,PF, ©_ /‘ \C]
Cl Cl

PF

N
N 27 N1
N <X I |
2”/ §]| 2” 1| 4\5%3
4 3 N7 ]
5 | (a) H\7 6
6 |
m H
Piridina (Py) 4-Metilpiridina (4Pic) 4-vinilpiridina (4VPy)
Complexo 4 (C4)  Complexo 5 (C5) Complexo 6 (C6)

Fonte: do autor

4.2.3 Sintese do complexo de formula [RuCl(Py)(dppb)(5,5’°-Me-bipy)]PFs, onde Py=
piridina, dppb= 1,4-bis(difenilfosfina)butano e 5,5’-Me-bipy= 5,5’-dimetil-2,2-
bipiridina.

O complexo foi sintetizado de acordo com procedimento descrito na literatura por
(SILVA et al., 2018). Adicionou-se 0,050 g (0,06 mmol) do precursor cis-[RuCla(dppb)(5,5°-
Me-bipy)] em schlenk contendo em 15 mL de CH2Cl. previamente desaerado. Na sequéncia,
15,5 uL (0,19 mmol) de piridinae 0,02 g (0,13 mmol) do contra-ion NH4PFs foram adicionados.
O meio reacional foi mantido sob agitacdo e atmosfera inerte por 30 minutos. A solucgéo foi
concentrada até aproximadamente 1 mL e entdo 15 mL de &gua foram inseridos para forcar a

precipitacdo de um sélido laranja, que foi filtrado e seco a vacuo. Rendimento 0,052 (80,7 %)
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4.3 ESTUDOS DE ESTABILIDADE

O estudo da estabilidade em solucdo dos complexos sintetizados foi avaliado por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 3'P{*H} no espectrémetro Bruker modelo
AC-300MHz, operando a 130 MHz localizado na Universidade Federal de Alfenas.

Para a série 1, as amostras foram preparadas individualmente pesando-se 0,01 g do
composto e 600 uL dos seguintes solventes (CD3).SO, CD2Cl;, CD30D ou CD3CD20D. Os
compostos C1, C2 e C3 foram avaliados nos intervalos de 0, 24 e 48 horas para (CD3).SO e
nos demais solventes 0, 24, 48 e 72 horas. Em uma segunda etapa, cada amostra foi solubilizada
em DMSO (sem exceder 0,5% v/v permitido em analises bioldgicas in vitro) e meio biologico
de cultivo das células (DMEM) na propor¢do 8:3 foi adicionado. Estas solucGes foram
analisadas nos intervalos de 0, 24 e 48 horas.

Ja a série 2, os ensaios de estabilidade foram avaliados (CD3).SO (capilar de D20), nos
tempos 0, 15, 60, 240 minutos, 24 e 48 horas. Ademais, preparou-se uma solucdo contendo
0,012 g do composto C4 em 600 uL de CD.Clz e 5 uL do ligante piridina livre e avaliou-se nos

tempos mencionados.

4.4 CRESCIMENTO DE CRISTAIS

Os monocristais de C1 e C5 foram obtidos a partir do método simples, porém eficaz de
evaporacao lenta de solvente, conforme ilustrado na Figura 33, que baseia-se em solubilizar os
complexos de interesse em um solvente, ou mistura de solventes (com diferentes polaridades),
vedando o cristalizador e realizando pequenas perfurac6es na vedacdo com o objetivo de que o
vapor de solvente em equilibrio com a solucdo escape o0 mais lentamente possivel. Apés a
montagem do sistema, deixou-se o cristalizador em repouso até atingir o ponto de saturagéo do
solido e favorecer o processo de nucleacdo e crescimento do cristal (ROSA, I. M. L. 2012,
p.67).
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Figura 33 — Representacdo esquematica do método de lenta evaporagdo de solvente
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Fonte: (CUNHA, 2008).
Neste trabalho empregou-se as misturas de solventes: CH,Cl,/MeOH na proporcao 1:2
viv para o complexo C1 e CH.Cl/MeOH na proporcdo 3:1 v/v para C5, estas foram

armazenadas no freezer, resultando na formagéo de monocristais como o da Figura 34, para C1.

Figura 34 — Monocristais formados para C1 por evaporacao lenta de solvente.

Fonte: do autor
45 ESTUDO DA INTERA(;AO COM DNA POR TITULA(;AO ESPECTROSCOPICA

O estudo da interacdo dos complexos sintetizados da série 1 com o DNA foi realizado
em um espectrofotdbmetro Shimadzu UV1800 disponivel no Laboratério de Analise e
Caracterizacdo de Farmacos (LACFar - Unifal-MG). As anélises foram realizadas por meio de

titulagdo espectroscopica a temperatura ambiente, onde uma solucdo de DNA foi preparada
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adicionando-se 0,02 g de ct-DNA em 10 mL de tampé&o Trizma (4,5 mM de Tris HCI; 0,5 mM
de Tris base e 50 mM de NaCl) com pH =7 4.

A concentracdo real de DNA por nucleotideo foi determinada por espectroscopia de
UV-vis, empregando o coeficiente de absor¢io molar de 6600 L- mol™*-cm™ em 260 nm e

aplicando-se a lei de Lambeert-Beer descrita abaixo:

Azeo = €20 b - C

Na equacdo acima, A (u.a) refere-se a absorbancia do cromoforo, neste caso o DNA, ¢
(L- molt.cm®) é a absortividade molar, b (cm) é o caminho Optico e ¢ (mol.L™Y) é a
concentracdo molar da solucéo.

As titulacGes foram realizadas adicionando-se em uma cubeta 1800 pL de tampéo
trizma, 120 pL da solugdo do complexo a ser analisado em DMSO na concentragdo de 1x107
mol.L (100 puL para C2 e C3) e 80 uL. de DMSO (100 pL para C2 e C3). Em outra cubeta, a
de referéncia, foi adicionado 1800 pL de tampéo trizma e 200 uLL de DMSO com a finalidade
de subtrair as diferencas de absorbancia entre o espectro da solucéo e dos complexos analisados.

Posteriormente em cada cubeta foi adicionado 15 pL de DNA-ct, estas foram
homogeneizadas durante 2 minutos e em seguida os espectros foram registrados na regido
espectral de 200 a 450 nm. Este procedimento foi repetido até ndo se observar grandes
alteracdes na absortividade molar da solugcdo do complexo apés adi¢do continua de DNA-ct.

A constante de ligacdo de equilibrio intrinseca (Kb) dos complexos com DNA foi obtida
monitorando as altera¢des na intensidade de absor¢édo com o aumento da concentracdo de DNA-
ct através da analise de regressdo e da equacdo de Neighbor Exclusion, descrita no item 4.3. O
DNA-ct, a solucdo tampdo Trizma e solvente DMSO foram obtidos comercialmente pela
Sigma-Aldrich.

4.6 ESTUDO DA INTERACAO COM ALMBUMINA DE SORO HUMANA (HSA) POR
FLUORIMETRIA

Os complexos da série 1 foram avaliados quanto a sua habilidade de interagir com a
proteina mais abundante no corpo humano, a albuminda de soro humana (HSA). Tais interagdes

foram avaliadas a partir da supressdo de fluorescéncia dos residuos de triptofano e tirosina
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presentes na HSA (5,0 umol L) em tampdo Trizma (4,5 mM de Tris HCI; 0,5 mM de Tris base
e 50 mM de NaCl) com pH = 7,4.

As anélises foram realizadas em um fluorimetro Cary Eclipse da Varian em triplicata
utilizando-se uma cubeta de quartzo com caminho éptico de 10 mm, presente no Laboratorio
de Bioquimica da Unifal-MG. Nos ensaios, preparou-se uma solugdo de 5,0 pmol L de HSA
em tampdo e adicionou-se soluces dos complexos em diferentes concentracfes (0-50 uM).
Uma solucéo padréo foi preparada com 900 pL de HSA e 100 uL de DMSO e sua fluorescéncia
foi medida, atuando como referéncia.

O comprimento de onda de excitacdo HSA foi definido em 280 nm e as medic¢des foram
realizadas em trés temperaturas de incubacdo (298, 304 e 310 K), permitindo a aquisicao de
espectros de emissao de 290-450 nm. A HSA, a solucédo de tampéo Trizma e solvente DMSO

foram obtidos comercialmente pela Sigma-Aldrich.

4.7 ESTUDO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

A avaliacdo da atividade antiproliferativa e citotoxica dos complexos sintetizados foi
realizada no Laboratério de Avaliacdo de Protdtipos Antitumorais (LAPAN), Instituto de
Ciéncias Biomédicas da UNIFAL-MG, sob a supervisdo da Profa. Dra. Marisa lonta, Dr.

Guilherme Alvaro Ferreira da Silva e Dr. Bruno Zavan.

4.7.1 Linhagens celulares e condicdes de cultivo

Os ensaios foram realizados nas linhagens tumorais: adenocarcinoma de mama (MCF-
7), carcinoma hepatocelular (HepG2), adenocarcinoma de pulméao (A549) e melanoma (SK-
MEL-147, WM1366 e CHL-1). Para avaliagdo do perfil de citotoxicidade frente células normais
foi utilizada a linhagem de fibroblastos normais derivados de pele humana saudavel (FPM).
Todas as linhagens celulares foram adquiridas no Banco de Células do Rio de Janeiro. As
células foram cultivadas em meio DMEM/F12 (Meio Minimo de Eagle modificado por
Dulbecco, Sigma, CA, USA) suplementado com 10 % de Soro Bovino Fetal (FBS, Cultilab,
SP, Brasil), mantidas em atmosfera controlada (37 °C e 5 % de CO2). Os complexos de ruténio
(1) foram solubilizados em DMSO e diluidos no meio de cultura para obtencdo das solugdes
de trabalho imediatamente antes dos tratamentos. A concentracédo final de DMSO no meio de

cultura ndo ultrapassou 0,1% (v/v).
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4.7.2 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada por ensaio colorimétrico empregando sulforrodamina
B (SRB) para quantificar o contetdo proteico. As células foram semeadas em placas de 96
pocos, utilizando indculo de 2 x 10* (HepG2), 1 x 10* em células SK-MEL-147, WM1366,
CHL-1 e MCF-7 ou 5 x 10® células de A549 por pogo. Inicialmente, as culturas foram tratadas
com os complexos C1-C3 (screening) na concentracdo de 40 UM por 48 h para HepG2, A549,
MCF-7 e SK-MEL-147. Os precursores e o ligante NIC foram incluidos nesta analise
empregando 100 uM de concentragdo por 48 h e, posteriormente, curvas dose-respostas foram
obtidas a partir do tratamento por 48 h para os complexos ativos. Em uma segunda etapa, as
células de melanoma (SK-MEL-147, CHL-1 e WM1366) foram tratadas com varias
concentragdes (1-100 uM) de C3 por 48 h para determinar a concentracdo capaz de inibir 50%
do crescimento celular (I1Cso).

Apos o tratamento, as células foram fixadas com &cido tricloroacético (TCA) a 15% a
4°C por 1 h. Em seguida, as amostras foram coradas com solu¢do SRB 0,4% por 1 hora. Apds
varias etapas de lavagem em &cido acético a 1 %, o SRB ligado foi solubilizado com um tampéo
tris(hidroximetil)aminometano (Tris) (10 Mm). Decorrido o tratamento as amostras foram
analisadas em espectrofotometro a 540 nm e a viabilidade celular foi definida comparando-se
os valores de absorbancia entre amostras tratadas com os valores de absorbancia obtidos nas
amostras controles.

Os experimentos foram realizados em quadruplicata e os dados apresentados
representam a média + o desvio padrdo (DP), mediante o célculo da concentracédo inibitoria

minima (I1Cso).

(Abs amostra x100)
Abs controle

% Viabilidade celular =

Ap0s as andlises das curvas de viabilidade (% de células vidveis em relagdo ao controle
ndo tratado), os valores de Clso foram determinados usando o programa GraphPadPrism®
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). O indice de seletividade (SI) foi determinado
por meio da razdo entre o valor de 1Csg para a linha celular normal e o valor de ICso para a linha
celular de cancer

Os valores de ICso foram determinados a partir de regressdo ndo linear usando o
software GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA) e o indice de
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seletividade (SI) foi definido como a razéo entre o valor de ICso para a linhagem celular normal
e tumoral.

4.7.3 Teste de exclusdo azul Trypan

Para 0 ensaio de exclusdo com azul de tripano as células foram semeadas em placas de
35 mm a uma densidade de 2 x 10° células/placa. Apds a adesao, as células foram tratadas com
0 C3 nas concentracfes de 10 e 20 uM por 24 e 48 h. Decorrido o tempo de tratamento, as
populacdes de células viaveis e inviaveis foram coletadas com tripsina/EDTA e a solucéo de
azul de Trypan (0,4 %) foi adicionada a suspensao celular (1:1) as células foram coletadas com
tripsina/EDTA e solucdo de azul de tripano (0,4 %) foi adicionada a suspensdo celular (1:1).
Posteriormente, as células foram contadas usando uma camara de hemocitdmetro e um
microscopio de luz para determinar a frequéncia de células inviaveis (coloridas em azul) e

viaveis (ndo coradas).

4.7.4 Andlise da progressao do ciclo celular

A anélise do ciclo celular foi realizada de acordo com o trabalho de Ferreira-Silva e
colaboradores (FERREIRA-SILVA et al., 2017a). As células CHL-1 foram semeadas em
placas com 35 mm com densidade de 1x10° células/pogo. Apds a adesdo, as células foram
tratadas com C3 nas concentragfes 10 uM e 20 uM por 24 h. Apos o término do tratamento, as
celulas foram coletadas por digestdo enzimética com solucéo de tripsina-EDTA (Sigma Aldrich
LTDA, Brasil) e fixadas com etanol a 4°C (75% em solugéo salina de fosfato tamponada com
PBS) por 30 min. Apos centrifugacdo (5 min a 1000 rpm), o precipitado de células foi
homogeneizado em tampao salina fosfato e as células fixadas em etanol gelado (75 %) por 30
min. Posteriormente, as células foram coradas por 1 h com solucdo corante contendo RNAse
(1,5 mg mL?, Sigma) e iodeto de propidio (90 pg mL™). A andlise foi realizada em um
citometro de fluxo (Guava Mini EasyCyte, 8HT, contendo o software GuavaSoft 2.7). Os dados

foram apresentados como média + DP de 3 experimentos independentes.
4.7.5 Ensaio da capacidade clonogénica
O ensaio clonogénico foi realizado de acordo com algumas modificagdes dos

procedimentos descritos por Franken e colaboradores (FRANKEN et al., 2006). As células

foram semeadas em placas de 35 mm de didmetro com densidade de 500 células/placa. Apos a
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adesdo (24h), as celulas foram tratadas com o composto C3 nas concentragfes de 10 e 20 uM
por 24 h. Decorrido o periodo de tratamento, o meio de cultura foi substituido por meio fresco,
e as culturas celulares foram mantidas na incubadora (37 °C) por 15 dias subsequentes. Apds o
periodo de incubacdo, as culturas foram lavadas com PBSA e fixadas por 30 minutos com
metanol P.A (Sigma-Aldrich LTDA, Brasil). Ap6s secagem, as placas foram coradas com
cristal violeta por 5 minutos. A quantificacdo das coldnias foi realizada em microscopio estéreo

(aumento de 20x) e foram contadas apenas as colonias com pelo menos 50 células.

4.7.6 Deteccéo de apoptose por ensaio de Anexina V/7-AAD

O ensaio de anexina V foi utilizado para avaliar o potencial citotdéxico do tratamento
com o complexo C3 frente a linhagem CHL-1. Assim sendo, foi empregado o Kit Guava Nexin
Reagent (Merck/millipore) de acordo com instruc@es do fabricante. As células foram semeadas
em placas de 6 pocos a uma densidade de 1 x 10° células/pogo. As culturas foram tratadas com
0 composto C3 por 48 h nas concentracdes de 10 e 20 uM. A cis-platina foi utilizada como
controle positivo na concentracdo de 100 uM. Apos o tratamento, as células foram coletadas
por digestdo enzimatica (tripsina/EDTA, Sigma-Aldrich LTDA, Brasil), centrifugadas a 1000
rpm por 5 min a 4 °C e lavadas com PBS. Posteriormente, as células foram homogeneizadas
em solucdo contendo Anexina V conjugada a PE (ficoeritrina) e 7-AAD (7-amino-actinomicina
D). As amostras foram incubadas por 20 minutos, protegidas da luz em temperatura ambiente
e a analise foi feita por citometria de fluxo (Guava Mini Easy Cyte, 8HT) por meio do software
GuavaSoft 2.7.

4.7.7 Medidas dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Para avaliar os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), as células foram semeadas
em placas de 35 mm a uma densidade de 1 x 10° células/pogo. Apos 24 h, as células foram
tratadas com composto C3 nas concentragOes de 10 e 20 uM por 30 min, 2 h e 4 h. Em seguida,
as culturas celulares foram incubadas com CellROX® Green Reagent (concentracdo final de
5uM) por 30 min a 37 °C. As células foram coletadas e a analise foi realizada por citometria de
fluxo utilizando o Guava Mini Easy Cyte contendo o software GuavaSoft 2.7.
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4.7.8 Analise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados apresentados como
média £ desvio padrdo (DP) de, pelo menos, trés experimentos independentes. Diferencas
significativas foram determinadas usando analises de variancia (ANOVA) seguidas pelo p6s-

teste de Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Levando em consideracdo a semelhanca estrutural dos complexos de ruténio (1)
obtidos nesta tese, optou-se por apresentar os resultados e discussdo em séries, sendo estas a
série 1, a qual é composta por trés complexos de formula geral [RuCI(NIC)(dppb)(X-bipy)]PFs,
onde NIC = nicotinamida, dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano e X-bipy= 4,4’-dimetil-2,2-
bipiridina (C1), 4,4’-dimetoxi-2,2’-bipiridina (C2) e 5,5’-dimetil-2,2-bipiridina (C3) (Figura
35 — A) e a série 2, que é composta por nitrosilo complexos de Ru(ll) de formula geral
[RuCl2(NO)(dppb)(L)]PFs, onde L= piridina (C4), 4-metilpiridina (C5) e 4-vinilpiridina (C6)
(Figura 35— B).

Figura 35 — Complexos sintetizados: (A) série 1 e (B) série 2.
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Fonte: do autor
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A rota sintética foi acompanhada por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
de 3P{*H}, sendo fundamental para verificar o término das reacdes, ja que o fosforo é sensivel
a modificacOes estruturais trans posicionadas a ele. Dessa forma foi possivel verificar quando
os precursores foram completamente consumidos, conforme veremos a seguir nas

caracterizagoes.

5.1 SERIE 1

5.1.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 3'P{*H}

Os complexos precursores empregados na série 1 apresentam dois isdmeros
geométricos, as quais estdo representados na Figura 36. Estes, caracterizam-se por apresentar
0s atomos de cloro na posicdo cis Figura 36 (A), ou na posicao trans Figura 36 (B) (QUEIROZ
et al., 1998). No isémero cis, os atomos de fésforo ndo sdo equivalentes levando a observacéo
de dois dubletos no espectro, além de representar a estrutura mais estavel termodinamicamente.
Ja o isbmero trans, o mais estavel cineticamente, apresenta atomos de fosforo equivalentes, o
que € caracteristico da observacdo de um singleto no espectro de RMN de 3P{*H} (SANTOS,
2011).

Figura 36 — Isdbmeros geométricos para os complexos precursores empregados de formula [RuClz(dppb)(N-N)],

sendo a forma cis (A) e trans em (B).

(A) (B)
N,\ Cl
- Ru\ _ Ru\
Cl N
Cl Cl
cis-[RuCL(dppb)(N-N)] trans-[RuCl(dppb)(N-N)]

Fonte: do autor

Os espectros de RMN de 3'P{*H} dos precursores cis-[RuClz(dppb)(4,4’-Me-bipy)],
cis-[RuClx(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)] e cis-[RuCl(dppb)(5,5’-Me-bipy)] sdo demonstrados na
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Figura 37, e estdo condizentes com o perfil encontrado na literatura (MACFARLANE et al.,
1996; QUEIROZ et al., 1998; SANTIAGO, 0.M, 2004). Ademais, os deslocamentos quimicos

bem como as constantes de acoplamento (2Jp-p) estdo sumarizados na Tabela 2.

Figura 37 — Espectros de RMN de 3!P{*H} em CH,Cl,/D,0 dos complexos precursores: e cis-[RuCi(dppb)(5,5°-
Me-bipy)] (a), cis-[RuClx(dppb)(4,4’-Me-bipy)] (b) e cis-[RuCl.(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)] (c)
_CH3
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Fonte: do autor

Como esperado, quando comparamos o efeito da posicdo dos grupos metilicos nas
bipiridinas  substituidas nos complexos cis-[RuCl2(dppb)(4,4’-Me-bipy)] e cis-
[RuClz(dppb)(5,5’-Me-bipy)] observamos diferencas sutis nos deslocamentos de 3P{*H}. Ja
para o precursor com a 4,4’-Metoxi-bipy, uma bipiridina mais basica (Tabela 2) os
deslocamentos quimicos no espectro de 3P{*H} sdo observadas um pouco mais desblindados.

Os complexos da série 1, apresentaram dois dubletos proximos na faixa de 6 40,1 - 37,0
ppm, indicando a ndo equivaléncia magnética dos atomos de fésforo, conforme ilustrado na

Figura 38. A substituicdo do cloreto, um ligante ¢ e © doador, pela nicotinamida, um ligante
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doador o e receptor w, deslocou os sinais para regides mais blindadas do espectro, como
esperado.

A aproximacdo dos dubletos observada para os complexos da série 1 (Figura 38)
quando comparado aos espectros de RMN de 3*P{*H} dos precursores (Figura 37) é justificada
pela similaridade do ambiente quimico do atomo de nitrogénio da bipiridina e o nitrogénio da
nicotinamida, ambos trans ao atomo de fosforo da bisfosfina, depois da substituicdo do cloreto
pelo ligante NIC, como ilustrado na Figura 34. Este comportamento é conhecido da literatura
(CANDIDO et al., 2022; SILVA et al., 2018).

Este comportamento ja foi estudado por (VALLE et al., 2008) onde a juncdo dos
deslocamentos quimicos de **P{*H} podem ser consequéncia do fato de que os deslocamentos
quimicos do fosforo trans ao nitrogénio do ligante, neste caso a nicotinamida, ou da bipy serem
ambos proximos de 6 40 ppm e que a temperatura e o solvente sdo capazes de modificar as
multiplas e sensiveis caracteristicas fisicas dos atomos de fésforo da dppb, angulo de cone e

solvatacao, por exemplo.

Figura 38 — Espectros de RMN de 3'P{*H} em CH,Cl,/D,0 dos complexos da série 1
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Tabela 2 - Deslocamentos quimicos (ppm) e constantes de acoplamento (Hz) da série 1.

Complexos 3 (ppm) 2Jpp (Hz) pka bipiridina
CHClI,
cis-[RuClx(dppb)(4,4’-Me-bipy)] 43,7e 30,1 34,0 4,92 4,4’-Me-bipy
cis-[RuClz(dppb)(5,5’-Me-bipy)] 43,6 29,6 32,8 4,93 5,5’-Me-bipy
cis-[RuClx(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)] 453¢e31,0 34,0 574 4,4’-Methoxy-bipy
C1 39,0e 37,6 36,4 4,92 4,4’-Me-bipy
C2 40,1e 38,5 36,4 574 4,4’-Methoxy-bipy
C3 39,2e 37,0 36,4 4,93 5,5’-Me-bipy

Fonte: do autor

5.1.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H

As atribuicOes dos espectros de RMN de *H dos compostos da série 1, foram realizadas
baseando-se na atribuicdo dos hidrogénios dos ligantes bipiridinicos, da bifosfina e
nicotinamida. O espectro de RMN de 'H e a atribuicdo numérica dos complexos estdo
representados nas Figuras 39 e 40, respectivamente. Os deslocamentos quimicos (3) e as

constantes de acoplamentos encontram-se na Tabela 3.

Figura 39 — Espectro de RMN de H de NIC em CDCls;
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Fonte: do autor.
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No espectro de *H da nicotinamida (Figura 39) observou-se um dubleto em & 9,03 ppm
atribuido ao hidrogénio H1. Ja em & 8,77 ppm, um duplo dubleto foi observado, sendo referente
ao hidrogénio piridinico mais blindado (H2). Um duplo tripleto em & 8,17 ppm foi designado
ao hidrogénio H4, um quarteto atribuido ao hidrogénio aromatico H3 (6 7,42 ppm) e 0s
hidrogénios do grupo amida H7(a) e H7(b) em 6 6,13 ppm.

Figura 40 — Espectro de RMN de 'H do complexo C1, em CDCls
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Fonte: do autor.

Ap0s a coordenacdo o0s &tomos de hidrogénio H1 e H2 apresentaram-se em 6 9,02 ¢ 8,68
ppm (Figura 40), ou seja, mais blindados quando comparados ao ligante livre. Este
comportamento observado, vai de encontro com o observado para complexos bipiridinicos de
ruténio contendo a nicotinamida coordenada, cis-[Ru(bpy)2(NA)CI][PFe], cis-
[Ru(bpy)2(NA)I[PFe] e cis-[Ru(bpy)2(NA)2][PFe]2 onde bpy= 2,2’-bipiridina e NA=
nicotinamida (Figura 41), relatados por SMITH e colaboradores (SMITH et al., 2017).
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Figura 41 — Representacéo estrutural dos complexos cis-[Ru(bpy)2(NA)CI][PFs], cis-[Ru(bpy)2(NA)I][PFe] € cis-
[Ru(bpy)2(NA) ] [PFe]..
_ .

cis-[Ru(bpy),(NA)CI][PE,] cis-[Ru(bpy),(NA)I][PF] cis-[Ru(bpy),(NA),][PF],

Fonte: Adaptado de (SMITH et al., 2017)

Na regido entre & 8,02-6,67 ppm observam-se 0s &tomos de hidrogénio aromaticos da
4,4’-Me-bipy, dppb, H3 e H4 da nicotinamida, totalizando 28 atomos de hidrogénio como
esperado. Os singletos pouco intensos e alargados, caracteristicos do grupo amida sdo
observados em & 6,13 ¢ 5,55, H7(a) e H7(b), respectivamente. A blindagem observada para
H7(b) ap6s a complexacéo esta de acordo com o reportado na literatura, e tal fato, € proveniente
da formagé&o de ligagOes de hidrogénio intermoleculares e intramoleculares conforme ilustrado
na Figura 42, para o complexo de formula [Mg(NIC)(Cl)2(H20)3]-3H20 (AL-SAIF, 2013). Por
fim, na regido de 6 1,0- 4,17 ppm encontram-se 8 &tomos de hidrogénio alifaticos do grupo CH>
da dppb e 6 hidrogénios metilicos da 4,4’-Me-bipy. Vale destacar que os sinais em 6 7,27; 1,33
e 1,25 ppm sdo relativos aos solventes cloroférmio e etanol (empregados na sintese) de acordo
com o reportado na literatura por (FULMER et al., 2010). Os espectros de RMN de *H dos
complexos C2 e C3 bem como os precursores cis-[RuClx(dppb)(4,4’-Metoxy-bipy)] e cis-
[RuCl2(dppb)(4,4’-Me-bipy)] encontram-se nas Figuras A1-A4 do Anexo A.

Figura 42 — Representacdo estrutural do complexo [Mg(NIC)(Cl)2(H20)3].3H20 demonstrando a interacéo

intramolecular existente em solugédo.

Fonte: (AL-SAIF, 2013)
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Tabela 3 - Deslocamentos quimicos (ppm) e constantes de acoplamento (Hz) RMN *H para NIC e série 1.

& ppm (multiplicidade)

»ﬁ\fé’ﬂgiﬂi NIC (CL) (C2) (C3) A3 (ppm)
1 9,03 (d) 9,02(d) 8,94 (d) 9,06 (s) 0,01;0,09; -0,03
=3 2= 6
2 8,77 (dd) 8,68 (d) 8,66 (d) 8,60 (s) 0,09; 0,11; 0,17
=3 2= 6
3 7,42 (q) 8,02-6,67 7,74-6,35 8,00-6,70 -
) = 6 (m) (m) (m)
4 8,17 (dt) 8,02-6,67 7,74-6,35 8,00-6,70 -
A =3 (m) (m) (m)
7(a) 6,13 (s) 6,13 (s) 6,03(s) 6,24 (s) 0;0,10; -0,11
7 (b) 6,13 (S) 5,55 (s) 5,49(s) 5,73 (s) 0,58; 0,64; 0,40

Fonte: do autor

Notas: s = singleto, d = dubleto, dd = duplo dubleto, q = quarteto e m = multipleto

5.1.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 3C{*H}

O espectro de RMN de BC{'H} da nicotinamida livre foi realizado em CDCls
empregando TMS como padréo interno, conforme ilustrado na Figura 42. As atribuicdes dos
sinais foram feitas comparando os dados do ligante livre, complexos precursores e C1-C3, além
da comparacdo com os dados reportados na literatura (SMITH et al., 2017; QUEIROZ et al.,
1998). Os deslocamentos quimicos (3) e as tentativas de atribuicdes encontram-se na Tabela 4.

No espectro RMN de B*C{*H} do ligante nicotinamida livre, observa-se em & 167,33 ppm
o carbono (C6) do grupamento amida, posteriormente na regido aromatica os sinais em o
152,79; 148,29; 135,49; 129,09 e 123,62 ppm sao atribuidos a Cl1, C2, C4, C5 e C3,
respectivamente. Estes encontram-se de acordo com os dados reportados na literatura por
Aleksandriiskii e colaboradores (ALEKSANDRIISKII et al., 2016; SHARNIN et al., 2013).

Figura 43 — Espectro de RMN de *H de NIC em CDCls;
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Fonte: do autor
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Um espectro de RMN de *C{*H} representativo da série 1 é apresentado na Figura 44.
Ademais, nesta, uma comparagdo com o ligante livre e o precursor cis-[RuClz(dppb)(4,4’-Me-
bipy)] também é apresentada. Os demais espectros (C2 e C3) e precursores encontram-se nas
Figuras A5-A9 do Anexo A. Apos coordenacdo o sinal referente ao carbono C6 do grupamento
amida foi observado em regides mais blindadas do espectro & 165,13, 165,06 e 165,28 ppm
para C1, C2 e C3 respectivamente (Tabela 4). Esta blindagem, pode ser justificada pela
natureza aceptora de densidade eletronica (orbital «*) do grupo carbonila (GOODEN et al.,
1997).

Em contrapartida, como esperado, os sinais entre 6 150,20-158,09 ppm dos complexos
C1-C3 atribuidos aos carbonos aromaticos C1 e C2, vizinhos ao nitrogénio piridinico,
deslocaram-se para regibes de maior frequéncia comparados aos deslocamentos quimicos
observados para a ligante nicotinamida livre, indicando a coordenacdo pelo nitrogénio
piridinico, como esperado. Comportamento semelhante ao observado a trabalhos realizados
pelo nosso grupo de pesquisa para complexos de formula geral [RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me-
bipy)]Cl,  [RuCl(imid)(dppb)(5,5°-Me-bipy)]CI e  [RuClI(MTNZ)(dppb)(4,4’-Methoxi-
bipy)]PFs onde (imid) = imidazol e (MTNZ) = metronidazol, os quais ambos apresentam
coordenacao pelo nitrogénio piridinico, como aqui demonstrado (CANDIDO et al., 2022; DIAS
etal., 2018).

Na regido de 6 138,25 - 121,26 ppm sdo observados os carbonos aromaticos dos ligantes
dppb e X-bipy, além dos carbonos aroméaticos C3, C4 e C5 do ligante NIC. Esta regido € de
dificil atribuicdo, no entanto, uma tentativa de atribuicdo comparando os espectros do ligante
livre, precursor e C2 foi realizada como demonstrada na Figura 44. Por fim, sinais em torno de
& 17-30 ppm séo atribuidos aos atomos de carbono alifatico e grupos metila dos ligantes dppb
e X-bipy (QUEIROZ et al., 1998).
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Figura 44 — RMN de *C{*H} comparativo entre o ligante NIC livre (preto), do complexo precursor cis-
[RuClx(dppb)(4,4’-Me-bipy)] (azul) e do complexo C1 (vermelho).
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Tabela 4 - Deslocamentos quimicos (ppm) dos espectros de RMN de **C{*H} para o ligante NIC livre e complexos

da série 1
Compostos Atomos de Carbono
P 1 2 3 4 5 6
NIC 152,79 148,29 123,62 13549 129,09 167,33
[RuCI(NIC)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]PFs 157,43 152,74 - - - 165,13
(C1)
[RUCI(NIC)(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)]PFs 153,05 150,20 - - - 165,06
(C2)
[RUCI(NIC)(dppb)(5,5°-Me-bipy)]PFs 158,09 152,49 - - - 165,28
(C3)
AS (ppm)* 4,64, 4,45; - - - 2,2;
0,26; 1,91; 2,27;
5,34 4,20 2,05

Fonte: do autor

5.1.4 Analise elementar e condutividade molar

A anélise elementar e a condutividade molar sugerem as estruturas propostas e a pureza

dos complexos. A medida de condutividade molar foi efetuada utilizando-se concentracfes de

1,0 x 10 mol. L, & 25 °C, empregando CH2Cl, como solvente (Tabela 5). Os resultados

encontrados estdo de acordo com a literatura que relata uma faixa de 12 a 77 ohm™*cm?mol*
para eletrdlitos 1:1, em diclorometano (GEARY, 1971).

Tabela 5 - Dados de analise elementar e condutividade molar para os complexos da série 1.

Comple %C %H %N Condutivida
X03 Exp. Calc. Erro Exp. Calc. Erro Exp. Calc. Erro ohdni'l\gln?!;rol'
(%) (%) (%0) 1 (Temp.)
C1 5536 5447 163 487 457 656 524 552 507 38,8 (23°C)
Cl1HO 5536 5352 344 487 469 384 524 543 350
C2 51,89 5280 1,72 454 443 248 509 535 4,86
36,3 (23°C)
C2:H,O 5189 5191 004 454 455 022 509 526 323
C3 55,27 5447 147 493 457 788 528 552 435 48,8 (23,5°C)

Fonte: do autor
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Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio obtidos e calculados para os complexos
da série 1 estdo sumarizados na Tabela 5. Para os teores de hidrogénio e nitrogénio dos
complexos C1 e C2 considerados anidros, observa-se um maior erro relativo, levando a supor
a existéncia de solvente de hidratacéo.

Com o objetivo de corroborar para essa hipdtese foram realizados experimentos de
andlise termogravimétrica (TGA) e analise térmica diferencial (DTA) do ligante NIC e dos
complexos sintetizados. Sabe-se que TGA e DTA permitem registrar informac6es sobre
fendmenos fisicos e quimicos (desidratacdo, sublimacéo, absor¢do, decomposicao, oxidagédo ou
reducdo) a medida que variagdes de massa (TGA) e calor (em relacdo a um material de
referéncia) (DTA) ocorrem sob um forno com atmosfera controlada e temperatura ou tempo
programados (IONASHIRO, 2004).

Dessa forma o ligante NIC e os complexos sintetizados C1-C3 tiveram sua estabilidade
térmica avaliada por TGA e DTA até 1000 °C, empregando ar sintético como atmosfera com
fluxo de 100 mL-min™ e razdo de aquecimento de 20 °C-min™.

As curvas TG/DTA do ligante NIC se encontram na Figura 45 e indicam que houve
decomposicdo total, sem a formacédo de massa residual, ja que corresponde a molécula orgéanica
submetida a elevada temperatura em atmosfera oxidante.

Nota-se a formacdo de um evento endotérmico, sem variagdo de massa, condizente com
o fendmeno fisico de fusdo em 132,11 °C, demonstrado pelas curvas TG/DTA. Logo apoés a
fusdo inicia-se a decomposicao térmica que ocorre em uma unica etapa com pico endotérmico,

conforme a curva TG/DTA (Figura 45), com término em aproximadamente 250 °C.
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Figura 45 — Curvas TG e DTA do ligante NIC
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Fonte: do autor

As curvas TG dos complexos encontram-se reunidas na Figura 46, sendo possivel
observar mudancas no perfil de degradacdo quando comparadas com o ligante nicotinamida
livre, como aumento do nimero de eventos, estabilidade térmica, além da formacdo de residuos
a elevadas temperaturas, indicando a presencga de metais na estrutura.

O inicio de decomposicdo térmica do complexo C3 ocorreu em aproximadamente 250
°C, onde as curvas TG apresentaram semelhancas e demonstram a auséncia de solventes na
estrutura. Em contrapartida, C1 e C2 apresentou evidéncias de desidratagdo com pequena perda
de massa compativel com molécula de &gua fortemente ligada a estrutura seguida de
decomposicdo apos aproximadamente 180 °C (WUDDIVIRA et al., 2012).
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Figura 46 — Curvas TG dos complexos da série 1
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As curvas TG/DTA dos complexos estao representadas nas Figuras 47-49 e as tentativas
de atribuicdes da decomposicdo térmica dos fragmentos de decomposicdo estdo sumarizados
nas Tabelas 6-8.

Figura47 — Curvas TGe DTA de C1
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Tabela 6 - Dados das analises térmicas do complexo C1 e atribui¢des dos possiveis fragmentos decompostos.
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Etapas AT Am (%) DTA picos (°C) Atribuicoes
(°C) Exp. Calc. Exo. End.
1 21-188 -1,84 -174 128 H20
2e3 188-  -66,98 -70,62 449 e 497 i cHa i
614 @ G o
O,
PF6
0+ \O*
© Cl =
4 614- -4,771 -17,85 985 ]
996 @
O,
PF6
@-P H,
@ ~
Residuo 996 26,41 12,89 RuO2
Fonte: do autor
Figura 48 — Curvas TG e DTA de C2
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Tabela 7 - Dados das analises térmicas do complexo C2 e atribuicdes dos possiveis fragmentos decompostos.

Etapas AT (°C) Am(%) DTA picos (°C) Atribuicdes
Exp. Calc. Exo. End.
1 21-219  -2,82 -1,69 219 - H20

PF6

2e3 219-657 -66,03 -68,49  481e557

4 657-1088 -10,47 -20,32 1017 - B orCHe .

PF6

Residuo 1088 21,40 12,50 - RuOz)

Fonte: do autor

Figura 49 — Curvas TG e DTA de C3
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Tabela 8 - Dados das analises térmicas do complexo C3 e atribuicdes dos possiveis fragmentos decompostos.

Etapas AT (°C) Am(%0) DTA picos (°C) Atribuicoes
Exp. Calc. Exo. End.
1 200-597 -75,98 -74,08 456 ¢ 514 i @ HiCs ]
g

PF6

@ cl | =
2 597-995 -6,5 -15,20 968 i Q MO ]
N = ‘

PF6

Residuo 995 17,52 13,12 RuOz)

Fonte: do autor

Os elevados erros percentuais entre as perdas de massa tedrica e experimental presentes
na Ultima etapa de decomposic¢do e no residuo séo justificados pela ndo formacao de um patamar
bem definido ap6s 1000 °C, impactando diretamente nos calculos de atribuicBes. Utilizou-se
esta condicdo final de temperatura, uma vez que € a permitida a ser utilizada no equipamento.
Embora a literatura seja escassa quanto analises térmicas envolvendo complexos de ruténio, é
reportado na literatura a formacdo do 6xido de ruténio RuO2 () nestes compostos contendo
ligantes fluoroquinolonas em elevadas temperaturas (UIVAROSI et al., 2011).

A fim de obter informac6es para auxiliar nas atribuicdes propostas, todos os residuos
obtidos apds as analises térmicas foram analisados por difracdo de raios X por policristais
(DRXP). Os difratogramas estdo sumarizados na Figura 50 e apresentam como caracteristica
comum picos largos e formacéo de halo, estes sdo provenientes do porta-amostra, uma vez que
uma pequena quantidade de amostra foi empregada. Para os complexos C1 e C2 nota-se
concordancia dos picos com o difratograma do banco de dados ICSD (Inorganic Crystal
Structure Database) para RuOzs na forma de rutilo. O difratograma de C3 (Figura 46)
apresentou mistura de fase cristalina envolvendo o RuO> e fragmento da molécula que néo

terminou de degradar, como mencionado acima.
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Figura 50 — Difratogramas experimentais dos residuos obtidos para C1-C3 apds andlise de TG/DTA e difratograma

calculado para RuO;
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Fonte: do autor
Nota: RuO; — Inorganic Crystal Structure Database — 84618-1CSD.

Notadamente, de acordo com os resultados obtidos pelas andlises térmicas pode-se
observar que os complexos C1 e C2 apresentam uma molécula de agua de hidratacdo, uma vez
que os complexos sdo precipitados com agua. Ja C3 foi considerado anidro pelos dados de

analise térmica.

5.1.5 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do infravermelho

A fim de observar informagdes importantes sobre a natureza da ligagdo metal-ligante
foram obtidos espectros de FTIR dos precursores (Figuras 51 e Tabela 9), da NIC livre (Figura
52) e dos complexos sintetizados (Figuras 53-55).

Os espectros dos precursores apresentam bandas caracteristicas entre 1153-1190 cm™,
referentes ao estiramento assimétrico (vas) da ligacdo fdsforo carbono aromatico,

correspondente ao ligante dppb. Na regifo de 490-519 cm™ duas bandas sdo observadas e
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referem-se aos estiramentos vas € vs da ligacdo Ru-P. A banda de fraca intensidade em 430 cm’
1 ¢ atribuida ao estiramento vas da ligagdo Ru-N, em decorréncia dos ligantes bipiridinicos.

O precursor cis-[RuClz(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)]PFs apresentou bandas caracteristicas
em 1277, 1072, 831, 814 cm™ correspondentes aos estiramentos vas € vs da ligagdo C-O,
referentes ao grupo metoxila (O-CHz). Adicionalmente, identificou-se bandas que denotam
deformag@es angulares no plano () envolvendo as ligacdes C-O-C em 814 cm™. As demais

bandas e respectivas atribuicdes encontram-se sumarizadas na Tabela 9.

Figura 51 — Espectro de FTIR do complexos precursores cis-[RuCly(dppb)(4,4’-Me-bipy)]PFs (a), cis-
[RuCly(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)]PFs (b) e cis-[RuCly(dppb)(5,5’-Me-bipy)]PFs (c)
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Tabela 9 - Principais bandas e atribuicdes dos espectros de IV dos precursores cis-[RuCly(dppb)(4,4’-Me-
bipy)]PFs, cis-[RuClx(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)]PFs e cis-[RuClx(dppb)(5,5’-Me-bipy)]PFe.

cis-[RuClz(dppb)(X-bipy)]PFe Referéncias
Bandas (cm™) 4,4’-Me-bipy  4,4’-Metoxi-bipy  5,5’-Me-bipy
vs(C-H)ar (f) 3051 3055 3038
vas(C-H)ali (f) 2916 2907 2922
vs(C-H) 2855 2849 2858
vs(C=N) (F) e (f) 1618 1614 1605 (f)
vs(C=C) (m) 1570 1556 1572 (f)
vass(C=C) (F) 1483 ﬂ?(z) 1479 (SILVERST
p C-H (CHs) (m) 1433 1433 1433 EIN, 2006)
8(C-H) CHs (m) 1412 1418 1411 (SOA%(;Q)G
p C-H 1223 (f) 1234 (F) 1238(m) (N AK AMO
1238 (m) 1257 (f) TO, 2009)
Vass(C-0) (F) - 1277 (F) - '
vs(C-0) (F) - 1040 (m) -
v(P — C) aromaético e 1188 1190 1186
BC-H (¢p)(F,mef) 1091 1091 1087
999 1007 987
3s(C-H) 1074 (m) 1126 (f) 1029 (f)
1028 (m)
T C-H (m) 908 910 905
d(C-H) aromatico (m) 875 (m) 864 (F) 875 (m)
o C-H (F) 812 (F) 829 (F)
p C-O-C (F) - 831 -
3 C-O-C (F) - 814 -
v(C-H) aromatico (F) 741 740 737
v(C-H) (F) 694 696 694
d C-C-C (m) 638 646 667 ombro
v(Ru-P) (F/f) 513 F 517 F 519 (F)
493 f 495 f 493 f
vsim(Ru-N) f 436 436 438

Fonte: Do autor
Notas: F = forte, m = média e f = fraca. v = estiramento ou deformag@o axial, 6 = deformacdo angular no plano,
, 0 t= deformacdo angular fora do plano do tipo tesoura, y = deformagio angular fora do plano, p = flexdo

no plano, t = dobramento fora do plano e = vibracdo de deformacéo no plano.

A nicotinamida é um derivado da piridina que apresenta como caracteristica um grupo
amida primaria substituido na posicdo meta do anel aromatico (ATAC; YURDAKUL;
BERBER, 2011). Amidas primarias absorvem na regido entre 3370-3160 cm™ e no espectro da
nicotinamida observa-se duas bandas de forte intensidade nessa regido (3363 e 3163 cm™,
Figura 52), as quais correspondem ao estiramento vas € vs do grupo NH2. Em 1620 cm™ uma

banda de forte intensidade ¢ atribuida a deformacéo angular fora do plano do tipo tesoura & tNH>
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juntamente com o estiramento vs(C=N) (BAYARI; ATAC; YURDAKUL, 2003), enquanto
entre 600-750 cm identificou-se deformacéo angular fora do plano (y) do grupo amina. As
bandas em 1485 cm™ e 1395 cm™ referem-se, respectivamente, aos estiramentos vC=C
aromatico e v C-N da amina.

A ligacio C=0 de amida da origem a uma banda de forte intensidade em 1682 cm™,
devido & conjugacéo existente entre a carbonila e o nitrogénio do grupo (BAYARI; ATAC;
YURDAKUL, 2003). As demais bandas estdo atribuidas na Tabela 10.

Figura 52 — Espectro de FTIR do NIC livre
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Fonte: do autor

Nos espectros de IV de todos os complexos C1-C3 (Figuras 53-51 e Tabela 10)
observou-se deslocamentos das bandas referentes aos estiramentos vas € vs N-H para maiores
nimeros de onda (3390 e 3190 cm™), em relacdo as bandas em 3363 e 3163 cm™ do ligante
NIC livre. Sabe-se que quando o nitrogénio do grupo amino esta envolvido na formacao do
complexo, ocorrem deslocamentos das bandas para regides de menor nimero de onda. Por outro
lado, quando o nitrogénio do anel piridinico esta envolvido na formagéo de complexos, certos

modos vibracionais como vs(C=N) (F) e vs(C=C) deslocam-se para maiores numeros de onda,
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devido ao acoplamento com as vibragdes da ligagdo M — N (piridina) (BAYARI; ATAC;
YURDAKUL, 2003).

Outro possivel sitio de coordenacéo consiste no grupo carbonila (C=0), o qual apresenta
no espectro de IV do ligante uma banda em 1682 cm™. No entanto, nos espectros dos complexos
sintetizados foi observado um pequeno deslocamento para maiores nimeros de onda, indicando
que a coordenacao nao ocorreu por esse sitio.

Notou-se, também, o surgimento de uma banda na regido entre 3470-3480 cm™, a qual
¢ atribuida ao estiramento vN-H que ocorre nos complexos, devido uma ligacédo de hidrogénio
intramolecular entre a carbonila e o hidrogénio da amina, comportamento semelhante relatado
em outros trabalhos envolvendo complexos de nicotinamida (ALLAN; BAIRD, 1979; ATAC;
YURDAKUL,; BERBER, 2011; BAYARI; ATAC; YURDAKUL, 2003; EL-SHWINIY et al.,
2021). Tal informagdo permite inferir que a coordenagdo ocorreu a partir do nitrogénio
piridinico (Tabela 10).

No espectro do ligante livre (Figura 52), uma banda em 1620 cm™ resultante do
estiramento vC=N e da deformacéo angular fora do plano do tipo tesoura 6 tNH> foi observada
e a mesma deslocou-se para menores nimeros de onda nos complexos metalicos (Figuras 53-
55), devido a coordenacdo via nitrogénio do anel piridinico (GOLFETO et al., 2010;
MONDELLI et al., 2014). A banda intensa em 1485 cm™ atribuida ao estiramento vasC=C,
deslocou-se para menor niimero de onda para os complexos C1 e C3 em 1485 e 1475 cm™. Este
enfraguecimento pode ser explicado pela ligagdo C=C estar proxima ao nitrogénio piridinico
gue coordenou-se ao centro metalico, comportamento semelhante ao reportado na literatura
(BAYARI; ATAC; YURDAKUL, 2003). No espectro de IV do complexo C2 ocorreu um
deslocamento para maiores nimeros de onda das bandas que ocorrem na faixa de 1614-1493cm-
L atribuidas ao estiramento vasC=C, como esperado, devido ao maior carater basico da bipiridina
4,4’-Metoxi-bipy. Ademais, outras bandas foram atribuidas (Tabela 10), como por exemplo:
em 2856 cm™ referente ao estiramento vasC-H do grupo metila (CHs) substituinte da bipiridina
e em 1091 cm correspondente ao estiramento vP-C da dppb.

Todos os complexos C1-C3 apresentaram o surgimento de bandas na regido entre 505-
518 cm!, correspondente ao estiramento vss € vs Ru-P (NAKAMOTO, 2008), bem como bandas
de fraca intensidade variando entre 436-438 cm™ atribuidas ao v(Ru—N). O contra-ion PFg pode
ser identificado pelas bandas intensas em torno de 840 e 550 cm atribuidas ao estiramento vas

e vsP-F (CANDIDO et al., 2022; DIAS et al., 2020, 2018).
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Figura 53 — Espectros de FTIR do NIC livre (em preto), C1 (em vermelho) e do precursor cis-
[RuClx(dppb)(4,4’-Me-bipy)]
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Fonte: Do autor.

Notas: NIC 3363 cm (m) e 3163 cm™ (m) v(N-H) amina; 3061 cm™ (f) v(C-H) aromaético; 1682 cm™ (F) v(C=0)
carbonila; 1620 cm (F) v(C=N) aromético; 1485 e 1423cm™ (m a F) v(C=C) aromatico; 1395 cm™ (F)
v(C-N) amina; 1029 cm™ p C-H (m/f); 704 cm* (F) §(C-H) aromético e B(C=0)

(C1) 3470 cm™ (m), 3391 cm™ (m) e 3192 cm™ (m) v(N-H) amina; 3050 cm! () v(C-H) aromatico; 2922
e 2856 cm! (f) v(C-H) alifatico; 1684 cm™ (F) v(C=0) carbonila; 1618 cm™ (F) v(C=N) aromatico; 1483 e
1435 cm™ (m a F) v(C=C) aromatico; 1379 cm™ (m) v(C-N) amina; 1199 cm™ v(C-NH,) (f); 1092 cm*
&(C-H) (m/f); 1026 cm™ p C-H (f); 843 cm™ v(P-F) (F); 696 (F) 8(C-H) aromatico e B(C=0); 557 cm™* v(P-
F) (F); 518 e 505 cm™ v(Ru-P) (m); 436 cm™ v(Ru-N) (f). F = forte, m = média, f = fraca, v = estiramento

ou deformacao axial, & = deformacg&o angular no plano e y = deformag&o angular fora do plano.
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54 — Espectros de FTIR do NIC livre (em preto), C2 (em vermelho) e do precursor cis-
[RuClx(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)]
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Do autor.
NIC- 3363 cm™ (m) e 3163 cm™ (m) v(N-H) amina; 3061 cm™ (f) v(C-H) aromético; 1682 cm™ (F) v(C=0)

carbonila; 1620 cm (F) v(C=N) aromético; 1485 e 1423cm™ (m a F) v(C=C) aromatico; 1395 cm™ (F)
v(C-N) amina; 1029 cm™ p C-H (m/f); 704 cm* (F) §(C-H) aromético e B(C=0)

C2- 3468 cm™ (m), 3391 cm™ (m) e 3177 cm™* (m) v(N-H) amina; 3055 cm™ (f) v(C-H) aromatico; 2922
e 2856 cm? () v(C-H) alifatico; 1686 cm™ (F) v(C=0) carbonila; 1614 cm™ (F) v(C=N) aromético; 1493 e
1433 cm™? (m a F) v(C=C) aromatico; 1379 cm™ (m) v(C-N) amina; 1265 e 1041 cm™ vass(C-O) (m)
metoxila; 1091 cm §(C-H) (m/f); 1026 cm™ p C-H (f); 843 cm™ v(P-F) (F); 696 (F) 5(C-H) aromatico e
B(C=0); 557 cm™ v(P-F) (F); 518 e 505 cm* v(Ru-P) (m); 438 cm™* v(Ru-N) (f). F = forte, m = média, f =
fraca, v = estiramento ou deformacéo axial, & = deformag&o angular no plano e y = deformagé&o angular fora

do plano.
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Figura 55 — Espectros de FTIR do NIC livre (em preto), C3 (em vermelho) e do precursor cis-
[RuClx(dppb)(5,5’-Me-bipy)]
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Fonte: Do autor.

Notas: NIC 3363 cm™ (m) e 3163 cm™ (m) v(N-H) amina; 3061 cm™ (f) v(C-H) aromético; 1682 cm™ (F) v(C=0)
carbonila; 1620 cm® (F) v(C=N) aromético; 1485 e 1423cm™ (m a F) v(C=C) aromatico; 1395 cm™ (F)
v(C-N) amina; 1029 cm™ p C-H (m/f); 704 cm* (F) §(C-H) aromético e B(C=0)

(C3) 3481 cm™ (m), 3391 cm™ (m) e 3196 cm™* (m) v(N-H) amina; 3053 cm! (f) v(C-H) aromatico; 2922
e 2855 cm! (f) v(C-H) alifatico; 1687 cm™ (F) v(C=0) carbonila; 1620 cm™ (F) v(C=N) aromatico; 1475 e
1433 cm™ (m a F) v(C=C) aromatico; 1381 cm™ (m) v(C-N) amina; 1199 cm™ v(C-NH,) (f); 1091 cm
&(C-H) (m/f); 843 cm™* v(P-F) (F); 696 (F) §(C-H) aromatico e B(C=0); 557 cm™ v(P-F) (F); 519 e 505 cm"
1 v(Ru-P) (m); 438 cm™ v(Ru-N) (f). F = forte, m = média, f = fraca, v = estiramento ou deformagéo axial,

& = deformac&o angular no plano e y = deformag&o angular fora do plano.
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Tabela 10 - Principais bandas e atribuicdes dos espectros de 1V de NIC livre e complexos C1, C2 e C3.

Bandas (cm™) NIC C1 C2 C3 Referéncias
v (N-H) (m) - 3470 3468 3481
vas (N-H) (m) 3363 3391 3391 3391
v sim (N-H) (f) 3163 3192 3177 3196
Vsim(C-H)ar (f) 3061 3050 3055 3053
Vass(C-H) - 2922 2922 2922
vsim(C-H) - 2856 2856 2855
vass(C=0) (F) 1682 1684 1686 1687
V(C=N)asredt 1620 1618 1614 1620
NH:2
V(C=C)ar (M/f) 1573- 1602-1483  1614-1493  1603-1475
1540
W(C=C)x (M) 1485 1483 1493 1475 () g A('IAF'{[')"AlB'%g_
1423 1435 1433 1433 (m) AT AC; ’
v(C-C) () 1423 1419 1418 1419 YURDAKUL:
V(C-N) amina (M) 1395 1379 1379 1381 BERBER
Vass(C'O) (m) - - 1265 /1041 - 2011, '
V(C-N) ass ar (f) = 1238 1249 1242 BAYAR|;
v(C-NH>) (F) 1202 1199 (1) - 1199(f) ATAC;
(F) YURDAKUL,
V(C-N) sim () 1153 1159 1188 1155 2003: EL-
p C-H (m/f) 1029 1026 (f) 1026 (m) 1026 (f) SHWINIY et
d(C-H) (m/f) 1124/ 1092 1091 1091 al., 2021;
1090 e NAKAMOTO,
1030 2009)
v(P-C) e BC-H - 1199,1092 1002, 1091 1001, 1091
()
Y(C-H) (fe F) 970, 898, 790 e 898, 790 e 898, 790 e
935, 740 740 741
829,
779
B(C=0) (F) 704 696 696 696
S3(N-H) / y(C-H)
(F)
SwNH2 (m/f) 644 648 648 648
v (O-CN) 602 - - -
d(CCC) (F) 625 623 627 627
S(C-NHz2) (m) 511  sobreposicdo sobreposi¢do sobreposicdo
v(P-F) (F/f) - 843 843 843
557 557 557
v(Ru-N) (f) - 436 438 438
v(Ru-P) (m) - 518, 505 518, 505 519, 505

Fonte: do autor

Notas: F = forte, m = média e f = fraca. v = estiramento ou deformacido axial, d = deformagao angular no plano,

d t= deformag&o angular fora do plano do tipo tesoura, y = deformagao angular fora do plano, p = flexdo no

plano, = vibragdo de deformagédo no plano e 5= deformacéo angular fora do plano do tipo wagging.
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5.1.6 Espectroscopia de absorcao na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis)

Um dos aspectos mais marcantes de muitos compostos de coordenagdo sao suas cores,
fendmeno possivel de ser observado devido a aproximacao de ligantes a um ion metalico central
ocasionar a quebra da degenerescéncia dos orbitais d ao formar uma ligagcdo. Em um complexo
octaédrico, o desdobramento dos orbitais d ocorre em dois grupos, o de menor energia é
triplamente degenerado (t2g) € 0 de maior energia é duplamente degenerado (eg) (Figura 56).
Esta diferenca de energia entre os niveis tyg eg permite a ocorréncia de transi¢fes eletronicas
que neste caso sdo caracteristicas da regido visivel do espectro, permitindo, portanto, a
visualizacdo das diferentes cores (MARTINS; SUCUPIRA; SUAREZ, 2015).

Figura 56 — Diferenciagdo energética dos orbitais d na presenca de ligantes.

 —— g

",—————: AE

+* |Orhitais do ion “-‘
metilico coordenados tgg
———

Separacio de energia
dos orbitais no espaco

Energia

Orbitais livres do
ion metilico Campo esférico Campo octaédrico

Fonte: Adaptado de (MARTINS; SUCUPIRA; SUAREZ, 2015).

As propriedades quimicas dos metais e ligantes envolvidos determinam a energia dos
orbitais e afetam por consequéncia a quantidade de energia que sera absorvida quando um
elétron é promovido para um nivel superior (MARTINS; SUCUPIRA; SUAREZ, 2015).

De modo geral os espectros eletrénicos de complexos de metais de transi¢cdo sao
caracterizados por apresentar quatro tipos distintos de transi¢des, sendo elas (LEVER, 1984):
e Bandas provenientes de transigcdes eletronicas internas dos ligantes, provenientes das

transicdes de orbitais n— n* e t—7* caracteristicas dos ligantes livre. (IL)

e Bandas oriundas das transicbes dos orbitais d do centro metélico, que sofrem
desdobramento do campo cristalino devido as interagdes eletrostaticas com a aproximacao
dos ligantes.

e Bandas de transferéncia de carga atribuidas as transferéncias de elétrons dos orbitais dos

ligantes que apresentam energia e simetria adequadas para os orbitais do metal. (TCLM)
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e Por fim bandas de transferéncia de carga devido a transigdes eletronicas dos orbitais dr do
metal para os orbitas do ligante. TCML
O espectro eletronico do ligante de nicotinamida (Figura 57) apresentou uma banda de
absorcéo na regido ultravioleta, no entanto, na literatura existem relatos que essa banda pode
deslocar-se para regides de maior comprimento de onda devido a forte conjugacdo existente na
molécula (AL-SAIF; REFAT, 2012).

Figura 57 — Espectro de UV-vis do ligante NIC livre, em CHCl, 4.68x10** mol x
L-l
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Fonte: do autor

Sabe-se que complexos de ruténio (1) com ligantes bipiridinicos (X-bipy) apresentam
bandas intensas de absorcdo na regido do UV-vis, onde sdo observadas bandas de transferéncia
de carga do metal para ligante (TCML) dr(Ru)—mr*(bipy) entre 320 e 600 nm (LEVER, 1984).

Os precursores utilizados neste trabalho apresentam espectros de UV-Vis semelhantes,
desta forma, o precursor cis-[RuClx(dppb)(4,4-Metoxi-bipy)] foi utilizado como exemplo
representativo (Figura 58). Na regido do ultravioleta observa-se uma banda em
aproximadamente 283 nm caracteristica de transi¢des intraligantes © — 7* dos anéis aromaticos
da bifosfina e ligantes bipiridinicos (KETTLE, 1998). A banda em 367 nm refere-se a
transferéncia de carga ligante metal da bipiridina. J& as bandas no intervalo de 433 e 500 nm
sdo atribuidas a transferéncia de carga metal ligante (TCML) dn(Ru') — n*(4,4’-metoxi-2,2’-

bipy) (SANTIAGO, 2004; QUEIROZ et al., 1998). Os espectros para 0S precursores cis-
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[RuCl2(dppb)(4,4’-Mebipy)] e cis-[RuClx(dppb)(5,5’-Mebipy)] encontram-se no apéndice,
Figuras A10 e Al1.

Figura 58 — Espectro de UV-vis do precursor cis-[RuClx(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)], em

CH,ClI; 6.28x10° mol x L1
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Fonte: do autor

O complexo C2, representativo desta série, Figura 59, apresentou trés bandas na regido
UV (260 — 313 nm) atribuidas as transi¢des 1 — * e n — 7*, as quais sdo caracteristicas da
bifosfina, ligantes bipiridinicos e NIC (QUEIROZ et al., 1998; THOTA et al., 2018). As bandas
em torno de 433-500 nm foram atribuidas a transferéncia de carga do metal para o ligante, ou
seja, do ion ruténio para os ligantes X-bipy, NIC e/ou dppb. Atribuicdes semelhantes foram
propostas para outros complexos de Ru(ll) (RIBEIRO et al., 2020; SILVA et al., 2018) e
complexos com nicotinamida (AL-SAIF; REFAT, 2012; MIESSLER,2014). Os valores de
absortividade molar e as tentativas de atribuicdes estdo sumarizadas na Tabela 11.

Como pode ser observado, todos os complexos da série 1 apresentaram absor¢do na
regido espectral do azul/roxo em torno de 428-500nm do espectro visivel. Essa absorcao resulta
na coloracdo entre amarelo e laranja dos complexos sintetizados ja que sdo as cores
complementares (MIESSLER,2014).
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Figura 59 — Espectro de UV-vis do C2, em CH,Cl, 4.73x10"° mol x L.
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Fonte: do autor

Ao comparar 0s espectros dos precursores com 0s respectivos complexos obtidos
(Figura 60), ap0s a troca do ligante cloreto pela nicotinamida, observou-se deslocamentos para
menores comprimentos de onda (deslocamento hipsocrémico), como esperado, uma vez que 0
cloro é um ligante ¢ ¢ n doador, comparado ao nitrogénio piridinico da nicotinamida que é um
ligante o doador e 7* receptor (RIBEIRO et al., 2020; SILVA et al., 2018).
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Figura 60 — Espectro comparativo de UV-Vis para os complexos obtidos e seus precursores, em CH,Cl..
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Notas: a) cis-[RuCl,(dppb)(4,4°-Me-bipy)] 6,88x10°> mol x L2 e C1 4,79x10° mol x L%, b) cis-[RuCl,(dppb)(4,4’-
Methoxy-bipy)] 6,28x10° mol x L1 e C2 4,73x10° mol x L* e ¢) cis-[RuClx(dppb)(5,5’-Me-hipy)]
5.10x10° mol x L* e C3 5,56x10° mol x L*
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Tabela 11 - Coeficientes de absortividade molar e atribuicdes dos precursores, NIC e complexos C1-C3

Complexos A (nm)/ g X10° Transicdes
Absorbancia (L.mol
Lem)
cis-[RUCI2(dppb)(4,4°- 303 /1.0547 15,329 TCIL n>n*
Mebipy)] 345/ 0.2417 3,513 TCLM n—dn
479/0.1634 2,375 TCML drn—n*
cis-[RuClz(dppb)(5,5°- 262 /0.8237 ombro -
Mebipy)] 303/0,9657 18,935 TCIL n—>n*
433/0.1635 3,206 TCML dn—n*
479/0,1025 ombro TCML drn—n*
cis-[RuClz(dppb)(4,4°- 283/1.0916 17,382 TCIL n>n*
Metoxi-bipy)] 367/0.2110 3,359 TCLM n—dr
433/0.1742 2,774 TCML dr—n*
500/0,0950 ombro TCML dr—n*(bipy)
NIC 260/1.1535 2,465 IL n—n* e n—n*
Cl 262 /0.8375 ombro TCIL t—n* ou n—>n*
289 /1.0854 22,660 TCIL n—>n*
303/0,9803 20,465 TCIL n>n*
335/ 0.341 7,119 TCLM drn—n* (bipy)
428/0.1728 3,607 TCLM dr—n*(NIC)
479/ 0.1064 ombro TCML dr—n* (dppb)
C2 262 /11,0206 21,577 TCIL n—>n*
274 [ ombro ombro TCIL n—>n*
296/ombro ombro TCIL n>n*
335/0.3072 6,495 TCLM dr—n*(bipy)
433/0,1383 3,106 TCML dr—>r*(NIC)
500/0,0627 ombro TCML drn—n*(bipy)
C3 262 /1.0300 ombro TCIL n>n*
298/ 1.0600 19,065 TCIL n—n*
313/1.1839 21,293 TCIL t—>n*
422 10.1700 3,057 TCLM drn—sn* (NIC)
479 / ombro ombro TCML drn—n* (bipy)

Fonte: Elaborada pelo autor.

As bandas de transferéncia de carga sao sensiveis aos grupos doadores ou retiradores de
densidade eletronica nos ligantes bipiridinicos, tal fato, pode levar as mudancas energéticas das
transi¢Oes de transferéncia de carga metal-ligante (BARBOSA, 2007).

Como observado nos complexos sintetizados da série 1, as variacdes nos ligantes
bipiridinicos, sendo elas, de posi¢do (4,4 e 5,5-Mebipy) e de substituintes (-CHs e -OCHy3),
influenciam no valor de pKa destas. Assim, quanto maior valor de pKa, maior serd a doagéo
eletronica ao centro metalico e por consequéncia a transferéncia de carga ligante metal sera

favorecida, levando a observacdo de bandas em maior comprimento de onda (energia €
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inversamente proporcional ao comprimento de onda), conforme os dados na Tabela 12. Os
espectros de C1 e C3 encontram-se representados nas Figuras A12 e A13 no Anexo A

Tabela 12 - Valores de pka das bipiridinas e o comprimento de onda atribuido a transicao de transferéncia de carga

metal ligante dos complexos sintetizados.

. . A (nm)
Complexos Ligante bipiridinico pKa
TCML drnon*
C1 4.4’-Me-bipy 4,92 428
C2 4,4’-Metoxi-bipy 5,74 433
C3 5,5’-Me-bipy 4,93 422

Fonte: do autor

5.1.7 Difracao de raios X por monocristal (DRXM)

Para a série 1 empregou-se a técnica de evaporacao lenta de solvente, para tal, uma
mistura de diclorometano/metanol (1:1) e o respectivo complexo foi solubilizado e mantido em
baixa temperatura (freezer). Com este método, foi possivel obter monocristais para o complexo
C1. Como representado na Figura 61, foi possivel confirmar a formulacdo proposta, onde o
cation Ru(ll) encontra-se ligado aos dois atomos de fésforo do ligante bifosfinico, dois &tomos
de nitrogénio do ligante 4,4 -Mebipy, um anion cloreto e o ligante nicotinamida coordenado
pelo nitrogénio piridinico, de modo monodentado. Como esperado, a nicotinamida substituiu o
ligante cloreto trans ao &tomo de fosforo da dppb no precursor cis-[RuCl2(dppb) (4,4 -Mebipy)],
de modo semelhante a outras estruturas analogas contendo bipiridina e derivados de piridina
como ligantes bidentados e monodentados respectivamente (BATISTA et al., 2001; GODWIN;
MEYER, 1971; PAVAN et al., 2011; VALLE et al., 2009). Os principais dados
cristalogréficos, de coleta e refinamento estdo reunidos na Tabela 13.

A geometria octaédrica em torno do cation Ru em C1 (Rul—N1=2.196(4) A, Ru—N2
=2.113(3) A, Ru—N3 = 2.077(3) A, Ru—CI1 = 2.430(1) A, Ru—P1 = 2.327(1) A, Ru—P2 =
2.349(1) A, e os angulos de ligacdo de 77.7(1) até 103.7(1)°; Tabela 14) é similar & de estruturas
analogas como o [RuCI(Py)(dppb)(bipy)]* (onde Py e bipy sdo derivados de piridina e
bipiridina) (MONDELLI et al., 2014; SILVA et al., 2018).



Figura 61 — Representacdo estrutural com marcacdo parcial dos dtomos mostrando a unidade
assimétrica do complexo C1, com poliedro demonstrando geometria octaédrica ao

redor do Ru(Il). O anion hexafluorofosfato foi omitido para maior clareza.

N

Fonte: software Mercury (versdo 4.2.0) (MACRAE et al., 2008)

Notas: O circulo tracejado na porgao carboxamida chama a atencéo para sua ocupagdo incompleta
do sitio (25%) indicando que o cristal formado a partir de C1 era na verdade uma solucdo
solida de RuCI(NIC)(dppb)(4,4'-Me-bipy)]PFs (C1) e [RuCI(Py)(dppb)(4,4'-Me-bipy)]PFs
na proporcao de 25:75%.

126
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Tabela 13 - Principais dados cristalograficos do complexo C1

Complexo C1
Cédigo de depobsito CCDC 2213016
Formula empirica C15,25CIF6H45,25N3 2500, 25P3RU
Peso molecular (g/mol) 982,03
Temperatura (K) 100,0(10)
Sistema Cristalino Triclinico
P1

Grupo Espacial

Parametros de célula (A)

)

Volume (A%
Z
Densidade (pcac/g cm)
p/mm*
F(000)
Dimensé&o do cristal/mm?
Comprimento de onda
Intervalo 0 da coleta de dados (°)

Limite de indices

Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes
Dados / restri¢des / parametros
GooF
indices R final [I>=2¢ (I)]
indices R final [todos os dados]

Largest diff. peak/hole / e A’

a= 10,6388(3)
b= 12,6384(3)
c= 18,6638(5)
a=74,689(2)
B=77,731(2)
v=83,112(2)
2359,71(11)
2
1,435
0,554
1044,1
0,202 x 0,171 x 0,146
Mo Ka (A =0,71073)
4,16-51,36
-14<h<15;
-17<k<17;
225<1<26
35215
8908 [Rint = 0,0451, Reigma = 0,0502]
8908/122/624
1,053
R: = 0,0465, WR, = 0,1146
R: = 0,0543, R, = 0,1184
0,96/-0,54

Fonte: do autor

A difracdo de raios X por monocristal revelou que o cristal obtido trata-se de uma
solugdo solida constituida pelos complexos C1 e [RuCIl(Py)(dppb)(4,4'-Me-bipy)]PFs, na
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propor¢ao de 25:75 (ver se¢do 3.6.6), conforme mostrado na Figura 62. Em outras palavras, C1
foi parcialmente convertido em [RuCI(Py)(dppb)(4,4'-Me-bipy)]PFs durante o processo de
recristalizacdo, corroborando com os resultados de estabilidade em solucdo que serdo

apresentados adiante.

Tabela 14 - Angulos de ligagéo selecionados (°) para C1.

CI1—Rul—P2 = 87.03(3) N3—Rul—N2 = 77.7(1)
N1—Rul—CI1 = 88.75(9) P1—Rul—CI1 = 85.50(4)
N1—Rul—N2 = 84.0(1) P1—Rul—N2 =89.0(1)
N1—Rul—N3 = 85.1(1) P1—Rul—N3 = 99.2(1)
N1—Rul—P2 =92.94(9) P1—Rul—P2 = 93.87(4)
N2—Rul—CI1 = 91.3(1) P2—Rul—N3 = 103.7(1)

Fonte: do autor

Figura 62 — Empacotamento da estrutura de C1 projetada em seu plano ac destacando a solucéo sélida
formada por C1 (em laranja) e [RuCI(Py)(dppb)(4,4'-Me-bipy)]PFs (em azul claro).

Fonte: do autor
Notas: O anion hexafluorofosfato foi representado em roxo e tem a sua desordem omitida. Os &tomos

de hidrogénio foram omitidos para maior clareza
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5.1.8 Voltametria ciclica

As analises de voltametria ciclica sdo Uteis para comparar a densidade eletrénica do
centro metalico, em funcéo da variacédo dos ligantes coordenados (ELGRISHI et al., 2018). Os
precursores utilizados nas sinteses do tipo cis-[RuClz(dppb)(X-bipy)] apresentam potenciais
redox proximos de 600 mV de acordo com (ELGRISH et al., 2018) e apds a coordenagcdo com
o ligante nicotinamida estes valores aumentaram para aproximadamente 1500 mV, tais
resultados evidenciam a troca do atomo de cloro, bom doador o e = por um ligante retirador de
densidade eletronica como o nitrogénio piridinico do ligante nicotinamida fazendo com que a
oxidacdo do par Ru(ll)/Ru(l1l) seja dificultada, refletindo em um potencial de oxidacao elevado
(SANTIAGO, 2004; BARBOSA, 2007).

Os voltamogramas obtidos para os complexos estdo sumarizados na Figura 63 e sdo
centrados em processos redox do par Ru!"/Ru. Uma correlacio interessante pode ser
observada ao comparar 0s potenciais de oxidacdo e reducdo com a basicidade dos ligantes
bipiridinicos, a qual é demonstrada na Tabela 15. Como mencionado anteriormente, quanto
mais bésico o substituinte do ligante bipiridinico (pKa mais elevado) menor o potencial de
oxidacdo, uma vez que ele favorece a doacdo de densidade eletrénica para o centro metalico
facilitando o processo de oxidac&o Ru"/Ru(". A Tabela 15 mostra que os complexos C1 e C3
possuem o maior potencial de oxidacdo por apresentam ligantes bipiridinicos mais acidos, sdo
estes 4,4’-Me-bipy e 5,5’-Me-bipy respectivamente.
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Figura 63 — Voltamogramas ciclicos dos complexos: a) C1, b) C2, ¢) C3, eletrélito PTBA 0,1 mol-L* em C.HsN
vs Ag/AgCl, velocidade de varredura 100 mV-s™.
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Tabela 15 - Processos eletronicos para os complexos C1-C3 e o pKa dos ligantes bipiridinicos empregados,

experimentos realizados em CHsN empregando 0.10 mol.L? de BusN*CIO* e utilizando como

eletrodo de referéncia Ag/AgCl e os eletrodos de trabalho e auxiliar, ambos de platina.

Complexos Epa RUM"'—> Ru"  E,c Ru"'—> Ru*" Eirz pKa

(mV) (mV)
[RuCI(NIC)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]PFe 1494 1400 132 4,92
[RuCI(NIC)(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)]PFs 1425 1331 2,25 574
[RuCI(NIC)(dppb)(5,5°-Me-bipy)]PFe 1550 1419 1.38 4,93

Fonte: do autor
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5.1.9 Espectrometria de massas (EM)

Os trés complexos analisados (C1-C3) compartilharam os mesmos padrdes de
fragmentacdo, e por isso um espectro representativo do complexo C3 esta demonstrado na
Figura 64, os demais encontram-se nas Figuras A14 e A15 no Anexo A.

Inicialmente podemos notar que o pico referente a molécula ionizada sem fragmentacéo
em m/z 869,359 e 901,353, respectivamente para C1/C3 e C2, ndo foram observados no
espectro de massas (Figura 64). No entanto, foram observados os picos em m/z [M]" 748,740,
780,682 e 748,753, para C1, C2 e C3, respectivamente, correspondentes a perda do ligante
nicotinamida. Ademais, o fragmento correspondente a m/z 122,991, referente a nicotinamida,

foi detectado, conforme ilustrado na Figura 64.

Figura 64 — Espectro de massas de C3, empregando um espectrometro MALDI-TOF-MS (tempo de

ionizacdo por dessorcao a laser assistida por matriz).
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5.1.10 Estudo de estabilidade em solucéo dos complexos da série 1

A fim de verificar a influéncia dos solventes na degradacéo da nicotinamida coordenada,
uma vez que a determinacéo estrutural por difracdo de raios X por monocristal de C1, mostrou
uma solucdo solida com os ligantes, piridina e a nicotinamida coordenados, avaliou-se a
estabilidade dos complexos por RMN de 3P{*H} em diferentes solventes, sendo estes, DMSO,
diclorometano, etanol, metanol e uma mistura de DEMEM e DMSO (3: 8). Os tempos avaliados
foram 0, 24, 48 e 72 horas apds a solubilizacdo. Vale destacar que nessa etapa da investigacédo
escolhemos realizar somente com C3 pois ele apresentou a maior atividade citotdxica,
conforme seré relatado adiante.

Os complexos da série 1 demostraram que quando foram solubilizados em DMSO, os
complexos [RUCI(NIC)(dppb)(X-bipy)]PFs, [RUCI(Py)(dppb)(X-bipy)]PFs e
[RuCI(DMSO)(dppb)(X-bipy)]PFe foram obtidos, como pode ser observado no espectro de
RMN de 3'P{*H} para C3 no tempo 0h (Figura 65). Esta atribuigéo foi realizada de acordo com
dados obtidos para complexos semelhantes em que a coordenacdo de DMSO e piridina sdo
reportados (CARMICHAEL et al., 1992; SILVA et al., 2018).

Figura 65 — Espectro de RMN de 3'P{*H} de C3 em DMSO no tempo de Oh apés solubilizado.

oh o8
o~ —
T T
N

36.79
36.71

—39.02
~3873

37.08
4-36.98

/
\

HiCo + HC + LN +
@ \N‘ N/‘ @ % %j \Nl <
o OL P | OF T
o | e
cl

o =~ s

CH
=

O O i\ﬁ?"

MWMWMW MWWW\hh«hww.rwawmmwmﬁ'*~ W

H’hwﬁ'«mﬁffr" Mo M‘Ww

r T T T T T T T T T T T T T T T T T
55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35
f1 (ppm)

Fonte: do autor



133

Avaliou-se também a estabilidade em DMSO nos tempos de 24 e 48 horas, e a
manutencdo dos sinais referentes aos complexos [RuCI(NIC)(dppb)(X-bipy)]PFs,
[RUCI(Py)(dppb)(X-bipy)]PFs e [RuCI(DMSO)(dppb)(X-bipy)]PFs foi observada para ambos
complexos da série 1 (Figura 66 e Figuras A16 e A17 do Anexo A) para C3, Cl1 e C2,

respectivamente.

Figura 66 — Espectros de RMN de 3'P{*H} de C3 nos tempos de 0, 24 e 48h, em DMSO.
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Diante do exposto e a partir dos relatos dos mecanismos de degradacdo do ligante
nicotinamida, avaliou-se o comportamento de C3 em diferentes solventes. Em diclorometano,
como esperado (solvente empregado na sintese), o complexo C3 permaneceu estavel ao longo
de todo experimento, apresentando somente dois dubletos em ¢ 39,24 e 37,08 ppm com

constante de acoplamento 2J(p-p) = 30,0 Hz, conforme ilustra a Figura 67.
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Figura 67: Estabilidade do complexo C3, nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas, em CHCl,.
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No entanto, quando os compostos foram solubilizados em metanol, dubletos em
aproximadamente 6 53,0 e 44,0 ppm atribuidas a coordenacdo do metanol pela troca do ligante
piridina foram observados, conforme reportado na literatura por (DYKEMAN et al., 2007;
KUZNETSOV et al., 2002). Ademais, singletos em aproximadamente 4 37,0 ppm, 0s quais s&o
caracteristicos do complexo [RuCI(Py)(dppb)(X-bipy)]PFs sdo observados (Figura 68). Estes,
também foram observados quando C3 foi solubilizado em etanol, conforme ilustrado na Figura
69.



135

Figura 68 — Estabilidade do complexo C3, nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas, em CH3;OH.
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Figura 69 — Estabilidade do complexo C3, nos tempos de 0, 24, 48 e 72horas, em CH,CH3;OH.

B 8% 9 88

. B QF TE 44

| \‘ Yy i |
MWMMMWWMWWMM \r* sy wWJMW‘WWMMWWMNM%wwMWW

NS %@ 280

48h S8 A% 484

f A

o
o s
dg H8 88@
o SR HE W48
8 [ SV
1 [aa
timon : b v VoA WPTY L | RN WV SO
g 2
— ‘Ci
IR s &
Oh 9 N . :q
»‘ { |
e A e ot A - -
8 &
T T T T T T T T T T T T @ | B BN S C o S i A B i SELE Sm e B S Ses o B e E e md

B T T e e P
59 57 55 53 51 49 47 45 43 41 39 37 35 33 31 29 27 25 23 21

Fonte: do autor

Apbs a obtencdo de mais estes indicios da provavel degradacdo da fracdo amida da
nicotinamida dos complexos em determinados solventes, seguiu-se a investigagdo com a
solubilizacdo de C3 em meio de cultivo (DMEM) (800 pL) e DMSO (300 uL), e posterior
analise por RMN de *'P{*H} (Figura 70 A), com o objetivo de verificar a estabilidade nas
mesmas condi¢bes empregadas nos ensaios bioldgicos. Como observado no espectro da Figura
70 A, dois dubletos em & 38,5 e 36,5 ppm, que podem ser referentes aos compostos
[RuCI(Py)(dppb)(5,5'-Me-bipy)]PFs ou [RUuCI(NIC)(dppb)(5,5'-Me-bipy)]PFes, € mais dois
dubletos em 6 49,0 e 45,0 ppm.

Para identificar o composto formado quando C3 é solubilizado em DMEM/ DMSO, o
complexo [RuCI(Py)(dppb)(5,5'-Me-bipy)]PFe foi sintetizado (Figura A18 do Anexo A), e
analisado por RMN de 3!P{*H} em (DMEM) (800 pL) e DMSO (300 pL), mostrado na Figura
70 B.
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Figura 70 — Estabilidade do complexo (a) C3, em DMSO (800 pL) + DEMEM (300 pL) nos tempos de 0, 24, 48
e 72 horas e (b) [RuCI(Py)(dppb)(5,5’-Me-hipy)]PFs em DMSO (800 uL) + DEMEM (300 pL) apés

solubilizac&o.
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Analisando os espectros de RMN de fosforo das Figuras 65-70 (A e B) podemos inferir
que quando C3 é solubilizado em DMEM + DMSO, uma mistura dos complexos contendo a
piridina coordenada (oriunda da nicotinamida) e uma segunda espécie obtida pela troca da
piridina por agua, ou algum constituinte proveniente do meio biolégico DMEM, como
aminoécido, é obtida.

A formacdo do complexo [RuCI(Py)(dppb)(5,5'-Me -bipy)]PFs a partir de C3 pode ser
atribuida pelo ataque de um solvente nucledfilo prético, como etanol e metanol, ao carbono do
grupo amida da nicotinamida, que apresenta maior eletrofilicidade apds a coordenacdo. Ja
quando C3 é solubilizado em DMSO, o ataque nucledfilo prético pode ser oriundo da agua
presente no solvente.

O mecanismo proposto para a reacdo é representado no Esquema 1. Neste, ap06s o ataque
do nucleofilico, a dupla ligacéo do anel aromético abstrai o hidrogénio da porgdo nucleofilica
e quando o oxigénio do grupo amida reestabelece a dupla ligacédo, leva a saida do grupo amida
e formacdo da piridina, que permanece coordenada. A velocidade da reacdo foi proporcional a
forca e viabilidade do nucleéfilo conforme observado comparando os diferentes meios do teste
de estabilidade (Figuras 65 — 70). Vale destacar que maiores estudos com o intuito de confirmar
os intermediarios propostos precisam ser realizados, visto que o complexo C3 pode ainda ser

um promissor catalisador deste tipo de reacao.

Esquema 5- Mecanismo proposto para a formacdo do complexo com piridina a partir de C3.
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Fonte: do autor

5.1.11 Estudo da atividade citotoxica dos complexos da série 1

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados empregando inicialmente uma
concentracdo de 40 uM de C1-C3 nas linhagens celulares MCF-7 (cancer de mama positivo

para estrogénio), HepG2 (carcinoma hepatocelular), A549 (adenocarcinoma pulmonar) e SK-
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MEL-147 (melanoma) e os perfis citotdxicos desses complexos foram determinados apos 48 h
de tratamento.

Todos os complexos testados reduziram a viabilidade das células tumorais avaliadas, no
entanto, C3 foi 0 mais ativo nas células A549 e SK-MEL-147. As taxas de viabilidade obtidas
para C3 nessas linhagens foram em torno de 50% e 28%, respectivamente conforme ilustra a
Figura 71 A. Nenhum efeito citotoxico foi observado para precursores ou ligante NIC livre na
concentracdo de 100 uM (Figura 71 A) em celulas tumorais. Assim, a estrutura quimica desses
complexos de ruténio (11) parece ser critica para sua citotoxicidade. Além disso, a presenca do
arranjo estrutural obtido (C1-C3) mostrou-se importante para a atividade citotdxica nas
linhagens avaliadas e na seletividade quando comparados aos precursores e ligante livre
(CANDIDO et al., 2022; LIU et al., 2011; MCCAIN et al., 2019; NEGRETI et al., 2022;
OLIVEIRA et al., 2021; RAMADEVI et al., 2015).

Considerando a eficiente citotoxicidade de C3 em células de melanoma SK-MEL-147,
decidimos avaliar os efeitos deste composto em outras linhagens celulares derivadas de
melanoma (CHL-1 e WM1366). Os melanomas cutaneos sdo altamente heterogéneos e exibem
diferentes alteracdes genémicas, que desempenham um papel importante no desenvolvimento
do céncer, resisténcia a medicamentos e progressao do cancer (NEGRETI et al., 2022). Assim,
os valores de I1Cso do C3 foram determinados para trés linhagens de células de melanoma que
exibem perfis de mutacdo distintos e sdo representativos de diferentes subtipos de melanoma.

Considerando estes resultados o complexo C3 foi selecionado para analises
subsequentes considerando sua capacidade de reduzir em mais de 50 % a taxa de viabilidade
em culturas de SKMEL-147 quando usado na concentracdo de 40 uM. Desta forma, os efeitos
de C3 sobre o comportamento proliferativo de linhagens de melanoma foram avaliados (SK-
MEL-147, WM1366 e CHL-1).

As curvas dose-resposta representadas na Figura 71 B mostraram que o composto C3
foi eficaz na reducdo da viabilidade de todas as linhagens celulares de melanoma apds 48 h de
tratamento. No entanto, o ICso mais baixo foi observado para a linhagem celular CHL-1 (Tabela
16), que abriga as mutacGes inativadoras de TP53 e CDKN1A.



Figura 71 — Viabilidade celular determinada pelo ensaio da sulforrodamina B (SRB), em (A) as células

foram tratadas com complexos (C1-C3) a 40 uM, precursores a 100 uM e ligantes (NIC) a

100 puM por 48 h. (B) Curvas dose-resposta exibindo os efeitos do complexo C3.
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Notas: Estatisticamente diferente (*p < 0,05, e *** p <0,001) do grupo controle de acordo com anéalise

de variancia ANOVA e pos-teste de Tukey. Grupo DMEM: As células foram cultivadas em meio

de cultura. Grupo DMSO: as células foram cultivadas em meio contendo veiculo DMSO (0,1%,

v/v). MCF-7 (cancer de mama positivo para estrogénio), HepG2 (carcinoma hepatocelular),
Ab549 (adenocarcinoma pulmonar) e SK-MEL-147, CHL-1 e WM1366 (melanoma).
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O complexo C3 também foi testado em fibroblastos derivados da pele (FPM). O valor
de 1Cso encontrado para células normais (231,13 + 2,01) foi maior do que o obtido para
linhagens celulares de melanoma (18,06 = 0,77; 37,95 £+ 1,90; 30,10 + 1,88 para CHL-1,
WM1366 e SK-MEL-147). O indice de seletividade de C3 para células CHL-1 foi de
aproximadamente 13,00 indicando que C3 atende aos critérios para estudos in vivo em trabalhos
futuros, além de ser altamente selemtivo. A linhagem CHL-1 mostrou-se mais responsiva ao
tratamento com C3, quando comparada as demais (WM1366 e SK-MEL-147), considerando
que os valores de IC50 determinados para tais linhagens foram, em média, duas vezes maiores
que o valor encontrado para CHL-1. A cisplatina foi utilizada como controle positivo e
apresentou valor de ICsp igual a 94,59 £ 3,95 puM na linhagem CHL-1, ou seja, resultado em
média cinco vezes maior que o 1Cso de C3 na mesma linhagem (Tabela 16).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa reportou que complexos fosfinicos de ruténio
contendo derivados do &cido cindmico reduziram eficientemente a viabilidade celular de
linhagens celulares de melanoma (ICso variando de 2,83-14,39) (NEGRETI et al., 2022). No
entanto, os indices de seletividade desses complexos para células de melanoma foram muito
menores (NEGRETI et al.,, 2022) em compara¢do com o0s observados para C3. Essas

descobertas sdo promissoras e sugerem que C3 é um valioso prototipo antitumoral.

Tabela 16 - Valores de -1Csp (uM) determinados por ensaio colorimétrico apés tratamento por 48 h com C3 ou

cisplatina.
Linhagens celulares C3 Cisplatina IS*
CHL-1 18,06 + 0,77 94,59 + 3,95 13,00
WM1366 37,95+1,90 68,15 + 4,12 6,00
SK-MEL-147 30,10+ 1,88 19,54 + 1,10 8,00
FPM 231,13+2,01 n.d n.d

Fonte: Do autor

Notas: indice de Seletividade determinado pela razéo entre 1CsoFPM/ICso SK-MEL-147, WM1366 e CHL-1 para
o complexo C3.
n.d = ndo determinando, considerando que o tratamento ndo reduziu em 50% a viabilidade na faixa de
concentragdo avaliada (2,5 a 100 uM). Cisplatina foi utilizada como controle positivo. SK-MEL-147,
WM1366 e CHL-1 (linhagens derivadas de melanoma).

Os efeitos do C3 no comportamento proliferativo das células CHL-1 e na viabilidade
celular foram determinados ap6s 24 e 48 h de tratamento pelo ensaio de excluséo do azul de

tripano. Este ensaio permite a determinacdo na frequéncia de células viaveis (vivas) e inviaveis
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(mortas), pois o corante azul de tripano penetra somente nas células que perderam a integridade
de membrana o que deixa as células inviaveis com uma coloracao azul-arroxeada (AVELAR-
FREITAS et al., 2014).

O numero de células viaveis foi menor nos grupos tratados com C3 em 24 e 48 h em
comparagdo com os controles nos tempos correspondentes (Figura 72A). Isso indicou que C3
inibiu a proliferacéo de células CHL-1. As frequéncias de células vidveis foram reduzidas para
78,56% (24 h) e 54,70% (48 h) nas culturas de células CHL-1 tratadas com C3 a 10 pM.
Entretanto, quando este composto foi utilizado na concentracdo de 20 UM, as frequéncias de
células viaveis foram de 53,90% (24 h) e 34,90% (48 h).

As caracteristicas morfoldgicas das células CHL-1 foram monitoradas por microscopia
de contraste de fase durante o tratamento com C3 ap0s 24 e 48 horas nas concentracdes de 10
e 20 uM (Figura 72 B). Nas culturas tratadas a 10 uM observou-se células maiores e com maior
quantidade de granulos citoplasmaticos em relacdo as amostras controle tanto em 24 e 48 horas.
Mudangas ainda mais drasticas nas linhagens de CHL-1 tratadas a 20 uM, sendo possivel
observar menor densidade celular e maior frequéncia de células arredondadas e fragmentos
celulares principalmente ap6s 48 horas de tratamento, indicando que C3 possui alta
citotoxicidade nessa concentracao.

O ensaio de ciclo celular foi utilizado para determinar da frequéncia de células nas
diferentes fases do ciclo celular. O ensaio mostrou que C3 causou uma parada do ciclo na
transicdo G1/S. Houve um aumento na populacdo GO/G1, que séo as fases iniciais do ciclo onde
ocorre a producdo de constituintes celulares essenciais para a multiplicacdo das células como
por exemplo: organelas, enzimas € RNA (Almeida et al.,2005). Nas fases subsequentes
notaram-se diminuicdo nas frequéncias das fases S (responsavel pela autorreplicacdo do DNA)
e G2/M (preparo e inicio da mitose) nas culturas de células CHL-1 tratadas com C3 a 10 e 20
UM por 24 h (Figura 72 C).

Também observamos uma reducdo significativa na capacidade de formacdo de
col6bnias (85% de reducéo) em culturas tratadas por 24 h com C3 a 10,0 uM. Nenhuma colénia
foi observada no grupo tratado com este composto a 20,0 uM (Figura 72 D). Essas descobertas
reforcam os resultados de viabilidade anteriores e indicam que o composto C3 tem uma
atividade antiproliferativa robusta em células de melanoma CHL-1.

A intensa proliferacdo de células tumorais estd associada a ativacdo de vias
oncogénicas e a expressao sustentada de reguladores positivos dos ciclos celulares,
principalmente aqueles necessarios para as transicdes G1/S. NO0s demonstramos anteriormente

que complexos de ruténio (I1) contendo &cido piperonilico (PIPE) podem inibir a proliferacdo
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da linha celular de adenocarcinoma pulmonar (A549) por induzir o ciclo celular em G1/S
(FERREIRA-SILVA et al., 2017b). O PIPE modulou a sinalizagdo MAPK/ERK e reduziu a
expressdo de ciclina D1 nas células A549. Recentemente, relatamos que complexos de
ruténio(ll) contendo &cido trans-4-(trifluorometil)cinamico também foi capaz de induzir
paradas no ciclo celular na transigdo G1/S em CHL-1. No entanto, este efeito foi associado com
aregulacédo negativa da ciclina E (NEGRETI et al., 2022). Novos estudos seréo realizados para
investigar o mecanismo molecular associado a atividade antiproliferativa de C3 em células
CHL-1.

Figura 72 — Viabilidade celular determinada pelo ensaio de exclusdo do azul de tripano em CHL-1 tratadas
com C3 nas concentracdes de 10 ou 20 uM por 24 e 48 horas (A); Imagens das culturas de CHL-
1 obtidas por microscopia de contraste de fase apos 24 e 48 h de tratamento. (B); Efeitos de C3
sobre a cinética de progresséo do ciclo celular de culturas de CHL-1 ap6s 24 h de tratamento nas
concentracoes de 10 e 20 uM (C);Imagens ilustrativas e analises de ensaios clonogénicos ap6s

um tratamento de 24 horas (D).
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O composto C3 induziu a morte nas células CHL-1. Numerosas células arredondadas
e fragmentos celulares foram observados nas amostras tratadas com C3 a 20 uM por 48 h.
Nessas condi¢Oes experimentais, 0 numero de células inviaveis foi significativamente maior
nas culturas tratadas com C3, do que naquelas com os controles (Figuras 73 A e 73 B).

Dessa forma o ensaio de anexina V foi utilizado para avaliar se o tratamento com C3
induz apoptose em culturas de células CHL-1. Os resultados obtidos por citometria de fluxo
mostraram que a frequéncia de eventos apoptéticos foi 10 vezes maior nas culturas CHL-1
tratadas com C3 a 20 uM por 48 h em relagdo ao grupo controle (Figura 73 C). Isso sugere que
a citotoxicidade de C3 nas céelulas CHL-1 esta associada a sua capacidade de induzir apoptose.
Sabe-se que células cancerigenas apresentam mecanismos para escapar do processo de apoptose
(morte celular programada) (HANAHAN; WEINBERG, 2011) além de resisténcia aos
medicamentos quimioterapicos (BERGERS; HANAHAN, 2008; MOLLAEI et al., 2021).

Portanto, complexos de ruténio(ll) capazes de induzir apoptose em células tumorais
sdo prototipos antitumorais promissores. A resisténcia das células tumorais aos sinais
apoptoticos envolve multiplos mecanismos, incluindo o aumento e diminuicdo de genes anti e
pré-apoptoticos, respectivamente (MOLLAEI et al.,, 2021). Recentemente, revelamos que
complexos de ruténio(ll) induzem apoptose em células CHL-1 ativando as vias intrinsecas da
apoptose. A inducdo da apoptose ocorreu através da modulagdo dos genes pré e anti-apoptéticos
da familia BCL-2. Houve uma regulacdo positiva da proteina BAX com uma regulacdo negativa
concomitante de BCL-2 (NEGRETI et al., 2022).
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Figura 73 — (A) Células CHL-1 foram tratadas com (C3) a 10 ou 20 uM, e as frequéncias de células inviaveis
foram determinadas pelo ensaio de exclusdo de azul de tripano em 0, 24 e 48 h; (B) Imagens
representativas das culturas de CHL-1 obtidas por microscopia de contraste de fase mostrando as
caracteristicas morfolégicas das células ap6s 48 h de tratamento com C3 a 20 puM; (C) graficos de
pontos representativos dos ensaios de Anexina V/7-AAD e analises de apoptose realizadas apds 48 h

de tratamento.
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Notas: As células vidveis (quadrantes inferiores esquerdos), apoptose inicial (quadrantes inferiores direitos),
apoptose tardia (quadrantes superiores direitos) e células necréticas (quadrantes superiores esquerdos) sdo

mostradas em gréaficos de pontos.
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Numerosos medicamentos quimioterapicos podem induzir apoptose por meio de vias
intrinsecas, induzindo estresse oxidativo e dano ao DNA (DEWANJEE et al., 2017,
JAYANTHI et al., 2016; ZHONG et al., 2013). Complexos de ruténio podem aumentar a
producdo de ROS (espécies reativas de oxigénio) e, finalmente, induzir apoptose em células
cancerigenas JUNGWIRTH et al., 2011; LIANG et al., 2022b; YANG et al., 2012). Por esse
motivo medimos os niveis de ROS nas linhagens celulares de CHL-1 tratadas com C3.

Avaliamos os niveis de ROS apds 0,5, 2 e 4 h de tratamento. Os niveis de ROS foram
3 vezes e 4 vezes maiores nas amostras tratadas com C3 nas concentrac6es de 10 uM e 20 uM
por 30 min, respectivamente, em comparagdo com 0s grupos controle (Figuras 74 A e B). Ap6s
2 h de tratamento, os niveis de ROS sofreram aumento somente nas amostras tratadas com C3
empregando concentracdes de 10 uM (Figuras 74 C e D). Nao foram observadas diferencas
significativas nos niveis de ROS das amostras tratadas com C3 por 4 horas e os controles
(Figura 74 E e F). Essas informacdes sugerem a capacidade de C3 aumentar rapidamente 0s
niveis de ROS nas células CHL-1 em um curto periodo de tempo. Dessa forma, o efeito proé-
oxidante juntamente a sua atividade pré-apoptotica podem estar associados a sua boa atividade
citotoxica, conforme relatado para o complexos de ruténio (I1I) como o complexo contendo o
ligante lapachol de formula [Ru(Lap)(dppm)(fen)]PFs, onde Lap= lapachol, dppm = 1,1’-
bis(difenilfosfina)metano e fen= 1,10-fenantrolina (DE GRANDIS et al., 2021; LIANG et al.,
2022a).



147

Figura 74 — Medidas dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) de culturas de células CHL-1
tratadas com C3 para 0,5 (A e B),2 (Ce D) ou 4 h (E e F). DMSO (0,1% v/v) foi usado
como controle negativo. As linhas solidas no histograma representativo correspondem
aos grupos DMSO (preto), C3 a 10 uM (azul) e composto C3 a 20 uM (verde)
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Como ultima analise envolvendo a citotoxicidade de C3 e uma forma de relacionar

com o comportamento de estabilidade em solugdo observada anteriormente onde o complexo
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[RuCI(Py)(dppb)(5,5'-Me-bipy)]PFs foi formado quando C3 foi solubilizado em uma solucéo
de DMEM/DMSO. Para verificar se a citotoxicidade de C3 contra CHL-1 e decorrente da
formacdo do complexo [RuCl(Py)(dppb)(5,5'-Me-bipy)]PFs, sintetizamos e avaliamos a
citotoxicidade, sob as mesmas condi¢cdes de C3, frente a CHL-1. Os resultados revelaram
diminuicdo da viabilidade celular (Figura 75), com valor de 1Cso de 21,32 £ 0,93 pM, muito
préximo ao valor de ICsg obtido para o complexo C3 (18,06 + 0,77). Dessa forma os resultados
obtidos do estudo de estabilidade, DRXM e ensaios bioldgicos mostram que C3 atuou como
um pro-farmaco para produzir espécies biologicamente ativas como o [RuCI(Py)(dppb)(5,5'-
Me-bipy)]PFe.

Figura 75 — Curvas dose-resposta exibindo os efeitos citotoxicos de C3 (linha preta)
e [RuCl(py)(dppb)(5,5'-Me-bipy)]PF6 (linha vermelha) em linhagens
tumorais de CHL-1 ap6s 48 horas.
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5.1.12 Estudo de interagdo dos complexos com DNA

Como todos os complexos da série 1 apresentaram capacidade de reduzir a viabilidade
das células tumorais avaliadas, decidimos verificar a interagdo destes complexos com possiveis
alvos terapéuticos contra o cancer.

Como ja relatado, o DNA € uma biomolécula que esta diretamente envolvida com a

atividade antitumoral de compostos de coordenacgdo. Nas Ultimas décadas, os mecanismos de
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acdo de uma grande quantidade de compostos de coordenagdo a base de ruténio tém sido
associados a interacbes com o DNA (GILL et al., 2016; JIA et al., 2019). Relembrando que os
modos de interacdo podem ser divididos em intera¢Ges covalentes, ocorrendo atraveés da ligacao
direta do complexo ao DNA através de suas bases nitrogenadas ou do grupo fosfato, ou
interacGes ndo covalentes, como interacGes eletrostaticas e hidrofébicas, ou intercalages do
complexo na dupla hélice (BOER; CANALS; COLL, 2009; KEENE; SMITH; COLLINS,
2009).

O método escolhido durante as analises foi titulacdo espectroscopica na regido UV-vis
sendo este bastante difundido para determinagdo da constante de ligagédo (Kb) de complexos
metalicos com DNA. Todas as titulagbes foram realizadas em triplicata e um espectro
representativo para série 1 € apresentado na Figura 76, sendo que o espectro inicial (em preto)
corresponde ao complexo na auséncia de DNA e 0s demais correspondem as sucessivas adi¢des
de ct-DNA a solucdo inicial. Os espectros obtidos para os compostos C1 e C2 estdo nas Figuras
Al19 e A20 do anexo A.

Figura 76 — Espectros de UV-vis de titulagdes espectroscdpicas do complexo C3 1,00x102 mol-L* com [ct-DNA]
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Observou-se para os trés complexos avaliados uma diminui¢do na intensidade de
absorcéo (hipocromismo) ao adicionar quantidades crescentes de ct-DNA as solucdes dos
complexos (C1-C3), indicando interacdo do DNA com os compostos. Além disso, 0s espectros
mostraram um deslocamento das bandas para a regido vermelha do espectro (batocromismo),
sugerindo que ocorreu uma interacdo por intercalagdo, comportamento analogo ao relatado em
outros trabalhos envolvendo complexos metalicos e ligantes piridinicos (GILL et al., 2016).
Esse fendmeno ocorreu devido as interacdes entre os orbitais ©* do complexo e os orbitais p
das bases nitrogenadas do DNA, gerando uma diminui¢do no nivel de energia do orbital =* do
complexo e gerando o deslocamento da banda (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).

A partir dos resultados das titulacbes espectrais obtidas considerando a regido de
aproximadamente 405 nm e aplicando a equacdo de Neighbor Exclusion (eg. 1) pode-se calcular
a magnitude de cada interagdo com o DNA a partir do Kb (constante de ligacdo) e da

porcentagem de hipocromismo (%H). Os resultados obtidos sdo dispostos na Tabela 17.

Tabela 17 - Constantes de ligacdo (Kb) e porcentagens de hipocromismo (%H) dos complexos C1-C3 no

comprimento de onda de 405 nm.

Complexos K, (M) %H
C1 5,39x108 9,04
C2 7,55x10° 7,65
C3 9,48%10° 16,18

Fonte: Do autor

Os compostos C1 e C3 interagiram com o DNA com constantes de ligacdo, Kb, da
ordem de 10° M1, que é a mesma ordem de grandeza de moléculas intercaladoras classicas,
como brometo de etidio (10x10° M) (WARING, 1965). Uma molécula intercaladora que ao
inserir-se entre pares nucleotideos do DNA provoca alteracBes estruturais que gera
enrijecimento, alongamento e/ou desenrolamento da dupla fita que interrompe 0 processo de
replicacdo de DNA e freia o crescimento de tumores (BARRA; NETTO, 2015).

Por outro lado, C2 apresentou valor de Kb inferior, da ordem de 10° comparavel as
interacbes de complexos metélicos com CT-DNA através de ligaches ndo covalentes
(eletrostaticas ou de hidrogénio) relatadas na literatura, tais interacdes foram observadas para
complexos Ru(ll)/fosfina/diimina relatados na literatura (GILL et al., 2016; SHILPA et al.,
2011; SILVA et al., 2018).
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5.1.13 Estudo de interacdo dos complexos com HSA

Os complexos foram avaliados quanto sua capacidade de interagir com a albumina de
soro humana (HSA). Como vimos na revisao bibliografica a interacdo de quimioterapicos com
proteinas como a albumina é importante no transporte e eficiéncia de farmacos (GLASS et al.,
2010). A albumina sérica humana contém aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina e
fenilalanina), mostrados na Figura 77, que em solucdo exibem fluorescéncia. O monitoramento
da supresséo dessa fluorescéncia decorrente da presenca dos complexos C1-C3 fornece
informagdes sobre as interagdes com HSA.

Figura 77 — Representacéo estrutural dos aminoacidos aromaticos encontrados na HSA
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Fonte: Do autor

Os experimentos foram realizados em trés temperaturas distintas (298, 304 e 310 K),
adicionando-se a solugdo de HSA (5,0 pmol™) concentragdes crescentes de complexo (0-50
umol™). As medidas de fluorescéncia foram realizadas provocando a excitagdo da proteina em
280 nm (maior absorcéo) e fazendo-se a leitura na faixa de 290-500 nm (HSA tem fluorescéncia
maxima em aproximadamente 350 nm), com o intuito de elucidar o mecanismo pelo qual
ocorreu a interacao.

Considerando que os trés complexos relatados apresentaram absor¢do na regido
supracitada, uma correcédo de filtro interno fez-se necessaria, onde os valores de fluorescéncia

corrigida foram obtidos a partir da seguinte equagéo (4):

Feorr = Fops 10@ext Aem)/2 (4) (GRAMINHA et al., 2020)
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Em que Fcorr € Fobs cOrrespondem as intensidades de fluorescéncia corrigida e observada,
e Aex € Aem compreendem as absorbancias no comprimento de onda de excitacdo (280 nm) e
emissdo (325nm), respectivamente. A Figura 78 (A) mostra claramente a absor¢do de C3 em
diferentes concentracfes na regido espectral analisada e a Figura 78 (B) uma comparacao dos
dados de fluorescéncia antes e apds correcao evidenciando a importancia da correcdo para a

analise.

Figura 78 — (A) Espectros de UV-vis de HSA (em preto) e diferentes concentra¢es do complexo C3 ;(B) espectros
de emissdo de fluorescéncia brutos de HSA (em preto) com quantidades crescentes de complexo C3

mostrando as diferengas apés a corregdo de filtro.
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Os efeitos dos complexos na intensidade de fluorescéncia da proteina sdo apresentados
na Figura 79 para C3 e nas Figuras A21 e A22 do Anexo A para 0s demais complexos. De
maneira geral, observou-se que a intensidade de fluorescéncia da proteina HSA diminui com o
aumento da concentracdo dos complexos, sugerindo a interacdo dos complexos com 0 HSA. A
mudanga na intensidade da banda é devido a mudangas conformacionais na HSA,

principalmente nos residuos de triptofano.



153

Figura 79 — Espectro de emissdo da HSA com concentracdes crescentes do complexo C3 em (A) na temperatura
de 298 K e (B) em 310 K
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Fonte: Do autor
Nota: [HSA] = 5,0 pmol-L* em solugio tampao Tris-HCI pH = 7,4, Aex. = 280 nm.

Atraves da equacdo de Stern-Volmer (apresentada na eq. 2 na revisao bibliogréfica),
aplicando tratamentos matématicos e relacionando com a equacéo da reta (y = mx + n), ao plotar

o grafico de de FO/F em fungéo da concentracdo do complexo [Q] para cada temperatura (Figura
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80) para C3 e Figura A23 para C1 e C2 respectivamente do Anexo A), pode-se determinar Ksy
(constante de Stern—\Volmer) e Kgq, conforme sumarizado na Tabela 18.

Figura 80 — Gréafico de Stern-Volmer de Fo/F vs [Q] para HSA na presenga de diferentes concentragoes de C3
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Fonte: do autor
Nota: [HSA] = 5,0 pmol-L* em solugdo tampao Tris-HCI pH = 7,4, Aex. = 280 nm.

Observando os resultados, nota-se que C1 apresentou valores de Kq superiores ao valor
maximo da constante de difusdo (2,0x10%° L mol™ s™%), ademais, os valores de Ks, aumentaram
quando a temperatura variou de 298 a 304 K, com diminui¢cdo em 310 K, indicando a ocorréncia
de mecanismos dinamico e estatico de supressdo de fluorescéncia (ZHAO et al., 2010; ZHAO
et al., 2011). O complexo C2 mostra uma diminui¢do no Ksy com 0 aumento da temperatura,
além disso, os valores de Kq obtidos sio maiores que a constante de difusdo méaxima (2,0x10%°
L mol*s™), indicando um mecanismo estatico (ZHAO et al., 2010). No entanto, C3 apresentou
um leve aumento no Ksy com 0 aumento da temperatura e alto valor de Kq, sugerindo um
mecanismo estatico.

Posteriormente, foram obtidos os graficos de log (FO-F)/F vs log [Q] (Figura 81 para
C3, os demais estdo apresentados na Figura A24) que permitiram determinar os valores de Kb
(constante de ligacao) e n (nimero de sitios de interacdo) (Tabela 18) através dos coeficientes

angular e linear da reta, respectivamente. Os valores de R? obtidos para os complexos em cada
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uma das temperaturas apresentou valores adequados indicando uma boa correlagdo com a

equacéo da reta obtida.

Figura 81 — Gréficos de log (Fo - F)/F vs log [Q] para HSA na presenga de diferentes concentragdes de C3.
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Fonte: do autor
Nota: [HSA] = 5,0 pmol-L em solugdo tampdo Tris-HCI pH = 7,4, Aex. = 280 nm.

A magnitude da constante de ligagdo (Kp) variou de grandeza na ordem de 10%-103,
indicando interacdo moderada a fraca com a proteina. De fato, muitos complexos de ruténio
que interagem fortemente com a biomolécula e que foram descritos na literatura apresentam Kb
na ordem de grandeza de 10° M (DEMORO et al., 2019; RIBEIRO et al., 2020; SILVA et al.,
2018). Além disso, C1 e C3 apresentaram aumento nos valores de K com o aumento da
temperatura. Para C2, houve uma diminui¢do acentuada em Ky com o aumento da temperatura.
Todos os complexos apresentaram sitios de ligacdo de aproximadamente 1, indicando a
insercdo de apenas uma molécula do complexo na estrutura proteica.

A partir dos valores Kb e aplicando a equacdo de van’t Hoff (5) pode-se obter
pardmetros termodindmicos como variagdes de entropia (AS®), entalpia (AH®) e energia livre

de Gibbs (AG®), sobre essas interacdes que estdo sumarizados na Tabela 18.

1. AH’

Kp1 _ 1 1 AH
an—bz—(T1 DR ©

AG® = - RXTxIn(Kb) = AH® - TXAS® (6)
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In Kb = - AH/(RXT) + AS/R (7)

Essas interacdes podem consistir em diferentes tipos, como liga¢des de hidrogénio, van
der Waals, interacOes eletrostaticas e hidrofobicas. De acordo com a literatura, essas interacdes
podem ser classificadas com base nesses parametros: os valores para AH > 0 ¢ AS > 0 implicam
no envolvimento de forgas hidrofobicas, AH® <0 e AS° < 0 correspondem a interacfes de van
der Waals, e AH® <0 e AS® > 0 sugerem forcas eletrostaticas (ROSS; SUBRAMANIAN, 1981).
A partir dos dados obtidos notamos inicialmente valores AG° negativos para todos o0s
complexos, ou seja, em todas as temperaturas acontecem interacdes espontaneas entre a
proteina e 0s compostos.

Os compostos C1 e C3 apresentaram valores positivos de AH? e AS?, indicando que as
interagbes com HSA ocorreram por meio de interagdes hidrofébicas. Tal interagdo causa
alteracdo momentanea da estrutura do HSA, evidenciando fragmentos proteicos apolares que
induziram uma reorganizacdo das moléculas de agua adicionadas ao novo sistema. Ja C2
apresentou comportamento oposto, com valores negativos de AH® e AS?, indicando prevaléncia
de interacGes de Van der Waals e ligacGes de hidrogénio. Tal observacdo foi interessante, pois
como C2 apresenta um grupo metoxila em sua estrutura, que podem favorecer a interacdo
intermolecular com os aminoacidos da HSA. Diante do exposto, os complexos avaliados podem
interagir com HSA e serem transportados até os alvos terapéuticos gerando respostas citotoxicas

a células tumorais.
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Tabela 18 - Valores de constante de Stern—Volmer (Ksv, L.mol™'), constante de taxa de extincdo biomolecular

(Kg, L.mol™'.s™"), constante de ligacdo (Kb, M™'), nimero de sitios de ligacdo (n), energia livre de

Gibbs AG? (KJ.mol™), entalpia AH® (KJ.mol™") e entropia AS° (J.mol™'.K) para a interagdo complexos

(C1-C3).
T K * Kq K, + n  AG° AH® AS°
(K) DP(109  DP (101) DP (10°) KI  KJ Jmol?
(LxML) (M1sh (MT) mol™ mol™? K
Cl 298 419+025 4,940,335 021+0012 047 -133 234 1233
304 7534030 7,53+0,30 5,64+0,0011 073 -218
310 306+021 306+021 0,31+0,0021 053 -148
C2 298 264+045 264+045 590+0,0050 0,79 -21,5 -3252 -1019,2
304 1404008 1,40+0,08 0,046+0.012 039 -9,7
310 1244012 127+0,12 0,037+0,013 036 -93
C3 298 530+081 530+081 227+0,0031 067 -191 384 19372
304 5524042 552+043 3,21+0,0019 0,69 -204
310 58740111 587+011 4,13+0,0021 0,73 -215

Fonte: do autor

5.2 SERIE 2

5.2.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 3'P{*H}

Nesta série empregou-se o precursor contendo 6xido nitrico mer-[RuCl3(NO)(dppb)],

ilustrado na Figura 82 A. Este complexo, quando solubilizado em CH2Cl, sofre lenta

isomerizacdo para o isomero fac-[RuCIl3(NO)(dppb)] (Figura 82 B), conforme descrito na
literatura por (BATISTA et al., 1999; VON POELHSITZ et al., 2002). Uma maneira de

acompanhar a conversdo entre estes isbmeros € por meio da técnica de espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear de 3P{*H}, uma vez que o isdmero facial apresenta um singleto

com deslocamento quimico em & 22,06 ppm, ja que os atomos de fosforo sdao equivalentes

(ambos trans posicionados ao ligante cloreto).

Entretanto o isbmero meridional apresenta dois dubletos com deslocamentos quimicos

em o 12,87 e 9,43 ppm, constante de acoplamento 36,4 Hz, uma vez que os atomos de fosforo

estdo trans ao cloreto (Pa) e ao Oxido nitrico (Pe) (Figura 83 (A)). Caso o isGmero mer-
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[RuCl3(NO)(dppb)] permaneca em refluxo em metanol por 2 horas ocorre a converséo total
para o isdbmero facial (VON POELHSITZ et al., 2002) (Figura 83 (B)).

Figura 82 — Representacdo estrutural dos ismeros mer e fac-[RuCl3(NO)(dppb)].

®) ®)
Cl NO
PA ~NO = LCl
P >l P >
B
Cl Cl
mer-[RuCl,(NO)(dppb)| fac-[RuCL(NO)(dppb)]

Fonte: do autor

Os espectros de 3P{*H} dos isbmeros mer e fac sdo apresentados na Figura 83 (A) e

(B), respectivamente e os dados de deslocamentos e constantes de acoplamento na Tabela 19.

Figura 83 — Espectros de RMN de 3!P{*H} em CHClI,/D,0 dos complexos precursores: mer-[RuCls(NO)(dppb)]
em (A) e fac-[RuCl3(NO)(dppb)] em (B).
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Fonte: do autor

Os espectros de RMN de *!P{*H} dos complexos C4-C6 apresentaram dois dubletos em
aproximadamente 6 28,6 e 22,5 ppm, indicando a ndo equivaléncia magnética dos dois a&tomos
de fésforo, como esperado, em que um atomo de fésforo esté trans ao atomo de Cl e o outro
trans ao atomo de nitrogénio dos ligantes piridinicos utilizados. Os espectros obtidos para C4-
C6 estdo apresentados na Figura 84 e deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento

(%Jp-p) sd0 descritos na Tabela 19.
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Figura 84 — Espectros de RMN de 3'P{*H} em CH,Cl,/D,0 dos complexos da série 2.
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Fonte: do autor

A troca do ligante cloreto pelos ligantes piridinicos (piridina, 4-metilpiridina ou 4-

vinilpiridina), ligantes o doadores e & aceptores, e a isomerizagdo do ligante 6xido nitrico, sdo

responsaveis pelos novos deslocamentos quimicos observados no RMN de 3!P{*H} para os

complexos da série 2. Desta forma, 0 dubleto observado em aproximadamente 6 28,6 ppm

refere-se ao atomo de fosforo trans ao nitrogénio piridinico (PA) (Tabela 19) e o dubleto

observado em aproximadamente & 22,0 ppm refere-se ao fosforo trans ao cloreto (PB) (Tabela

19). Tais caracteristicas sdo observadas em trabalhos descritos na literatura por (CANDIDO et

al., 2022; GOLFETO et al.,

2010; SILVA et al., 2018). Os sinais em aproximadamente -144

ppm correspondem ao atomo de fosforo no contra-ion PFe.
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Tabela 19 - Deslocamentos quimicos (ppm) e constantes de acoplamento (Hz) para os precursores e complexos da

série 2.
Complexos & (ppm) CH2Cl> 2Jp-p (Hz)
Pa” Ps*
mer-[RuCl3(NO)(dppb)] 12,9 94 36,4
fac-[RuClIs(NO)(dppb)] 22,1 -
C4 29,0 22,8 24,3
C5 28,7 22,2 24,3
C6 28,7 22,3 24,3

Fonte: do autor

Notas: *Pa fdsforo trans N piridinico, *Pg fosforo trans Cl

5.2.2 Condutividade molar e analise elementar

Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio obtidos e calculados para os complexos
da serie 2 estdo sumarizados na Tabela 20, ademais os valores tedricos foram calculados
considerando os complexos anidros. As analises foram realizadas em triplicata e os valores
obtidos estdo de acordo com as formulagdes propostas.

Os valores de condutividade molar para os complexos da série 2 encontram-se na Tabela
20 e foram realizados empregando-se CH2Cl, como solvente. Os resultados estdo condizentes
com eletrolitos do tipo 1:1, como esperado, ja que houve a substituicdo de um ligante CI- pelo
nitrogénio piridinico na esfera de coordenacao, sendo necessario a presenca de um contra-ion.
Os resultados encontrados estdo de acordo com a literatura que relata faixa de 12 a 77 ps.cm™
para eletrolitos 1:1, em diclorometano (GEARY, 1971). Destaca-se ainda que 0S precursores
mer-[RuCl3(NO)(dppb)] e fac-[RuCl3(NO)(dppb)] apresentaram condutividade molar de 5.97

e 5.96 ohm1cm?mol™ condizentes com eletrélitos neutros.

Tabela 20 - Dados de andlise elementar e condutividade molar para os complexos da série 2.

%C %H %N Condutividade
Exp. Calc. Erro Exp. Calc. Erro Exp. Calc. Erro Molar
(%) (%) (%) ohm*cm?mol™
(Temp.)

C4 4622 4649 058 405 390 385 315 329 425 290 (26,1°C)
C5 47,40 4713 057 427 407 491 333 323 300 39,2(27,8°C)
C6 4817 4785 067 412 402 249 323 319 124 32,0 (250°)

Fonte: do autor
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5.2.3 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho

Os complexos da série 2 (C4-C6), os ligantes Py, 4Pic e 4VPy e 0 precursores mer-
[RuCl3(NO)(dppb)] foram caracterizados por espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho, a fim de se observar modificagcdes nos espectros, como deslocamentos e/ou
auséncias de bandas (Tabela 21), resultados que poderiam indicar a coordenacéo.

O precursor mer-[RuCI3(NO)(dppb)] empregado nesta série de compostos apresentou
no espectro de IV (Figura 85) bandas na regido entre 3100-2800 cm™, caracteristicos de
estiramentos vs € vasC-H dos anéis aromaticos da dppb, bem como estiramentos vas e vs dos

grupos CH2 que estdo em ponte entre os dois &tomos de fosforo da dppb (NAKAMOTO, 2008).

Figura 85 — Espectro de FTIR do complexo precursor mer-[RuCl3(NO)(dppb)]
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Fonte: do autor

Na regido entre 1600-1400 cm™ bandas de fraca a forte intensidade, tipicas de
estiramentos vC=C dos aneis aromaticos foram observadas. Aproximadamente quatro bandas
de fraca intensidade entre 1400-1020 cm™ sdo atribuidas aos modos vibracionais dos anéis
aromaticos da dppb, mais especificamente a vibracdo de deformacdo no plano BC-H dos anéis
aromaticos. A banda em 1000 cm™ de média intensidade é atribuida ao estiramento vC-H dos

anéis fenilicos, enquanto os estiramentos dos anéis aromaticos da bifosfina (dppb) séo
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responsaveis por trés bandas de média a forte intensidade na regifo entre 750-600 cm?,
atribuidas as deformac@es angulares fora do plano yC-H do anel aromatico (WHIFFEN, 1956).

O precursor utilizado para sintetizar esta série de complexos apresenta o ligante NO, o
qual pode demonstrar duas formas distintas de geometria de ligacao: linear ou angular (Figura
86). A ligacdo linear ocorre quando o NO encontra-se com hibridizacdo sp do atomo de
nitrogénio, onde os orbitais ©* parcialmente vazios estdo aptos a receber densidade eletronica
do metal, sendo as formas NO™ (ion nitrosdnio) ou NQO°.

A ligacdo angular é observada quando ocorre aumentando-se a densidade eletrénica nos
orbitais n* do metal, comportando-se como NO- (ion nitrosil) de hibridiza¢&o sp? no atomo de
nitrogénio. Na geometria angular o metal doa um elétron para 0 NO formando o ion nitrosonio,
0 qual possui orbitais o que interagem com o metal e deixa o par de elétrons localizado no

orbital sp? do nitrogénio.

Figura 86 — Possiveis geometrias de ligacdo do NO coordenado ao metal
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Fonte: (SCHODER; STEPHENSON,1987).

A técnica de Espectroscopia de absor¢édo na regido do infravermelho além de permitir
verificar a presenca do grupo NO no complexo, fornece indicios se o nitrosilo se coordena na
forma linear ou angular. A forma linear caracteriza-se por bandas intensas na regido entre 1650-
1958 cm™ e a angular por bandas intensas entre 1525-1590 cm™ em complexos de ruténio
(SCHODER; STEPHENSON,1987).

Os modos vibracionais referentes ao NO s&o 0s mais marcantes e a partir dele é possivel
verificar a coordenacdo desse ligante ao centro metalico. Essa coordenagdo leva ao surgimento
de trés bandas caracteristicas, uma de maior energia e intensidade que ocorre em
aproximadamente 1868 cm, referente ao estiramento vasNO (indicando a forma NO™ linear).
A segunda refere-se ao estiramento vasRU-N de fraca intensidade que no precursor ocorreu em
577 cm. Por fim, a deformacéo angular sRu-NO em aproximadamente 540-570 cm™ que

frequentemente pode acoplar com a banda vRu-N (NAKAMOTO, 2008). As demais bandas
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como os estiramentos vP-C alifatico (em aproximadamente 1190 e 650 cm™) e vRu-P (490-510
cm) estdo atribuidas na Tabela 21 (MILTON et al., 2002).

Os ligantes piridinicos Py, 4Pic e 4VPy apresentaram bandas em 3089-3000 cm™
correspondentes aos estiramentos vC-H dos aneis aromaticos. Trés bandas de fraca a média
intensidade também foram identificadas na regifo entre 1580-1400 cm™ e referentes aos
estiramentos vC=C do anel. Adicionalmente, foi possivel observar bandas referentes a
substituicdo no anel aromatico dos ligantes 4Pic e 4VPy, como o0s estiramentos do grupo metila
e etila em vas 2924 e 2986 cm™, além do vs em 2864 e 2889 cm™, bem como a deformacéo
angular SCH, em 926 e 873 cm™.

Na regido entre 1597-1605 cm™ uma banda de forte intensidade é atribuida ao
estiramento vC=N tipica de piridinas. Os espectros dos ligantes livres e as atribuicdes das

principais bandas encontram-se na Figura 87 e Tabela 21.

Figura 87 — Espectro de FTIR dos ligantes piridinicos livres empregados
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Fonte: do autor

Os complexos C4, C5 e C6 apresentaram espectros de 1V semelhantes, desta forma

considerou-se 0 espectro de C5 para discutir os resultados obtidos nesta série (Figura 88),
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enquanto os espectros obtidos para os demais complexos encontram-se nas Figuras A25 e A26
do Anexo A.

A banda mais intensa dos espectros de C4, C5 e C6 corresponde ao estiramento vasNO
que ocorre em 1875, 1879 e 1877 cm’L, respectivamente. Esses valores encontram-se levemente
deslocados para regides de maiores niimeros de onda em relagdo ao precursor (1867 cm™),
indicando que apos a coordenacao, a ligagdo do grupo NO ao metal tornou-se mais forte. Essas
altas frequéncias estdo de acordo com valores tipicos de NO coordenado de modo linear ao
ruténio, ja que apresentam complexos similares (GOLFETO et al., 2010).

Na regifo entre 3100-2860 cm™ foi possivel observar bandas de fraca a média
intensidade caracteristicas dos estiramentos vas € vsC-H dos anéis aromaticos, bem como do
grupo metila e etila nos complexos C5 e CB6, respectivamente. Adicionalmente, notou-se bandas
de fraca a média intensidades entre 1620-1300 cm™ referentes ao estiramento vC=N e vC=C,
as quais foram deslocadas para regides mais energéticas em relacdo aos ligantes piridinicos
livres (Tabela 21), indicando que a coordenagdo com o metal intensificou a densidade eletronica
no anel , devido ser um bom aceptor = e estar competindo pelos elétrons do ion Ru'' (GOLFETO
et al., 2010; MALECKI, 2011; MALECKI; MARON, 2012; MONDELLI et al., 2014). As
bandas observadas em aproximadamente 837 e 557 cm™ sdo caracteristicas de estiramentos vas
e vsP-F indicando, portanto, a presenca do contra-ion PFs nos complexos sintetizados
(GICHUMBI; FRIEDRICH; OMONDI, 2016).

Nos espectros de IV de C4-C6 observou-se uma banda de fraca intensidade em 594 cm*
! correspondente ao v(Ru-N). Esta encontra-se deslocada para maiores nimeros de onda em
relagdo ao precursor (577 cm™), fornecendo um indicio de que houve o fortalecimento da
ligacdo Ru-N. A deformacdo angular da ligacdo Ru-NO ndo foi observada em nenhum dos
complexos, uma vez que encontra-se na mesma regido e pode estar ocorrendo sobreposicdo de
bandas (NAKAMOTO, 2008).

Na regido entre 499-513 cm™ foram observadas bandas nos espectros dos complexos
sintetizados e do precursor, estas correspondem ao estiramento vasRu-P indicando, portanto, a

presenca do ligante dppb na esfera de coordenacgao.
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Figura 88 — Espectros de FTIR de C5 (em preto), 4Pic (em vermelho) e precursor mer-[RuCl3(NO)(dppb)] (em

azul) realizados em pastilhas de KBr
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Tabela 21 - Tentativa de atribuicdo das principais bandas dos espectros de IV de mer-[RuCls(NO)(dppb)] e ligantes Py, 4Pic, 4VPy.

Atribuictes* mer-[RuCI3(NO)(dppb)] (cm™) Py (cm™) 4Pic (cm™)  4VPy (cm™) C4 (cm™) C5 (cm™) C6 (cm™)
vs(C-H)o (f) 3074 3078 3070 3089 3095 3101 3095
vas(C-H)¢ (m) 3055 3026 3028 3069 3059 3074 3057
vas(C-H) (f) 3018 3001 2991 3026 3032 3057 3020
vas(C-H)ali (f) 2920 - 2924 2986 2926 2928 2931
vs(C-H)ali (f) 2858 - 2864 2889 2866 2868 2870
vNO 1867 - - - 1875 1879 1877
v (C=N)¢ (m/F) - 1597 1605 1597 1605 1620 1616
vC=C¢ (f/m) 1583 1582 1560 1547 1574 1572 1572
1570 1481 1496 1495 1485 1485 1485
1483 1439 1412 1446 1448 1435 1435
1433 1435
5t CH: (f) 1404 - - 1408 1400 1406 1418
1319 1333 1317 1316 1317
BC-H (¢) 1271 1217 1223 1298 1223 1213 1165
1161 1148 1234 1161 1161
1219
BC-H (¢) e v(P-C) (f/m) 1190/1095 1068/1029  1070/1041 1067 1192/1094 1190/1095 1190/1095

TCH; (f) 1134 - - - - -

v (9) (f) 999 991 995 991 1001 1001 999
vasP-F (F) - - - - 837 837 839
pCH; (f/F) 856 - 873 926 sobrep. sobrep. sobrep.

808
vC-H (¢) (F) 742 746 800 831 741 746 744
v (@) (F) 690 700 727 789 692 694 694
v(P-CHy) (m) 658 - - - - 599 598
v(Ru-N) () 577 - - - 597 599 486
viP-F (F) 557 557 557
vRU-P e 6P-C (f/m) 499 - - - 499 497 497
513 513 511 511

Fonte: do autor.

Notas: sobrep. = sobreposicao, - = auséncia de banda, F = forte, m = média e f = fraca. v = estiramento ou deformagéo axial, & = deformagdo angular no plano, 6 t= deformacao
angular fora do plano do tipo tesoura, y = deformagao angular fora do plano, p = flexdo no plano, t = dobramento fora do plano e = vibragdo de deformacéo no plano.
* (NAKAMOTO, 2009; SILVERSTEIS; WEBSTER; KIEMLE, 2005; POELHSITZ, 2005).
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5.2.4 Difragao de raios X por monocristal (DRXM)

Foram obtidos cristais de tamanho e morfologia adequados que permitiram a
determinacéo estrutural do complexo C5 através da difracdo de raios X por monocristal,
corroborando com os resultados apresentados acima. Os principais dados da coleta e
refinamento encontram-se na Tabela 22.

A representacdo estrutural de C5 é demonstrada na Figura 89, onde foi possivel
demonstrar que o cation Ru(ll) exibe geometria octaédrica distorcida com o grupo nitrosilo
posicionado trans ao ion cloreto (CI1), enquanto CI2 e o ligante 4Pic estdo trans posicionados
aos atomos de fosforo P1 e P2, respectivamente. A coordenacdo observada confirma a
isomerizagdo do precursor mer-[RuCl3(NO)(dppb)] para fac-[RuCl3(NO)(dppb)] (conforme
Figura 82) durante a etapa sintética dos complexos, comportamento semelhante ao reportado
por (BATISTA et al., 1997; GOLFETO et al., 2010; MONDELLI et al., 2014; WALTON et
al., 2018).

Figura 89 — Representa¢do estrutural com marcagdo parcial &omos mostrando a
unidade assimétrica do complexo C5, com poliedro demonstrando

geometria octaédrica ao redor do Ru(ll).
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Fonte: do autor
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Tabela 22 - Principais dados cristalogréaficos do complexo C5.

Complexo C5
Cddigo de deposito CCDC -
Férmula empirica [C34H35Cl2FsN2OP3RuU]
Peso molecular (g/mol) 866,52
Temperatura (K) 293(2)

Sistema Cristalino Ortorrémbico
Grupo Espacial P21212;
a=19,7221(12)
b = 15,9566(17)

Parametros de célula (A) ¢ = 24.056(3)
o a =90
) 8= 90
v=90
Volume (A3) 3731,8(8)
Z 4
Densidade (pcaic/g cm3) 1,542
Coeficiente de absor¢édo (mm-?) 0,752

F(000) 1752
Dimens&o do cristal/mm3

Comprimento de onda Mo Ka (A=0,71073)

ntervalo 0 da coleta de dados (°) 2,553 - 25,749
-11<h <10,
Limite de indices -19< k <19,
-29<1<29
Reflexdes coletadas 23650
Reflexdes independentes 6941 [R(int) = 0,1748]
Completeza de 0 (%) 97,5
Método de refinamento Minimos quadrados de matriz
completa
Dados / restricdes / parametros 6941/388/443
GooF 0,987

Indices R final [I1>=20 (1)] R1=0,1042; wR2 = 0,2368
indices R final [todos os dados] R1=0,2001, wR2 = 0,3339
Fonte: do autor

O grupo nitrosilo e o ruténio sdo essencialmente lineares (Figura 86), como pode ser
visto na Tabela 23 nos comprimentos de ligagio Ru-N(1) (1,75 A) e N(1)-O(1) (1,10A ) além
do angulo Ru—N(1)-O(1)=172(2)° . Esses dados, juntamente com a presenca de bandas no IR
em altas frequéncias em torno de 1876 cm™ referentes a ligagdo vN-O, confirmam a
coordenacdo na forma linear do ligante NO* (vNO*: 1650-1985 cm™) de acordo com o
observado por GOLFETO et al., 2010; SERLI et al., 2003; VON POELHSITZ et al., 2002. As
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distancias das ligagBes Ru-Cl variaram de 2,33-2,40 A sendo caracteristicas de complexos
fosfinicos (BATISTA et al., 1997; BATISTA et al., 1999; DIAS et al., 2021).

Nota-se na Tabela 23 que a distancia Ru-CI(2)= 2,403(7) A é maior que a distancia
Ru(1)-CI(1)= 2,331(6) A, como consequéncia do cléssico efeito trans inverso, onde a forte
natureza m-aceptora do ligante NO* compete pelos orbitais metalicos com o ligante CI- (bom o-
doador), gerando um aumento na doacéo o e encurtando a ligacdo Ru-Cl (trans a ligacdo Ru-
NO) (COE; GLENWRIGHT, 2000; MALECKI; JAWORSKA; KRUSZYNSKI, 2005).
Ademais, tornando os orbitais p do NO polarizados, assim gerando um aumento da densidade
eletrbnica sobre o atomo de oxigénio. Essa caracteristica também é observada na distancia de
ligacdo Ru-P(2) 2,405(6) A que é menor em relacdo a distancia Ru-P(1) 2,453(6) A (Tabela
21).

Tabela 23 - Principais dados cristalograficos do complexo C5.

Comprimento de ligacdo (A) e angulos (°) C5
Ru(1)-N(1) 1,744(19)
Ru(1)-N(2) 2,211(16)
Ru(1)-CI(1) 2,331(6)
Ru(1)-Cl(2) 2,403(7)
Ru(1)-P(2) 2,405(6)
Ru(1)-P(1) 2,453(6)

N(1)-0O(1) 1,11(2)
N(2)-C(29) 1,358(16)
N(2)-C(33) 1,361(15)
C(33)-C(32) 1,371(15)
C(31)-C(32) 1,382(15)
C(29)-C(30) 1,377(15)
C(34)-C(31) 1,46(3)
C(31)-C(30) 1,378(15)
O(1)-N(1)-Ru(1) 172(2)
N(1)-Ru(2)-Cl(2) 175,4(7)
N(2)-Ru(1)-CI(1) 88,0(4)
P(2)-Ru(1)-P(1) 94,2(2)
N(1)-Ru(1)-P(1) 99,0(6)
N(2)-Ru(1)-P(1) 91,6(4)
N(2)-Ru(1)-P(2) 174,2(4)
N(1)-Ru(1)-P(2) 91,2(7)
N(1)-Ru(1)-Cl(2) 88,0(7)
P(2)-Ru(1)-CI(2) 88,8(2)

Fonte: do autor
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5.2.5 Difragéo de raios X por policristal (DRXP)

Neste trabalho, todas formas solidas dos complexos foram analisadas por DRXP, de
forma que o composto cuja estrutura foi elucidada por DRXM (C5) tiveram seus difratogramas
experimental e simulado comparados, a fim de confirmar a presenca de uma Unica fase
cristalina. Os compostos dessa série ndo apresentaram halos no difratograma, caracteristicos de
compostos amorfos, como os da série 1.

Dessa forma para essa série de complexos os difratogramas experimental e simulado do
complexo C5 estdo apresentados na Figura 90. Os perfis apresentam concordancia, sendo
perceptivel os principais picos previstos pela estrutura elucidada e auséncia de picos espurios,

indicando que o bulk é policristalino e com uma unica fase cristalina.

Figura 90 — Difratogramas experimental e simulado de C5
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Fonte: do autor

Embora para os complexos C4 e C6 nao foram obtidos monocristais até 0 momento,
foram realizados DRXP das formas solidas e comparadas com o precursor com a finalidade de
observar resquicios do reagente de partida ou novas fases cristalinas. De acordo com 0s

difratogramas apresentados na Figura 91, pode-se observar que ndo ha correspondéncia com a
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fase cristalina do precursor mer-[RuCl3(NO)(dppb)], indicando, provavelmente a formagéo de

um novo composto ja que, uma nova forma cristalina nos difratogramas de C4 e C6.

Figura 91 — Difratogramas experimentais dos complexos C4, C6 e precursor mer-[RuCl3(NO)(dppb)].
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Fonte: do autor

Como os 3 compostos apresentam semelhanca estrutural, levantamos a hipétese de
algum deles serem isomorfos em relacdo a C5 que teve a sua estrutura elucidada. Curiosamente,
ao compararmos os difratogramas experimental do bulk de C6 com o simulado para o complexo
C5 (Figura 92) observamos muita similaridade, indicando que C6 é isoestrutural.

Para verificar essa possibilidade, foi realizado um refinamento pelo método de
Rietveld nos difratogramas de C5 simulado e C6 experimental. A Figura 87 mostra uma boa
concordéancia entre eles, confirmando que o composto C6 € isoestrutural. Todas as coordenadas
cristalograficas e parametros térmicos foram refinados com excegdo dos substituintes p dos
ligantes piridina. Os critérios de qualidade e os parametros refinados da rede celular foram
obtidos como: Fator R de Bragg = 3,05, fator Rf = 1,32, x> = 10,3, a=9,728997, b = 15,965275,
€ =24,062494, oo =90, B =90, y = 90, com volume de 3737,531 (0,304). O modelo final sugere

que a fase cristalina € orientada no plano (2 1 1). Vale ressaltar que foram feitas medidas a alto
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angulo de C6 a fim de verificar a existéncia de mais picos que ndo foram observados e por esse

motivo a analise se limitou ate 26=40°.

Figura 92 — Sobreposicdo dos difratogramas experimental de C6 e simulado de C5, mostrando a diferenga entre

os 2 perfis.
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Fonte: do autor
5.2.6 Espectroscopia de absorcao na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os espectros eletrénicos obtidos para a série 2 foram realizados em diclorometano e
apresentaram bandas de absorcao na regido do visivel e ultravioleta. O espectro do precursor
mer-[RuClz(NO)(dppb)] (Figura 93), apresentou uma banda bem definida em 252,5 nm com
elevada absortividade molar (28691 L.mol™.cm™), que de acordo com a literatura é atribuida a
transicdo intraligante (IL) = — =~ do ligante dppb. Segundo trabalhos da literatura o isémero
fac-[RuCl3(NO)(dppb)] apresenta essa banda deslocada para regides de maior comprimento de
onda (aproximadamente 270 nm), tal diferenca justifica-se devido a presenga do NO (forte =

receptor) trans ao atomo de fdésforo no isémero meridional, causando a diminui¢cdo da
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retrodoacéo entre Ru—P. O dtomo de fosforo compensa essa deficiéncia drenando a densidade
eletronica dos anéis aromaticos e aumentando a energia da transi¢do = — n~ (POELHSITZ,
2005). Adicionalmente observou-se um ombro em 278 nm referente a transferéncias de carga
dos ligantes cloretos e bifosfina para o metal.

Em 338 nm uma banda de absortividade molar (3924 L.mol*.cm™) compativel com
banda de transferéncia de carga dos ligantes cloreto e fosfina para os orbitais d do metal. Por
fim a banda na regido do visivel em 436 nm pode ser atribuida a transferéncia de carga do metal
para ligante (POELHSITZ, 2005).

Figura 93 — Espectro de UV-vis do precursor mer-[RuCl3(NO)(dppb)], em
CH:CI; 3.43 x 10° mol x L1,
1,2 -
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Fonte: do autor

Os espectros dos complexos da série 2 (Figura 94) foram atribuidos com base no
espectro do precursor e também a partir da comparacdo com os ligantes livres e outros
complexos semelhantes reportados na literatura (GOLFETO et al.,, 2010, MALECKI;
MARON, 2012). Todas as tentativas de atribuicdes estdo sumarizadas na Tabela 24.

Observou-se na regido do ultravioleta uma banda e dois ombros com altos valores de
absortividade molar (em torno de 30000 nm) ja presentes na bifosfina e também nos ligantes
piridinicos livres que sdo atribuidos a transic¢fes intraligantes (IL) do tipo n—r* dos anéis
aromaticos. Nas regifes proximas ao visivel foram observados ombros que podem ser

atribuidos, segundo a literatura, a transi¢fes de transferéncia de carga do metal para o ligante
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(TCML) (=Cl — d / nPh — d/zL — d/nL — d) e transic¢des interligantes envolvendo os orbitais

vazios do NO.

Figura 94 — Espectro comparativo de UV-Vis para os complexos obtidos e ligantes livres, em CHCl..
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Fonte: do autor.
Notas: a) Py 5,75 x 10 mol x L™t e C4 3,40 x 10 mol x L%, b) 4Pic 6,85 x 10“ mol x L'1 e C5 2,64 x 10° mol x

Llec)4VPy 1,29 x 10*mol x L1e C6 4,16 x 105 mol x L™

Comparando os espectros com os ligantes livres nota-se que ocorreu um deslocamento

para regibes menos energéticas do espectro (deslocamento batocrémico) indicando mudancas

nos niveis eletronicos, conforme esperado, ja que novas ligaces quimicas sdo formadas e

consequentemente as diferengas de energia entre orbitais moleculares sdo modificadas,

implicando em energias diferentes para promover as transigdes eletronicas (BARBOSA,2007).
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Tabela 24 - Absortividade molar e tentativas de atribuigdes dos ligantes, precursor e complexos da série 2.

Compostos A (nm)/ £x 103 Tentativa de atribuicao
Absorbancia (L.molt.cm™)
Py 252 /1,0843 1,886 ILt > n*en— n*
265.5/1,0634 ombro
263/0,7877 ombro
4Pic 255/0,9527 1,391 T—o>n*e—>a*
4VPy 242 11,0767 8,346 > n*en— n*
277/0,1583 ombro
289/0,0784 ombro
mer - 252.5/0,9841 28,691 Lt >
[RuCl3(NO)(dppb)] 278 /10,6383 ombro TCLM
338/0,1346 3,924 CTLL
TCLM
436/ 0,0298 0,868 TCML
C4 268.5/0,9230 27,147 IL
273.5/0,9048 ombro TCLM
ncl = dn / tph — dn / ey —
dn / mtcr+ mph + TPy — dnt
348/0,1158 ombro TCML
nCl - d/ nPh - d/zL —
d/rL — d
C5 265/0,9350 35,417 n— 7w fosfinae IL
275/0,8982 ombro TCLM
nict — dn / mph — dnt / mapic —
dm / mcl + Ttph + Tapic —> dm
348,5/ 0,0975 ombro TCML
nCl -> d/ nPh — d/nL —»
d/zrL — d
C6 256 /0,9779 ombro ILr > 4V Py
268/ 1,0684 25,683 n— 7w fosfina
348.5/0,1023 ombro TCML
nCl - d/ nPh - d/nL —
d/rL — d

Fonte: Elaborada pelo autor.

Notas: IL = Transico intra-ligante: 1 — n*, TCML = Transi¢do de carga metal ligante dr — ©*
CTLL = transferéncia de carga ligante-ligante, Ph = fosfina

5.2.7 Voltametria ciclica

O comportamento eletroquimico dos compostos sintetizados foi estudado por

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
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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 eletrdlito suporte e velocidade de
varredura igual a 100 mV.s™.

Os complexos da série 2 apresentam em comum a presenca do fragmento Ru-NO™.
Desta forma os processos eletroquimicos destes compostos sdo centrados no ligante nitrosilo
(VON POELHSITZ et al., 2006). N&o foi observado em nenhum dos complexos obtidos
processos referentes a oxidacdo do metal, no solvente utilizado. Tem sido sugerido por alguns
autores que o ruténio, em nitrosilos complexos, s é eletroativo em potenciais superiores a +1,4
V. Esse potencial alto é justificado pelo dominio que a acidez = do NO (forte = receptor) impde
em seus complexos, que pela retrodoacdo leva a diminuicdo da densidade eletronica sobre o
metal, consequentemente estabilizando-o (VON POELHSITZ et al., 2006).

Um voltamograma representativo para esta série (C4) € ilustrado na Figura 95, onde
estdo destacados 0s processos eletroquimicos atuantes. Na varredura catddica, nota-se dois
processos bem definidos. Sendo o primeiro reversivel (1) com Epc = -123 mV, atribuido a
reducdo do grupo nitrosilo Ru-NO* ~ Ru-NQ°. O segundo, com Epc = -488 mV caracteristico
da reducéo de Ru-NO°— Ru-NO-.

Apds as reducdes, varrendo para potenciais positivos (Figura 95), podemos observar o
processo referente a oxidagdo de Ru-NO% — NO* (3) com Epa= -40 mV. O processo observado
em aproximadamente 1100 mV é caracteristico da coordenacgdo da acetonitrila, ap6s a liberacdo
do dxido nitrico, quando este € reduzido, como pode ser observado na Figura 95, que mostra a
presenca de um processo quasi-irreversivel quando Ru-NO° é reduzido a Ru-NO"ou seja, apos
a reducao, nem todo o oxido nitrico coordenado mantem-se na estrutura. Os resultados obtidos
estdo de acordo com o reportado por (VON POELHSITZ et al.,, 2006). Os demais
voltamogramas dos complexos C5 e C6 encontram-se nas Figuras A27 e A28 do Anexo A.
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Figura 95 — Voltamograma ciclico do complexo C4, eletrélito PTBA 0,1 mol-L* em CH3CN vs Ag/AgCl,

velocidade de varredura 100 mV-s!
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Fonte do autor

5.2.8 Estudo de estabilidade em solucdo dos complexos da série 2

A estabilidade em solugdo dos complexos [RuCl(NO)(dppb)(Py)]PFe,
[RuCl>(NO)(dppb)(4Pic)]PFs e [RuCl2(NO)(dppb)(4VPy)]PFs foi avaliada em DMSO nos
tempos 0, 15, 60, 240 min, 24h e 48h empregando a técnica de RMN de 3P{*H}. Os espectros
obtidos estdo dispostos nas Figuras 96 e A35-A36 do Anexo A, para C4, C5 e C6,

respectivamente.
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Figura 96 — Espectros de RMN de 3'P{*H} de C4 ap6s 0, 15, 60, 240 min, 24 e 48 h de solubilizagdo em DMSO.
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No espectro da Figura 96, pode-se observar além dos sinais referentes & C4 (5 29,38 e
24,51 ppm), dois dubletos em (6 32,32 e 28,05 ppm), estes podem ser atribuidos a coordenacéao
do DMSO, pela troca do cloreto trans a fésforo, uma vez que o cloreto trans a NO™, dificilmente
é substituido, em funcéo do efeito trans do 6xido nitrico. Desta forma, a estrutura proposta apds
a coordenacdo do DMSO ¢ reportada na Figura 97.

Figura 97 — Estrutura proposta ap6s a coordenacdo do DMSO a C4.
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Ademais, o singleto observado em aproximadamente 6 23,70 ppm (Figura 96), pode ser

atribuida ao complexo ilustrado na Figura 98.

Figura 98 — Estrutura proposta ap6s a isomerizagéo do ligante piridinico.
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Fonte: do autor

Para investigar as espécies formadas apds 15 min., analisou-se a estabilidade de C4 em
CH:CI> com adicdo de piridina. O estudo foi feito nos tempos 0, 15, 60, 240 min, 24h e 48h

empregando a técnica de RMN de 3!P{*H}. Os espectros obtidos estdo dispostos na Figura 99.
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Figura 99— Espectros de RMN de *!P{'*H} de C4 com adi¢do de Py apds 0, 15, 60, 240 min, 24 e 48 h em CH,Cl,.
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Pode-se observar na Figura 99, ja no tempo inicial, um singleto em & 40,13 ppm, e apos
15 min, um singleto em & 22,09 ppm, os quais podem ser atribuidos a formag&o dos complexos
ilustrados nas Figura 100 (A) e (B), respectivamente. O singleto em 6 40,13 ppm, apresenta-se
em regides no espectro de 3P{*H} caracteristico da auséncia de NO* coordenado, enquanto que
o sinal em & 22,09 ppm, deve-se a presenca deste ligante, que promove 0 aumento da densidade
eletrbnica sobre o fosforo, deixando-o mais protegido, ou seja, o sinal no espectro aparece

deslocado para campo mais alto.



Figura 100 — Estruturas propostas apés a coordenacéo da piridina a C4.
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Diante do exposto, foi observado que os complexos da série 2, ndo apresentaram

estabilidade nas condicdes avaliadas, o que impacta na utilizacdo destes, com os estudos até o

momento realizados, para avaliacdo da atividade citotdxica. Ressalta-se, que em trabalhos

futuros estudos serdo realizados a fim de investigar a labilidade do Oxido nitrico e

comportamento dos demais ligantes. Uma alternativa a a utilizacdo de ligantes bidentados,

visando a estabilizacdo destes.
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6.0 CONCLUSOES

No presente trabalhno foram sintetizados e caracterizados o0s complexos
[RUCI(NIC)(dppb)(4,4°-Me-bipy)]PFs (C1), [RuCI(NIC)(dppb)(4,4’-Metoxi-bipy)]PFs (C2) e
[RUCI(NIC)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]PFs (C3), os quais compde a série 1 e os nitrosilo complexos
[RuCl2(NO)(dppb)(Py)]PFs (C4), [RuCl2(NO)(dppb)(4Pic)]PFe (C5) e
[RUCI>(NO)(dppb)(4VPy)]PFs (C6), a série 2. Os complexos obtidos tiveram suas estruturas
propostas pelas técnicas usuais de caracterizacdo de complexos inorganicos, sendo estas,
espectroscopia de RMN S3P{*H}, B¥C{*H} e H, UV-Vis, IV, andlise elementar, DRXP,
condutividade molar, voltametria ciclica, espectrometria de massas, analises térmicas e DRXM
para os complexos C1 e C5.

Com os resultados de DRXM, para C1, foi possivel confirmar que a ligante
nicotinamida coordenou-se pelo nitrogénio piridinico, de modo monodentado, como esperado.
Ademais, revelou que o cristal obtido trata-se de uma solucdo sélida constituida pelos
complexos C1 e [RuCl(Py)(dppb)(4,4'-Me-bipy)]PFs, na proporcdo de 25:75, sendo esta
conversdo, durante o processo de recristalizacdo. Ja C5, apresentou 0 grupo nitrosilo
posicionado trans ao cloreto, enquanto o ligante 4Pic trans posicionado ao dtomo de fosforo
P2, confirmando a isomerizagdo do precursor mer-[RuCl3(NO)(dppb)] para fac-
[RuCl3(NO)(dppb)].

A espectrometria de massas confirmou a fragmentacéo do ligante nicotinamida com m/z
de 22,991 para os complexos da série 1. Ademais as técnicas espectroscopicas, como RMN de
31p{*H} demonstraram que a nicotinamida substituiu um dos cloretos, tanto para precursores
da série 1, como os da série 2, levando a deslocamentos em regides mais desblindadas do
espectro. Os valores obtidos para condutividade molar das séries 1 e 2 indicaram eletrélitos 1:1,
confirmando a presenca do estiramento vP-F do contra-ion PFs observado no espectro de
infravermelho. Os complexos da série 2, apresentaram o estiramento vNO na faixa de 1875 a
1879 cm™, caracteristicas do 6xido nitrico coordenado de forma linear.

O estudo de estabilidade dos complexos da série 1 demonstrou que 0s compostos reagem
com DMSO, DMSO+DEMEM, metanol e etanol, sendo obtido uma mistura do respectivo
complexo da série 1 e [RuCI(Py)(dppb)(X-bipy)]PFs. A reacdo da nicotinamida coordenada,
acontece na presenca de um nucleofilo protico ao carbono do grupo amida, que apresenta maior
eletrofilicidade apds a coordenagdo. Tal resultado merece ser melhor estudado em trabalhos

futuros, ja que os complexos podem apresentar uma importante contribuicdo na area de catélise.
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J4 a série 2 mostrou-se instavel em solventes coordenastes, inviabilizando a investigacdo da
viabilidade celular.

O estudo da atividade citotoxica dos complexos da série 1, revelou resultados
promissores para C3, nas linhagens de melanoma (CHL-1, WM1366 e SK-MEL-147), com
ICso igual a 18,06 £+ 0,77, inferior ao da cisplatina (ICso= 94,59 £ 3,95), com indice de
seletividade (IS) 13 vezes maior para a linhagem de CHL-1 em relagéo a de fibroblasto normal
(FPM).

Ensaios subsequentes apontaram sua capacidade de inibir a proliferacdo de células
CHL-1 e indugdo de apoptose, sendo estes eventos associados a interrupgéo do ciclo celular
entre as fases G1/S (responsaveis pela preparagdo celular e autorreplicagdo do DNA) e atividade
pré-oxidante de espécies reativas de oxigénio (ROS)..

Os resultados de interagdo dos complexos da série 1 com HSA revelaram que 0s
complexos provocam supressdo de fluorescéncia através dos mecanismos estaticos e dindmicos
com a inser¢do de apenas uma molécula do complexo na estrutura proteica (n = 1). Quanto aos
parametros termodinidmicos C1 e C3 apresentaram valores positivos de AH® e AS?, indicando
que as interacbes com HSA ocorreram por meio de intera¢des hidrofébicas. JA C2 apresentou
comportamento oposto, com valores negativos de AH® e AS?, indicando prevaléncia de
interacdes de Van der Waals e ligacdes de hidrogénio. Ademais, os estudos de interacdo com
DNA apontaram que entre os complexos analisados C1 e C3 apresentaram maior afinidade com
a biomolécula.

Em suma, pode-se concluir que o presente trabalho alcangou os objetivos propostos de
sintese e caracterizacdo de novos complexos de ruténio (1) contendo nicotinamida ou 6xido
nitrico, e o desenvolvimento de complexos mais seletivos, quando avaliados in vitro,

consequentemente menos téxicos que o farmaco de referéncia cisplatina.
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ANEXO A - MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura Al:Espectro de RMN de *H do complexo C2 em CDCls;
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Fonte: do autor.

Figura A3:Espectro de RMN de 'H do complexo precursor cis-[RuCl2(dppb)(4,4’-Me-bipy)] em CDCl;

65'T—

o

i

=8+'0

PE0
wmd
11,001

6 H metilicos
da bipiridina

8 H do CH,

N
b

da dppb

diclorometan
b

26 H aromaticos e

cloroférmio

“gpg

60

TLEQ

€60
Te0T
wﬁ.o
5960
0T
£60'7

w1
e
£99°0
+69'0

=2e'0

"
\
™~

10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -05

1.0

f1 (ppm)

Fonte: do autor.

Figura A4:Espectro de RMN de *H do complexo precursor cis-[RuClz(dppb)(4,4’-Metoxy-bipy)] em CDCl;
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Figura A7:Espectro de RMN de *C{*H} do precursor cis-[RuCl.(dppb)(4,4’-Me-bipy)] em CDCls.
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Figura A8:Espectro de RMN de *C{*H} do precursor cis-[RuCl>(dppb)(4,4’-Methoxy-bipy)] em CDCls.
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Figura A9:Espectro de RMN de *C{*H} do precursor cis-[RuCl>(dppb)(5,5’-Me-bipy)] em CDCls.
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Figura A10:Espectro de UV-vis do precursor cis-[RuCl2(dppb)(4,4’-Me-bipy)], em CH,Cl; 6.88x10°> mol x L1,
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Figura A11:Espectro de UV-vis do precursor cis-[RuClz(dppb)(5,5’-Me-bipy)], em CH,Cl; 5.10x10° mol x L.
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Fonte: do autor

Figura A12:Espectro de UV-vis de C1, em CHCl, 4.79x10° mol x L.
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Figura A13:Espectro de UV-vis de C3, em CHCl, 5.56x10° mol x L.
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Fonte: do autor

Figura Al4:Espectro de massas de C1, empregando um espectrometro MALDI-TOF-MS (tempo de ionizag&o por

dessorcdo a laser assistida por matriz).
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Figura A15:Espectro de massas de C2, empregando um espectrémetro MALDI-TOF-MS (tempo de ionizacdo por

dessor¢éo a laser assistida por matriz).
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Figura A16: Espectro de RMN de *'P{*H} de C1 em DMSO no tempo de 0, 24 e 48h ap6s diluicio.
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Figura A17: Espectro de RMN de *'P{*H} de C2 em DMSO no tempo de 0, 24 e 48h ap6s diluicio.
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Figura A18: Espectro de RMN de 3'P{*H} de [RuCI(Py)(dppb)(5,5’-Me-bipy)] em CH,Cl,.
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Figura A19: Espectros de UV-vis de titulagOes espectroscdpicas do complexo C1 1,00 x 10 mol-L* com [ct-
DNA] = 0-6,29 x10® mol-L™t. Em preto representa o espectro do complexo na auséncia de DNA
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Fonte: do autor

Figura A20: Espectros de UV-vis de titulagBes espectroscépicas do complexo C2 1,00 x 10 mol-L* com [ct-
DNA] = 0-6,29 x10® mol-L™1. Em preto representa o espectro do complexo na auséncia de DNA

1 52 025+

1,0

Absorbiincia

0,10

T T T T T T T !
370 380 390 400 410 420 430 440 4503
Comprimento de onda (nm)

Absorbancia

I ' I 4 I 4 I ! I 4 I '
300 400 500 600 700 800 900
Comprimento de onda (nm)

Fonte: do autor



211

Figura A21: Espectro de emissdo da HSA com concentracfes crescentes do complexo C1 em (A) na temperatura
de 298 K e (B) em 310 K.
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Fonte: Do autor
Nota: [HSA] = 5,0 pmol-L* em solugdo tampao Tris-HCI pH = 7,4, Aex. = 280 nm.

Figura A22: Espectro de emissdo da HSA com concentrac@es crescentes do complexo C2 em (A) na temperatura
de 298 K e (B) em 310 K.
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Fonte: Do autor
Nota: [HSA] = 5,0 pmol-L* em solugdo tampao Tris-HCI pH = 7,4, Aex. = 280 nm.
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Figura A23: Gréafico de Stern-Volmer de Fo/F vs [Q] para HSA na presenca de diferentes concentracdes de C1 e

C2
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Fonte: Do autor
Nota: [HSA] = 5,0 umol-L* em solugéo tampé&o Tris-HCI pH = 7,4, Aex. = 280 nm.
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Figura A24: Graficos de log (Fo - F)/F vs log [Q] para HSA na presenca de diferentes concentragdes de C1 e C2
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Fonte: Do autor
Nota: [HSA] = 5,0 pmol-L* em solugdo tampao Tris-HCI pH = 7,4, Aex. = 280 nm.
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Figura A25: Espectros de FTIR de C4 (em preto), Py (em vermelho) e precursor mer-[RuClz(NO)(dppb)] (em

azul) realizados em pastilhas de KBr.
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Figura A26: Espectros de FTIR de C6 (em preto), 4VPy (em vermelho) e precursor mer-[RuClz(NO)(dppb)] (em

azul) realizados em pastilhas de KBr.
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Figura A27: Voltamogramas ciclicos do complexo C5, eletrélito PTBA 0,1 mol-L* em C.H:N vs Ag/AgCl,
velocidade de varredura 100 mV-s!
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Fonte: Do autor

Figura A28: Voltamogramas ciclicos do complexo C6, eletrélito PTBA 0,1 mol-L! em C.HsN vs Ag/AgCl,
velocidade de varredura 100 mV-s™
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Fonte: Do autor



216

Figura A29: Espectros de RMN de 3P{*H} de C5 apds 0, 15, 60, 240 min, 24 e 48 h de solubilizacdo em DMSO.
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Fonte: Do autor

Figura A30: Espectros de RMN de 3P{*H} de C6 apds 0, 15, 60, 240 min, 24 e 48 h de solubilizacdo em DMSO.
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