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RESUMO
“COMPLEXOS FOSFINICOS DE RUTENIO CONTENDO O LIGANTE
2,2-DIPIRIDILAMINA: ~ SINTESE, = CARACTERIZACAO E

AVALIACAO DE SUAS ATIVIDADES CITOTOXICAS E DE
INTERACAO COM DNA”

O presente trabalho teve como objetivos principais a sintese,
caracterizacdo e avaliacdo da atividade antitumoral de uma série de complexos
fosfinicos de ruténio contendo o ligante 2,2’-dipiridilamina e variando 0s
ligantes auxiliares N-heterociclicos. Também foram abordados os estudos de
interacdo dos complexos com a biomolécula DNA, com a finalidade de avaliar
se 0 DNA é um possivel alvo biologico dos complexos. Os complexos
sintetizados foram [RuCI(PPhs)(Hdpa),]ClI (1), [RuCI(PPh3)(Hdpa)(bipy)]CI (2),
[RuCI(PPhs)(Hdpa)(dmbipy)]CI (3), [RuCI(PPhs)(Hdpa)(fen)]ClI (4),
[RuCI(PPhs)(Hdpa)(dphfen)]CI (5) e [RuCI(PPh3)(Hdpa)(en)]Cl (6), onde PPh;
= trifenilfosfina; Hdpa = 2,2’-dipiridilamina; bipy = 2,2’-bipiridina;
dmbipy = 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina; fen = 1,10-fenantrolina;
dphfen = 4,7-difenil-1, 10-fenantrolina; en = 1,2- diaminoetano. Os complexos
foram caracterizados por varias técnicas, tais como técnicas de espectroscopia
de absorcdo na regido do infravermelho e do UV/visivel, anélise elementar,
condutividade molar, voltametria ciclica, espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de ‘H, *C {*H} e *'P {*H}, e os complexos (1), (3) e (6)
foram caracterizados por difracdo de Raios X de monocristais. Os estudos de
interacdo dos complexos (1) - (4) e (6) com CT-DNA, sugerem interacdes
reversiveis por meio de atracGes eletrostaticas fracas entre os complexos
catibnicos e os grupos fosfatos anionicos do DNA. Contudo, os estudos
realizados por espectroscopia de dicroismo circular, eletroforese em gel de
agarose e medidas de viscosidade revelaram que o complexo

[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dphfen)]CI (5) provoca alteragdes significativas na estrutura

iX
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do DNA. O composto (5) apresenta um comportamento tipico de interacdo entre
0s sulcos do DNA devido a presenca do ligante dphfen, e possivelmente ha
contribuicdes das ligacdes de hidrogénio do ligante Hdpa com a biomolécula.
Além disso, os complexos foram avaliados quanto a atividade citotoxica frente
as linhagens celulares de tumor de mama (MDA-MB-231) e ndo tumoral de
fibroblasto de pulméo de hamster chinés (V79-4). Os complexos apresentaram
excelentes resultados de citotoxicidade frente a linhagem MDA-MB-231, com
valores de ICs, na faixa de 25,5 — 1,65 umol L™. O complexo (5) apresentou
maior citotoxicidade (ICso = 1,65 + 0,05 pmol L™) quando comparado com o0s
demais complexos e ao farmaco de referéncia, o quimioterapico cisplatina
(ICs = 2,44 + 0,2 pmol L™). Os complexos sintetizados sdo mais citotoxicos
para células tumorais do que para células ndo tumorais, destacando-se 0s
complexos (1) e (4), que apresentaram indices de seletividade (IS) de 18 e 15,
respectivamente. Esses resultados indicaram que a variacdo dos ligantes
auxiliares N-heterociclicos (polipiridinicos e diamina alifantica) interfere tanto

na afinidade de interacdo pelo DNA quanto na citotoxicidade dos complexos.
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ABSTRACT
“PHOSPHINE RUTHENIUM (1) COMPLEXES CONTAINING THE
2,2>-DIPYRIDYLAMINE LIGAND: SYNTHESIS,

CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF THEIR CYTOTOXIC
ACTIVITIES AND INTERACTION WITH DNA”

This work aims the synthesis, characterization and evaluation of the
biological activities of a series of mixed ligand ruthenium (Il) phosphine
complexes the containing 2,2’-dipyridylamine ligand. Furthermore, the studies
of interaction of the complexes with calf thymus (CT) DNA were performed
order to assess a possible mechanism of action of the complexes. The complexes
synthesized were [RuCI(PPh3)(Hdpa)2]Cl (1), [RuCI(PPh3)(Hdpa)(bipy)]CI (2),
[RUCI(PPh3)(Hdpa)(dmbipy)]CI (3), [RUCI(PPhs)(Hdpa)(fen)]ClI 4),
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dphfen)]CI (5) and [RuCI(PPhz)(Hdpa)(en)]Cl (6), where
PPh; = triphenyphosphine, Hdpa = 2,2’-dipyridylamine, bipy = 2,2’-bipyridine,
dmbipy = 5,5’-dimethyl-2,2’-bipyridine, fen = 1,10-phenanthroline,
dphfen = 4,7- diphenyl-1,10-phenantholine and en = diaminoethane. All
complexes were characterized by molar conductivity, voltammetric techniques,
elemental analysis, spectroscopic techniques (IR, UV-Vis, and 1D and 2D
NMR) and the complexes (1), (3) and (6) have been structurally characterized
by X-ray diffraction. The interaction studies of the complexes (1) — (4) and (6)
with CT-DNA suggest reversible interactions through weak electrostatic
attractions between the anionic phosphate backbone of the DNA and the
monocationic complexes. However, the interaction studies by circular dichroism
spectroscopy, agarose gel electrophoresis and viscosity measurements reveals
that the complex [RuCI(PPh3)(Hdpa)(dphfen)]CI causes significant changes in
the DNA structure, which is consistent with a high-affinity DNA binding. The
compound (5) might interact with the DNA via grooves binding and with

contributions of hydrogen bonding of the amine group in the Hdpa ligand in the

Xi
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stabilization of the interaction. Further, the cytotoxicities of complexes against
breast adenocarcinoma cell line (MDA-MB-231) and against chinese hamster
lung fibroblast non-tumor cell line (V79-4) were evaluated. All the complexes
demonstrated excellent cytotoxic activity against MDA-MB-231, with 1C50
values in the range of 25.5 — 1.65 umol L™. Interestingly, complex (5) exhibits a
cytotoxicity (IC50 = 1.65 + 0.05 umol L™) higher than others complexes and
with approximately 2 times more than cisplatin (IC50 = 2.44 + 0.20 pmol L™).

Xii
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

Nas Ultimas décadas o mundo vem sofrendo mudancas em seu
perfil demogréafico, consequéncia do processo de globalizacéo e dos avangos da
ciéncia e da tecnologia. Esse processo de mudanca demografica, associado aos
novos estilos de vida das pessoas, originou alteragcdes importantes no perfil de
morbimortalidade, diminuindo a ocorréncia das doengas infectocontagiosas e
colocando as degenerativas no foco dos problemas relacionados a saude da
populacdo mundial, principalmente em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (WHO 2015; ACS 2015). Nesse cendrio, 0 cancer tornou-se
um estigma de mortalidade e dor, sendo uma das enfermidades degenerativas
gue mais acarreta temor na sociedade mundial.

Cancer € o termo empregado para designar um conjunto de mais de
uma centena doencas, relacionadas com o crescimento desordenado de células.
Estas células dividem-se rapidamente e tendem a ser agressivas e incontrolaveis,
podendo espalhar-se para outros oOrgdos e tecidos. (INCA, 2014;
HANAHAN e WEINBERG, 2000; SARKAR et al., 2009; CAIRNS et al., 2011;
ROBERTS e GORDENIN, 2014; KROEMER e POUYSSEGUR, 2008).

De acordo com a pesquisa publicada pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), houve 14,1 milhdes de novos casos de cancer e um total de 8,2
milhdes de mortes por cancer, em todo o0 mundo em 2012. O cancer é a segunda
causa de 6Obitos no mundo com 12%, sendo superada apenas pelas doencas
cardiologicas, que representam 20% do total das mortes provocadas por doengas
crénicas ndo transmissiveis. A International Agency for Research on Cancer, da
OMS, projeta que o numero de casos continuara aumentando no mundo,

prevendo que para o ano de 2030 sejam diagnosticados aproximadamente
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21,4 milhdes de novos casos de cancer e 13,1 milhdes de mortes no mundo
(WHO, 2015).

No cenario mundial, com excecao do cancer de pele ndo melanoma,
os tipos de cancer mais frequentes na populacdo masculina sdo de prostata,
pulméo, colon e reto. Entre as mulheres os mais frequentes sdo de mama, célon,
reto e pulmdo. O cancer de prostata foi apontado como o segundo tipo mais
frequente em homens, aproximadamente 1,1 milh&do de novos casos estimados
no ano de 2012. Nas mulheres o cancer de mama é o tipo mais comum em todo
0 mundo, com aproximadamente 1,67 milhdes de casos estimados. Esse nimero
representa 25% de todos os tipos de cancer diagnosticados nas mulheres.
Estima-se que o cancer de mama ocasionou 520 mil mortes no ano de 2012
(WHO, 2015).

No Brasil, o cancer representa a segunda causa de ébito. De acordo
com as previsbes do Instituto Nacional do Cancer (INCA), a incidéncia da
doenca no ano de 2015 atingira 576 mil novos casos, incluindo o cancer de pele
ndo melanoma. A Figura 1.1 apresenta 0s tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2014, por sexo (INCA, 2014).

Localizagao primaria casos % Localizacao primaria casos %
Prostata 68.800 22,8% Homens Mulheres  Mama Feminina 57.120 20,8%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 16.400 5,4% = ‘ Colon e Reto 17.530 6,4%
Calon e Reto 15.070 5,0% b -{ Colo do Utero 15.590 5,7%
) ')\ )
Estomago 12.870 4,3% ?’e‘ Traqueia, Bronquio e Puimao  10.930 4,0%
Cavidade Oral 11.280 3,7% R i Glandula Tireoide 8.050 2,9%
Esbfago 8.010 2,6% i 1‘4 Estomago 7.520 2,7%
Laringe 6.870 2,3% ‘L ) Corpo do Utero 5.900 2,2%
Bexiga 6.750 2,2% %?\ Ovario 5.680 21%
Leucemias 5.050 1,7% ! Linfoma ndo Hodgkin 4.850 1,8%
Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% b) Leucemias 4.320 1,6%

*Nameros arredondados para 10 ou maltiplos de 10.

FIGURA 1.1 - Tipos de cancer mais incidentes estimados para 2014 por sexo,

exceto pele ndo melanoma. Fonte: INCA.

Em suma, o processo de carcinogénese ocorre em varios estagios

antes de chegar a formacédo do tumor, sendo que ocorre de forma lenta, levando
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varios anos para que células cancerosas originem um tumor detectavel.
(HANAHAN e WEINBERG, 2000; SARKAR et al., 2009; KROEMER
e POUYSSEGUR, 2008).

O primeiro estagio da carcinogénese € acdo de um agente
carcinogénico que provoca alteracdes em alguns genes. Nessa fase, as celulas
encontram-se geneticamente alteradas devido as lesbes especificas em alguns
genes, entretanto ndo é possivel detectar um tumor clinicamente. AlteracGes
geneéticas nas células também podem ocorrer durante o processo natural de
reproducéo, ocorrendo uma falha na replicacdo do &cido desoxirribonucleico
(HANAHAN e WEINBERG, 2000; SARKAR et al., 2009; KROEMER e
POUYSSEGUR, 2008).

As células geneticamente alteradas, expostas por um longo e
continuo periodo de tempo a agentes cancerigenos, sdo transformadas em
celulas anormais, de forma lenta e gradual. Em vez de morrerem, essas células
continuam a crescer e formar novas células anormais, sendo o estagio de
multiplicacdo descontrolado. O acumulo de massa dessas ceélulas alteradas
origina um tumor, que pode ser de dois tipos: tumor benigno, caso as celulas
neoplasicas ndo sejam invasivas; ou tumor maligno, se as células invadirem
tecidos adjacentes (ALMEIDA et al., 2005;
KROEMER e POUYSSEGUR, 2008).

As células neoplasicas podem adquirir a capacidade de se
desprenderem da massa tumoral original e migrarem pelo corpo, invadindo
inicialmente os tecidos vizinhos, podendo chegar aos vasos sanguineos ou
linfaticos e, por meio desses vasos, migrarem para tecidos ou orgaos distantes do
tumor primario, se alastrando pelo corpo, formando as metéstases (ALMEIDA
et al., 2005).

IniUmeros fatores promovem a iniciagdo ou progressao do processo
de carcinogénese. Tais fatores de risco podem ser hereditarios e/ou relacionados

ao meio ambiente. A maioria dos casos (cerca de 80%) esta relacionada ao meio
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ambiente e estilo de vida, como a exposicdo excessiva ao sol, habitos
alimentares, medicamentos, fatores ocupacionais, infeccdes cronicas, entre
outros (WHO, 2015).

A medida que as células cancerosas vdo substituindo as células
normais, os tecidos invadidos vdo perdendo suas funcdes, provocando a
disfuncdo organica, que pode levar a faléncia de alguns 6rgdos, e em casos mais
graves, leva a morte do paciente (ALMEIDA et al., 2005; KROEMER e
POUYSSEGUR, 2008).

A quimioterapia é um dos principais tratamentos utilizados contra o
cancer, juntamente com a cirurgia e radioterapia. O objetivo primario da
quimioterapia é provocar a morte das células tumorais, preservando as normais.
Entretanto, 0s agentes quimioterapicos antineoplasicos ndo apresentam total
seletividade, lesando tanto as células malignas quanto as normais,
principalmente as ceélulas normais de rapido crescimento, como as
gastrointestinais, capilares e do sistema imunoldgico. Isto explica a maior parte
dos efeitos colaterais dos quimioterapicos (SHEWACH, 2009).

Neste contexto, hd uma ampla pesquisa na quimica associada a
outras éareas da ciéncia, onde busca-se o0 desenvolvimento de novos
quimioterapicos antineoplasicos, além do estudo do mecanismo de acéo. Dentre
as areas da quimica envolvidas nesse proposito destaca-se a quimica inorganica
medicinal, alavancada pelo sucesso de um dos agentes antineoplasicos mais
empregados na quimioterapia, 0 quimioterapico cisplatina (HARDER e
ROSENBERG, 1970;
WEIDMANN et al., 2014).
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1.2 Quimica inorganica medicinal

A Quimica inorganica medicinal ¢ um ramo da quimica em ampla
expansao, tanto no desenvolvimento de novos agentes para usos terapéuticos,
quanto para usos em diagndsticos (MEDICI et al., 2015).

Complexos inorgéanicos tém sido usados na medicina por muitos
séculos, entretanto em diversos casos de maneira empirica € com pouco
conhecimento sobre seus mecanismos de acdo. Ha uma gama de metalofarmacos
bem sucedidos, que incluem as drogas anticancer de platina, agentes de
radiodiagnostico que conttm *"Tc e outros radionuclideos (DILWORTH e
PARROTT, 1998), e complexos de Au (III) empregados como agentes de
contraste para imagem por ressonancia magnética (IRM), no diagnodstico ndo
invasivo (JURISSON et al., 1993; SHAW 1999). A Tabela 1.1 apresenta alguns

exemplos de compostos empregados na medicina.

TABELA 1.1 - Exemplos de compostos inorganicos empregados na medicina.

COMPOSTOS ATIVOS FUNCAO
cis-[PtCIly(NHs),] Anticancer
[GA(DTPA)(H,0)]* Agente de contraste para IRM extracelular
[Tc(CNCH,C(CH3),0CHs)s]" Imagiologia miocardica
Li,CO4 Tratamento de transtorno de humor bipolar
[Au(thiomalate)] Anti-artrite reumatoide
Na,[Fe(CN)s(NO)].2H,0 Anti-hipertensivo
CaC0;.Mg(OH), Antiacido

Lay(COs)3 Insuficiéncia crbnica renal
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1.3 Quimica inorganica medicinal no tratamento do cancer

A quimica inorganica foi revolucionada pelo sucesso do complexo
cisplatina, o antineopldsico mais eficaz no tratamento de diversos tipos de
tumores.

A atividade citotoxica do complexo cisplatina foi descoberta por
Rosenberg e colaboradores (ROSENBERG et al., 1965), quando estudavam o
crescimento de uma colbnia de bactéria Escherichia coli na presenca de campo
elétrico, empregando eletrodo de platina em meio tampdo amonia
(ROSENBERG et al., 1965; ROSENBERG et al., 1969). Nos experimentos
Rosenberg observou a interrupcéo da divisdo celular e que as células cresciam
formando filamentos alongados. A inibicdo do crescimento bacteriano ndo foi
atribuida a corrente elétrica, pois durante a eletrélise foi observado que a platina
do eletrodo se dissolvia no meio de cultura, formando compostos por meio de
reacdo entre a prata e a amonia presente no meio (ROSENBERG et al., 1965;
ROSENBERG et al., 1969).

Posteriormente, complexos de platina foram sintetizados e
submetidos a testes com ratos inoculados com Sarcoma 180 e Leucemia L1210.
Dentre os complexos estudados, o cis-[Pt(NH3),Cl,] apresentou maior atividade,
provocando a regressdao total do tumor em 36 dias, enquanto 0 seu isémero
trans-[Pt(NHs),Cl,] se mostrou inativo (HARDER e ROSENBERG, 1970).
Apbs 11 anos da descoberta da atividade citotoxica, o cisplatina entrou em testes
clinicos de fase | e no ano 1978 teve sua aprovacdo para o tratamento de cancer
pela United States Food and Drug Administration (U.S. FDA). Vale ressaltar
que o complexo cis-diaminodicloroplatina (I1) foi sintetizado pela primeira vez
em 1845 pelo quimico italiano Michele Peyrone (PEYRONE 1845) e sua
estrutura foi proposta por Alfred Werner.

O cisplatina, em combinagdo com outros farmacos, tem sido

empregado como quimioterapico em varios tipos de neoplasias, como cancer de
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pulméo, testiculo, ovério, colo de Utero, bexiga, cabeca, pescoco, melanomas e
varios linfomas (KELLAND, 2007; MJOS e ORVIG, 2014). Apesar da alta
eficdcia, 0 composto apresenta alto grau de toxicidade, provocando diversos
efeitos colaterais, como alteracGes auditivas, nefrotoxicidade, ototoxicidade,
anafilaxia, hepatotoxidade, mielossupressdo, hipomagnesemia, hipocalcemia,
hiperuricemia, neurotoxicidade, efeitos gastrointestinais (nauseas e vomitos) e
tremores (KELLAND, 2007). Tal toxicidade é decorrente da complexacdo do
cisplatina com proteinas e peptideos que causam o seu acumulo no organismo
(HANNON, 2007; NIELSEN et al. 1991; VITORINO 2011). No entanto, a
principal preocupacdo é o surgimento de resisténcia celular ao cisplatina,
implicando na substituicdo do farmaco ou no aumento das doses no tratamento,
podendo conduzir a toxicidade severa em varios
orgaos (KARTALOU e ESSIGMANN, 2001; RABIK e DOLAN, 2007;).

H& um consenso sobre o mecanismo de acdo do cisplatina, sendo o
acido  desoxirribonucleico  (DNA) apontado como o  principal
alvo biolégico (PAGES et al., 2015; HARDER e ROSENBERG, 1970;
REEDIJK, 1987). No plasma sanguineo a alta concentracdo de ions cloretos
impede a hidrolise do cisplatina. Entretanto, apds penetrar na célula, por meio de
difusdo passiva, a baixa concentracdo de ions cloretos favorece a hidrélise do
composto, formando espécies do tipo, [Pt(NH3),CI(OH,)]" e [Pt(NH3),(OH,),]*,
que podem reagir com biomoléculas (PAGES et al., 2015; KELLAND 2007;
TAKAHARA et al., 1995). Os complexos hidrolisados tem a capacidade de se
ligarem com o DNA, irreversivelmente, de diferentes maneiras (Figura 1.2). A
ligacdo da platina com o DNA ocorre por meio de um dos 4&tomos de nitrogénio
(N7) das bases nitrogenadas, preferencialmente as bases guanina ou adenina, do
sulco maior do DNA, por serem mais acessiveis e nucleofilicos comparados aos
outros atomos de nitrogénio (REEDIJK  1999). O  principal
aduto cisplatina-DNA resulta da ligacdo cruzada 1,2-intrafita, na qual a

platina (I1) encontra-se ligada a duas bases adjacentes (Guanina-Guanina ou
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Guanina-Adenina) (REEDIJK 1999). Desse modo, o cisplatina provoca
alteragdes na estrutura do DNA, causando o desenovelamento e torgGes, que sao
responsaveis por inibir os processos de replicacdo e transcricdio do DNA,
necessarios para a divisdo celular, induzindo a morte celular por apoptose, na
fase G2 do ciclo celular (KELLAND, 2007; LIPPERT, 1999).

N7\ N
p -
A \ N\
N=-H- .
/ N N
......................... / CiNasnaH=N"G N \
--------------------------------------------- B =2 \
[CH]~100mM T ™ TR TRy j=N 3
& g q \
& 57 [cr]3:20mM e : \ :
il Metalotioneina |
) . !
\ g < NH NH, /
% p R Pt " '
\ b _..’ Wi, Gyl YNH /
9 = X 4
« 2
N 4
~ ,,./.

FIGURA 1.2 - Representacdo do mecanismo de acdo do cisplatina. Fonte:
Adaptado de KELLAND, 2007.

Desde a aplicacdo bem sucedida do complexo cisplatina como
droga anticancer, um dos focos era o desenvolvimento de analogos, com o
objetivo de obter compostos mais eficazes e, principalmente, menos citotoxicos
para células ndo tumorais. A sintese de novos complexos de platina resultou no
desenvolvimento da segunda e terceira geracao das drogas (Figura 1.3), levando
a aprovacdo pela U.S. FDA dos complexos carboplatina e oxaloplatina
(KELLAND 2007).
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FIGURA 1.3 - Complexos antitumorais de platina: cisplatina, complexos da
segunda e terceira geragdo aprovados para comercializacdo. Nota: Lobaplatina

(utilizac&o restrita @ China) e nedaplatina (utilizacéo restrita ao Jap&o).

Além da platina, outros metais de transi¢do sao relevantes na busca
por novos complexos com potencial atividade antineoplasica. Dentre estes,
destacam-se os complexos de paladio (1), cuja quimica € andloga a da platina
(1) (MJOS e ORVIG, 2014), alem dos complexos de ouro (I1I) (MILACIC e
DOU, 2009; CASINI et al., 2008; SHAW 1999) e complexos de ruténio (MJOS
e ORVIG, 2014; MEDICI et al., 2015; ALLARDYCE e DYSON, 2001;
BERGAMO e SAVA, 2011).

Os complexos de ruténio apresentam promissoras atividades
citotoxicas e baixa toxicidade. O interesse pelos compostos de ruténio se
explica, provavelmente, pela capacidade que este metal apresenta de mimetizar
o ferro durante interacBes com proteinas (exemplos: albumina e transferrina),
auxiliando no transporte e na entrada dos compostos nos tecidos cancerigenos
(BERGAMO e SAVA, 2011; VOCK et al., 2006).
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A quimica sintética do ruténio é bem desenvolvida e fornece muitas
abordagens para o desenvolvimento de novos metalofarmacos. As vantagens no
uso de complexos de ruténio sdo diversas, tais como, versatilidade na troca de
ligantes, alteracBes na afinidade metal-ligante comparado a outros metais,
controle da cinetica de substituicio de ligantes coordenados, além da
possibilidade da variacdo do estado de oxidacdo em condicdes fisioldgicas
(GIANFERRARA et al., 2009; MJOS e ORVIG, 2014; MEDICI et al., 2015;
BERGAMO e SAVA, 2011).

1.4 Complexos de ruténio como quimioterapicos

Ao longo de um periodo os seguintes complexos de ruténio (Figura 1.4)
foram pioneiros em progredir nos estudos clinicos, o anti-metastatico NAMI-A
((ImH)[trans-RuCl4(dmso)(Im)], Im = imidazol), KP1019 ((IndH)[trans-
RuCl4(Ind)2], Ind = indazol), [ImH]{trans-[RuCls(Im),]} (KP418) e [Ru(n’-
arene)(en)CI]PFs (RAPTA-C) (WEISS et al., 2014; GIANFERRARA et al.,
2009; BERGAMO e SAVA, 2007; CHATTERJEE et al., 2008; HARTINGER
et al., 2008; SCOLARO et al., 2005). Os estudos clinicos de fase Il revelaram
efeitos colaterais graves e eficacia insatisfatdria em pacientes causados pelos
dois primeiros complexos citados e, portanto, ndo foram realizadas

investigacoes adicionais.
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FIGURA 1.4 - Estruturas dos complexos de ruténio com atividade antitumoral.

Recentemente, novos resultados promissores do complexo NKP-
1339 (Figura 1.4) foram relatados por Keppler e colaboradores (TRONDL et al.,
2015). O complexo NKP-1339 ¢ analogo ao KP1019, com a diferenca do contra-
ion, sendo no NKP-1339 o ion sédio e no KP1019 o ion indazolium. Esse
complexo tem sido estudado, com éxito, em ensaios clinicos de fase I, sendo
relatados baixos efeitos colaterais até 0 momento, sendo estd uma das principais
vantagens comparada a outros agentes anticancerigenos.

O NKP-1339 ¢é o primeiro complexo antineoplésico de ruténio em
fase clinica contra cancer solido. O NKP-1339 apresenta atividade antitumoral
baseada em sua ativagdo no meio redutor, e nas fortes interacbes com as

proteinas sérum, tais como albumina e transferrina. A atividade redox do
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complexo representa um modo importante do mecanismo de acdo, levando a
perturbacdo do equilibrio redox celular. Estas perturbacdes no equilibrio celular
provocam a inducdo da paragem do ciclo celular na transicéo entre a fase G2 e
mitose (G2/M), o bloqueio da sintese do DNA e a inducdo da apoptose atraves
da via mitocondrial (TRONDL et al., 2015).

1.5 Complexos polipiridinicos de ruténio como quimioterapicos

Outra classe com interessantes propriedades antineoplasica sdo 0s
complexos polipiridinicos de ruténio (MEDICI et al., 2015; GILL e THOMAS,
2012). Em diversos trabalhos tem-se associado a atividade antitumoral dos
complexos ruténio-polipiridinicos as suas interagdes com 0 DNA,
principalmente via intercalacdo dos ligantes polipiridinicos entre os pares de
base do DNA, principalmente os ligantes com ane€is estendidos, tais como
dipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazina (dppz) e dipirido[3,2-f:2',3'-h]quinoxalina (dppq).
Contudo, os possiveis mecanismos de acdo dos complexos ndo se restringem
apenas as interacbes com o DNA. A atividade antitumoral dos complexos Ru-
polipiridinicos também estdo associadas a acdo em mitocondrias, inibicdo das
enzimas topoisomerases | e Ila, entre outras biomoléculas (HE et al., 2015;
MEDICI et al., 2015; BOER et al., 2014).

1.6 Ligante 2,2°-dipiridilamina

Um dos ligantes dipiridinicos que desperta atencdo pelas suas
propriedades singulares ¢ a 2,2’-dipiridilamina (Figura 1.5). Ha inumeros
complexos metalicos contendo o ligante dipiridilamina com resultados
promissores para atividade antitumoral (DEVI et al., 2013; DEVI et al., 2014,
PAUL et al., 1993; MACHURA e GRYCA,, 2013; LEVINE e WILLIAMS,
2009; EFTHIMIADOU et al., 2007; EFTHIMIADOU et al., 2008; ZIANNA et
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al.,, 2013). Entretanto, o numero de trabalhos envolvendo esse ligante

coordenado ao ruténio € menor comparado com outros ligantes polipiridinicos.

FIGURA 1.5 - Estrutura quimica do ligante 2,2’-dipiridilamina (Hdpa).

O grupo NH proporciona ao ligante dipiridilamina diferentes
aspectos comparados com outros ligantes polipiridinicos (PATEL et al., 2012,
TU et al., 2004), tais como: (1) Coordenacdo com a formacdo de um quelato
com anel de seis membros, em vez de cinco membros como na bipiridina ou
fenantrolina; (2) os anéis piridinicos séo flexiveis e ndo planares,
consequentemente podem apresentar diferentes conformacdes; (3) o grupo NH
pode favorecer a formacéo de ligacbes de hidrogénio do complexo a moléculas
de agua, proporcionando solubilidade em agua; (4) o grupo NH também pode
favorecer a interacdo com biomoléculas, como o DNA e proteinas (ERNST et
al., 2009; KOMOR 2014).

M. A. Akbarsha e colaboradores reportaram a sintese de uma série
de complexos de ruténio (I1) [Ru(Hdpa),(diimina)](CIO,) [onde
diimina = 1,10-fenantrolina (fen), 5,6-dimetil-1,10-fenantrolina, dipirido[3,2-
d:2",3"-flquinoxalina (dpq), 5-metil-dipirido[3,2-d:2",3"-f]quinoxalina (mdpq) e
dipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazina (dppz)] e estudos de interacdo com o DNA
(RAJENDIRAN et al., 2007). A interacdo dos complexos ocorre por
intercalacdo dos ligantes diiminicos entre os pares de bases do DNA, e foi
observado que o aumento dos anéis aromaticos dos ligantes diiminicos eleva a
afinidade de ligacdo a biomolécula. O complexo [Ru(Hdpa).(dppz)](CIO,)
exibiu a maior afinidade de interacdo com DNA devido a cadeia aromatica
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estendida do ligante dppz, e os complexos com os ligantes diiminicos dmfen e
mdpg também permitiram interagcdes hidrofdbicas entre os grupos metilas dos
ligantes com o DNA. O complexo [Ru(Hdpa),(dppz)](CIO,4), exibiu a maior
atividade citotdxica frente a linhagem celular de colo do utero ME180, entre 0s
complexos estudados, e se mostrou 4 vezes mais ativo do que o cisplatina. Os
estudos também ressaltaram a importancia dos ligantes Hdpa na atividade
biologica, o complexo [Ru(Hdpa),(dppz)](CIO,), apresentou uma atividade
citotoxica 15 vezes maior do que o analogo [Ru(bipy),(dppz)](ClO,),, 0 que
destaca a importancia das interacbes de hidrogénio do grupo NH e a
caracteristica da ndo planaridade dos anéis piridinicos (RAJENDIRAN et al.,
2007).

1.7 Complexos de ruténio fosfinicos desenvolvidos no laboratorio
LERCI

Nos ultimos 10 anos, o Laboratdrio de Estruturas e Reatividade de
Compostos Inorganicos (LERCI), liderado pelo Prof. Dr. Alzir Azevedo Batista,
vém trabalhando com a vertente da Quimica Medicinal no desenvolvimento de
compostos inorganicos para o tratamento do cancer e doencas negligenciadas.

Ha uma ampla diversidade estrutural dos complexos sintetizados no
laboratorio LERCI. A maioria dos complexos emprega o ion metalico ruténio
(1), entretanto outros ions metalicos sdo utilizados, tais como de platina (1),
palédio (I1), ouro (I1) e cobre. Diversos ligantes séo empregados na sintese dos
complexos, incluindo ligantes fosfinicos, derivados de N-heterociclos
(polipiridinicos e piridinicos), farmacos, produtos naturais (mangiferina,
lausona, lapachol, é&cido géalico e derivados), bioligantes, entre outros
(ALMEIDA et al., 2014; BARBOSA et al., 2014; PLUTIN et al., 2014;
CORREA et al., 2015; PEREIRA et al., 2015; COLINA-VEGAS et al., 2015).
Na Tabela 1.2 estdo apresentados os valores de I1Csy (concentragdo minima de
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complexo capaz de inibir o crescimento de 50% das células) de alguns
complexos sintetizados no LERCI frente a linhagem tumoral de mama triplo
negativo MDA-MB-231. Alguns complexos apresentam maior atividade
citotoxica quando comparados com as drogas de referéncia, cisplatina e

doxorrubicina, como os complexos contendo o ligante lapachol (lap).

TABELA 1.2 - Atividade citotdxica in vitro de alguns complexos sintetizados

no LERCI frente a linhagem tumoral de mama triplo negativo MDA-MB-231.

Complexo ICso (umol L) Complexo ICso (umol L™
MDA-MB-231 MDA-MB-231
Ru(L-Gly)(dppb)(bipy)]PFs 145+0,4 [RuCl(n°-CyoH14)(fen)]PFs >100
Ru(L-Ala)(dppb)(bipy)]PFs 285+52 [RuCl(n°-CyoH14)(dphfen)]PFe 0,40 + 0,10
Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs 24,1+3,6 [RuCl(n°-Cy1oH14)(bipy)]PFs >100
[Ru(L-Val)(dppb)(bipy)]PFs 26,2+4,0 [RuCl(n°-CioH14)(dmbipy)]PF >100
[Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PFe 7,1+0,6 [RuCQ(n°-CioH14)(fen)]PFs 6,80 £ 1,46
[Ru(L-Lys)(dppb)(bipy)]PFs 16,2+1,6 [RuCQ(n°-CioH14)(fen)][PFe]» >100
[Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]PFs 50+15 [RuCQ(n°.C1oH14)(dphfen)][PFel, 2,30 +1,64
[Ru(L-Try)(dppb)(bipy)]PFe 213+25 [RuCQ(n®-CioH14) (bipy)1[PFe] >100
[Ru(L-Trp)(dppb)(bipy)]PFs 282+15 [RuCQ(n°’-C1oH14)(dbipy)][PFs]2 >100
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs 0,14 £0,01 Cisplatina 2,44 £ 0,20
[Ru(lap)(dppb)(dmbipy)]PFs 0,12 £0,02 Doxorrubicina 3,67+0,15
[Ru(lap)(dppb)(fen)]PFg 0,10£0,01

Glicina (gly), L-alanina (ala), L-tirosina (tyr), L-metionina (met), L-leucina
(leu), L-valina (val), L-serina (ser), L-triptofano (trp), and L-lisina(lys); dppb =
1,4-bis(difenilfosfina)butano; n°-CyH = n°-p-cimeno; CQ = cloroquina; bipy =
2,2’-bipiridina; dmbipy = 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina; fen = 1, 10-fenantrolina;
dphfen = 4,7-difenil-1, 10-fenantrolina; lap = lapachol.

15



Ribeino, G. Ft. Introdugiio

1.8 Alvos biologicos para os metalofarmacos na terapia do

cancer

A eficacia dos compostos na terapia do cancer esta relacionada
diretamente com os mecanismos pelos quais induzem a morte celular. Nos
recentes anos, os estudos se ampliaram para a elucidagdo dos mecanismos de
acdo e dos possiveis alvos biologicos dos complexos antitumorais. Esses estudos
colaboram no design e desenvolvimento de novos farmacos anticancer seletivos
a um alvo celular especifico proeminente em células tumorais, proporcionando
menor atividade citotoxica para células ndo tumorais (KOMOR et al., 2014).

Qualquer substancia ou componente da célula que esteja envolvido
diretamente ou indiretamente nos processos de sobrevivéncia da célula tumoral
pode ser considerado um alvo para os farmacos (KOMOR et al., 2014). Diversas
biomoléculas sdo descritas como alvo de quimioterapicos, tais como: proteinas
(Kinases, GSK3a, catepsinas, ERa, topoisomerases, proteassomas e tiorredoxina
redutase), organelas (mitocondrias) e o DNA (BELTRAN et al., 2012; FENG et
al., 2011; KUNICK e OTT, 2010). Contudo, o DNA ¢ descrito como um dos
principais alvos e 0 mais estudado para os complexos antineoplasicos, uma vez
que o0 mecanismo de acdo proposto para quimioterapicos de platina, tal como o

cisplatina, é via formacao de adutos com 0 DNA (ZEGLIS et al., 2007).

1.9 DNA como alvo de metalofarmacos

O é&cido desoxirribonucleico é uma molécula organica na forma de
uma dupla hélice, na qual cada fita é formada por uma sequéncia de
nucleotideos (Figura 1.6) (WATSON e CRICK, 1945). O nucleotideo €
composto por um acucar (2-desoxi-D-ribose), um grupo fosfato e uma base
nitrogenada. As bases nitrogenadas sdo derivadas de purinas [guanina (G) e
adenina (A)] e pirimidinas [citosina (C) e timina (T)]. O grupo fosfato e a
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pentose sdo componentes inalteraveis dos nucleotideos e apresentam a funcéo
estrutural (HANNON 2001 (a); WERNER et al., 1996).
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i
FIGURA 1.6 - Representacdo de uma sequéncia de quatro nucleotideos (A) e a

estrutura basica de um nucleotideo (B).

O DNA contém as informacBGes genéticas que coordenam o
desenvolvimento e funcionamento dos seres vivos. De forma simplificada, o
DNA contem as informacdes para promover a sintese de proteinas necessarias
para 0 metabolismo e desenvolvimento das células do organismo, e também tem
a funcéo de replicacdo que € o conjunto de reacdes por meio das quais 0 DNA
faz uma copia de si mesmo cada vez que uma célula se divide e transmite suas
informacoes as células filhas (HANNON 2001 (a); WERNER et al., 1996).

17



Ribeino, G. Ft. Introdugiio

A estrutura do DNA é caracterizada por uma dupla fita de
nucleotideos, enrolada em torno de um eixo comum com um giro a direita, que
adota a forma de uma dupla hélice (espiral dextrogira) (V1JG 2007). A cadeia de
acucar-fosfato anidnica no meio intracelular esta em contato com o meio e
apresenta carater hidrofilico, enquanto as bases nitrogenadas sdo planares e mais
hidrofobicas, e orientadas para o interior da dupla fita (VI1JG 2007; HANNON
2001 (a); WERNER et al., 1996).

A conformacédo da dupla hélice proporciona a formacdo de sulcos
entre as cadeias de fosfato, deixando expostas as faces das bases nitrogenadas,
unidas por ligacGes de hidrogénio com a base complementar (Figura 1.7). As
purinas formam ligacdes de hidrogénio com pirimidinas (adenina com timina e
citosina e guanina). Na conformacdao B-DNA, a mais comum nas condicgdes
normais, ha dois tipos de sulcos na superficie da dupla hélice, sulco maior e
sulco menor. Outros tipos de interacdes também estdo presentes na dupla hélice
do DNA, como interagdes m- 7 entre os anéis aromaticos, atracao eletrostatica
entre as cadeias acucar-fosfato aniénica e os cations em solucdo (VIJG 2007,
HANNON 2001 (a); WERNER et al., 1996).
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FIGURA 1.7 - Representacdo de uma estrutura do B-DNA e os pares de bases

nitrogenadas unidas por ligacdes de hidrogénio.

1.9.1 Interacdo entre complexo e DNA

O éacido desoxirribonucleico € uma molécula flexivel, sendo
induzida a alteragGes estruturais conforme 0 meio em que se encontra
(SIRAJUDDIN et al., 2013). A interacdo de moléculas ao DNA pode resultar
em distor¢do estrutural ou danos que impedem a replicacdo ou transcricdo da
biomolécula, por exemplo, ao bloguear o movimento de helicases,
topoisomerases e polimerases (WEIDMANN et al., 2014).

As interacOes entre os complexos e 0 DNA (Figura 1.8) podem
ocorrer de diversas formas, tais como, ligacdo covalente complexo-DNA pelas
bases nitrogenadas do DNA ou pelos grupos fosfatos, por meio de intercalacéo
entre os pares de bases, interacdes eletrostaticas aos grupos fosfatos e interacdes
aos sulcos do DNA (HANNON 2007 (a); PAGES et al., 2014; SIRAJUDDIN et
al., 2013; WEIDMANN et al., 2014). Nos proximos itens é apresentada uma
breve e sucinta revisdo bibliografica sobre os tipos de interacdes entre

complexos e 0 DNA.

=
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suLCO INTERCALAGAO INSERGAO COVALENTE COVALETE
(FOSFATO)

FIGURA 1.8 - Representacdo dos modos de interacdo entre complexo e DNA.
Fonte: Adaptado de BOER et al., 2014.
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1.9.2 Interacao covalente

As interagGes covalentes entre complexo e 0 DNA na maioria dos
casos sdo irreversiveis e provocam a inibicdo completa dos processos de
transcricdo e replicacdo do DNA (PAGES et al., 2014; SIRAJUDDIN et al.,
2013). O mecanismo pelo qual certas drogas ligam-se ao DNA envolve a
coordenacdo direta a0 N7 das bases nitrogenadas da guanina e timina
localizadas no sulco maior do DNA (HANNON 2007 (a); REEDIJK 1999). Os
complexos de platina destacam-se no modo de interacdo por covaléncia, como o
cisplatina, o qual se liga covalentemente aos nitrogénios das bases nitrogenadas
por duas formas: 1,2-intrafita e 1,2-interfita (PAGES et al., 2014; REEDIJK
1999).

1.9.3 Interacao por intercalacéo

A interacdo por intercalagdo ocorre com a insercdo de uma
molécula planar heterociclica entre dois pares de bases adjacentes do DNA, sem
formar ligacOes covalentes e sem quebrar as ligacbes de hidrogénio entre as
bases nitrogenadas (LIU e SADLER, 2011; SIRAJUDDIN et al.,, 2013;
GEORGIADES e VILAR, 2010). A intercalagdo é um tipo de interacdo
reversivel, estabilizada principalmente por interagdes 7-xt stacking entre 0s pares
de bases e o anel aromatico do ligante (SUNTHARALINGAM e VILAR, 2011).
A intercalacdo causa um aumento de volume entre os pares de bases para que
ocorra a insercdo do ligante. Esse processo resulta na modificacdo da
conformacdo do DNA, provocando rigidez, alongamento e desenrolamento
da dupla heélice (LIU e SADLER, 2011). As alterac6es na conformacdo do DNA
variam com as caracteristicas dos agentes intercaladores, principalmente a

extensdo dos anéis e aromaticidade (LIU e SADLER, 2011). Contudo, as
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interacdes eletrostaticas, hidrofobicas e ligacbes de hidrogénio auxiliam na
estabilizacdo do sistema DNA-agente intercalante (ZEGLIS et al., 2007).

Atualmente ligantes planares aromaticos, tais como fenantrolinas,
fenantridinas, acridinas e antraquinonas sdo coordenados a ions metalicos,
formando complexos metalicos especificos para interagirem com DNA, via
intercalacdo (SUNTHARALINGAM e VILAR, 2011). Diversos complexos
polipiridinicos sdo cléassicos intercaladores, tais como [Ru(fen),(dppz)]*,
[Ru(bipy),(dppz)]*, entre outros (SUNTHARALINGAM e VILAR, 2011; SUN
etal., 2010; ZEGLIS et al., 2007).

1.9.4 Interacdo eletrostatica pelos sulcos do DNA

A interacdo dos complexos por meio dos sulcos do DNA é uma
interacdo reversivel, caracterizada por abranger uma longa sequéncia de pares de
bases e, consequentemente, pode exibir um alto nivel de especificidade a um
seguimento do DNA (KIM e NORDEN, 1993; GEORGIADES e VILAR, 2010;
GILL e THOMAS, 2012).

As interacOes aos sulcos sdo baseadas em interacdes de van der
Waals, além de ligacdo de hidrogénio, contatos hidrofébicos e interacdes
eletrostaticas, entretanto ndo envolvem o empilhamento do complexo entre 0s
pares de bases. A interacdo a um seguimento especifico do DNA é dependente
da combinacdo destas interacdes. As ligacdes de hidrogénio adicionais podem
desempenhar um papel fundamental, pois tem a capacidade de conduzir
interacdes a uma sequéncia especifica de bases nitrogenadas. Em alguns casos, a
ligaco de compostos aos sulcos do DNA apresentam maior afinidade e
seletividade que complexos intercaladores (PAGES et al., 2014; SIRAJUDDIN
etal., 2013; GEORGIADES e VILAR, 2010).

Os complexos que interagem aos sulcos sdo normalmente

catibnicos e apresentam anéis aromaticos com liberdade de torcdo de modo que
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sdo capazes de se tornar isohelical com os sulcos do DNA. A maioria das
interagdes ocorrem no sulco menor do B-DNA e preferencialmente na sequéncia
de bases mais eletronegativa, adenina-timina, pois as interacoes eletrostaticas e
forcas de van der Waals sdo maximizadas.

Os complexos de ruténio [Ru(Me,-fen)s]* e [(Ru(bipy).).(tpphz)]*
(tpphz= tetrapiridofenazina; Me,-fen = 3,4,7,8-tetrametil-fenantrolina)
interagem eletrostaticamente com sulcos do DNA, apesar da presenca de
ligantes que usualmente séo intercalantes (PAGES, et al., 2014; KELLY et al.,
1985; MEI e BARTON, 1986). Contudo, séo poucos relatados na literatura de

compostos de coordenacéo que atuam nos sulcos do DNA.

1.9.5 Interacao eletrostatica pelos grupos fosfatos do DNA

A interacdo eletrostatica envolve complexos de coordenagédo
cationicos e os grupos fosfatos do DNA carregados negativamente com o
objetivo de minimizar as repulsdes de carga-carga. A maioria dos complexos de
coordenacdo sdo catidnicos, logo a interacdo eletrostatica contribui para a
afinidade de ligacdo complexo-DNA. No entanto, complexos que interagem
com o DNA unicamente por meio de forgas eletrostaticas normalmente possuem
baixa afinidade de ligacdo. (PAGES et al., 2014; VITORINO 2011).

1.10 Planejamento dos complexos sintetizados neste trabalho

Frente ao exposto, durante a execucdo do presente trabalho
realizou-se a sintese e a avaliacdo da atividade antitumoral de uma série de
complexos fosfinicos de ruténio (1), com o ligante 2,2’-dipiridilamina e
diferentes ligantes polipiridinicos. Além disso, o trabalho buscou o estudo de um
possivel alvo bioldgico dos complexos, por meio de ensaios de interacdo com o

DNA.
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De posse dos dados quimicos e biologicos, verificou-se as
correlagdes entre estrutura e atividade biologica dos complexos. Neste contexto,
almejou-se observar alguns aspectos principais e pontuais da esfera de

coordenacédo dos complexos e a influéncia dos ligantes:

(1) A variacdo de ligantes diiminicos e diamina alifatica teve como objetivo
observar a influéncia da estrutura de tais ligante, desde o aumento do nimero de
anéis aromaticos, a inser¢do de grupos metilas nos anéis aromaticos e regifes

alifaticas, nas propriedades fisico-quimicas e atividade biologica dos complexos.

(2) Utilizou-se o ligante 2,2-dipiridilamina para verificar a influéncia das
ligacGes de hidrogénio do grupo NH na interacdo com biomoléculas e na

atividade antitumoral dos complexos;

(3) O emprego do ligante fosfinico, trifenilfosfina, se justifica pelo fato de
complexos com ligantes fosfinicos apresentarem excelentes atividades citotdxica
(CORREA et al., 2015), além de proporcionar estabilidade ao complexo e

regides hidrofdbicas.

(4) A presenca do ligante clorido é vantajosa devido a capacidade de ser um
receptor de hidrogénio, formando interacGes intermoleculares adicionais, tais
como O—H"Cl, N—H"Cl e C—HCl. Outra possibilidade ¢ a labilizacdo do
ligante clorido da esfera de coordenacdo do ruténio, proporcionando um sitio

vago no complexo para interagcbes covalentes com biomoléculas.
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2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve por finalidade a sintese e caracterizacdo de
complexos fosfinicos de ruténio contendo o ligante 2,2’-dipiridilamina com
potenciais atividades antitumorais, e a investigacdo da interacdo dos complexos
sintetizados com a biomolécula DNA. De uma maneira sistematica, este objetivo

geral deve ser concretizado por meio dos seguintes objetivos especificos:
2.2 Objetivos especificos
- A Sintese de complexos de ruténio: [RuCI(PPhs)(Hdpa),]ClI (2);

[RuCI(PPhs)(Hdpa)(bipy)]ICI  (2);  [RuCI(PPhs)(Hdpa)(dmbipy)]Cl  (3);
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(fen)]ClI 4); [RuCI(PPhs)(Hdpa)(dphfen)]Cl (5);

[RuCI(PPh3)(Hdpa)(en)]ClI (6). Onde PPh; = trifenilfosfina;
Hdpa = 2,2’-dipiridilamina; bipy = 2,2’-bipiridina;
dmbipy = 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina; fen = 1,10-fenantrolina;

dphfen = 4,7-difenil-1,10-fenantrolina; en = 1,2-diaminoetano (etilenodiamina).
- Caracterizacdo dos complexos, por meio de técnicas de absorcdo na regido do
infravermelho e UV-Vis, andlise elementar, condutividade, voltametria ciclica,
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H, °C {'H} e *'P {’H} e
difracdo de Raios X.

- Avaliacdo da atividade citotoxica dos complexos sintetizados frente ‘a
linhagem celular tumoral de mama (MDA-MB-231) e frente "a linhagem celular
ndo tumoral de fibroblasto de pulmé&o de hamster chinés (V79-4).

- Investigacdo da interacdo dos complexos com o acido desoxirribonucléico

(DNA), por meio de técnicas espectroscopicas (UV-Vis e dicroismo circular),

24



Ribeino, G. Ft. Objetives

ensaios de viscosidade e clivagem de DNA plasmidial, por eletroforese em gel

de agarose.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Purificacdo da atmosfera inerte: argonio

Todas as sinteses foram realizadas em atmosfera inerte. Esta foi
obtida pela passagem de fluxo de argbnio por um sistema de colunas contendo:
silica gel, peneira molecular e catalisador do tipo BTS-R-3-11 (Fluka Chemika),
aquecida a 60°C para o catalisador permanecer ativado. Os procedimentos
descritos foram necessarios para desoxigenar e secar 0 gas comercial de

procedéncia da White Martins.

3.2 Solventes

Todos os solventes utilizados neste trabalho, Synth P. A. e Merck P.
A., passaram por processos de purificacdo segundo os métodos descritos na
literatura (PERRIN e ARMARENGO, 1990). Os principais solventes utilizados
foram: acetona, diclorometano, éter etilico, hexano e metanol. Os solventes
deuterados utilizados foram CDClI;, DMSO-dg e D,0.

3.3 Reagentes quimicos em geral

O tricloreto de ruténio hidratado (RuCl;.nH,O) de procedéncia
Aldrich foi utilizado como recebido. Os ligantes trifenilfosfina (PPhjy),
2,2’-dipiridilamina (Hdpa), 2,2’-bipiridina (bipy), 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina
(dmbipy), 1,10-fenantrolina (fen), 4.,4’-dimetilfenil-fenantrolina (dphfen) e
1,2-diaminoetano (en) sdo de procedéncia Aldrich, e foram utilizados apos
prévia verificacdo do grau de pureza por RMN de 'H. Perclorato de
tetrabutilamonio (PTBA,; procedéncia Fluka) também foi utilizado como

recebido.
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3.4 Instrumentacao

3.4.1 Espectroscopia de absorc¢ao na regido do ultravioleta-visivel

Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel foram
realizados em um espectrofotémetro HEWLETT PACKARD DIODE ARRAY -
8452A. As medidas foram realizadas em cubetas de quartzo com caminho 6tico

de 1 cm na regido compreendida entre 200 e 800 nm.

3.4.2 Espectroscopia de absorc¢ao na regiao do infravermelho (1V)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram obtidos
no espectrofotdmetro Bomem modelo MB-Séries com resolugdo de 4 cm™, na
regido compreendida entre 4000 e 200 cm™. As amostras foram diluidas em KBr
(Merck, P.A.) e analisadas em forma de pastilhas. Os dados foram tratados no

software Win-Bomen Easy versao 3.02.

3.4.3 Experimentos eletroquimicos

Os experimentos ciclo voltamétricos foram realizados utilizando-se
0 equipamento da marca worksation BAS modelo 100B acoplado ao
computador com o software Princeton Applied Research Modelo 262A. As
medidas voltamétricas foram realizadas em um sistema de trés eletrodos. O
eletrodo de Ag/AgCl em solucdo 0,1 mol L™ de perclorato de tetrabutilaménio
(PTBA) em solvente orgéanico (diclorometano) como eletrodo de referéncia;
eletrodo de platina usado como contra-eletrodo e eletrodo de trabalho.

3.4.4
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3.4.5 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnetica nuclear foram obtidos em
um espectrofotdmetro Bruker DRX 400 (9,4 T) do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sdo Carlos UFSCar. As amostras foram analisadas a
temperatura ambiente. Na obtencdo dos espectros de *P{'H} utilizou-se
diclorometano como solvente na presenca de um tubo capilar com agua
deuterada (D,0), efetuando-se a determinacdo dos deslocamentos quimicos em
relacdo ao H;PO, (85%). Os deslocamentos quimicos nos espectros de *H e **C
sdo reportados em relagdo ao solvente residual ndo-deuterado [(*H)
8 2.50 ppm em DMSO-dg; (**C) & 39.52 ppm em DMSO-dg].

3.4.6 Difracdo de Raios X

Os experimentos de difracdo de Raios X foram realizados no
Laboratério de Cristalografia do Instituto de Fisica de S&o Carlos pelo
doutorando Juan Carlos T. Clavijo sob supervisdo do Prof. Dr. Javier Ellena. As
reflexbes de Bragg foram coletadas em um difratrobmetro Enraf-Nonius Kappa-
CCD, usando radiagio MoK (0,71073 A) monocromada por grafite. Os dados
de difracdo coletados foram tratados utilizando-se o pacote de programas do
WINGX (FARRUGIA 1999). As estruturas foram resolvidas usando os metodos
diretos, com o programa SHELXS-97 (SHELDRICK 2008). Os modelos assim
obtidos foram refinados (minimos quadrados de matriz completa) em F2 usando
0 programa SHELXL-97 (SHELDRICK 2008). As representacdes graficas das
estruturas foram realizadas nos programas ORTEP-3 (FARRUGIA 1997) e
Mercury 2.0 (MACRAE et al., 2008).
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3.4.7 Analise elementar

As anélises elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos
compostos sintetizados foram realizadas utilizando-se um analisador CHN
modelo EA 1108 da FISIONS, localizado no Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Sao Carlos.

3.4.8 Condutividade molar

As medidas de condutividade molar foram realizadas em um
condutivimetro MICRONAL, modelo B-330, equipado com celula de Pt com
constante igual 0,089 cm™. As solugdes dos complexos foram preparadas em

diclorometano, acetona ou 4gua, em concentracdes de 1 mmol L™.

3.5 Estudos de interacéo dos complexos com 0 DNA

O calf thymus DNA (CT-DNA) foi preparado em tampédo Trisma
(0,5 mmol L™ Tris-base, 4,5 mmol L™ de tris HCI e 50 mmol L™ NaCl, pH 7.4).
A concentracdo da solucdo de acido desoxirribonucleico (DNA) foi calculada
mediante UV-Vis (260 nm; £ = 6600 cm™ mol™ L).

3.5.1 Titulacao por espectroscopia UV-Vis

Os experimentos de titulagdo dos complexos com o CT-DNA foram
realizados no espectrofotometro HEWLETT PACKARD DIODE ARRAY-
8452A em um sistema de duas cubetas.

Na cubeta 1, foram adicionados 2 mL da solugcdo de complexo
(concentragdo de aproximadamente 1x10™° mol L™) preparada em uma mistura

DMSO/Tris-HCI, a 5% de DMSO. Na cubeta 2, adicionaram-se 2 mL de uma
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mistura DMSO/Tris-HCI (pH 7,4), a 5% de DMSO, utilizada como a solu¢éo do
branco das medidas da cubeta 1. Entdo, foram efetuadas 20 adi¢Oes sucessivas
de 15 uL de CT-DNA & 3,34 mmol L™ em ambas as cubetas. A cada adicdo de
aliquota do CT-DNA homogeneizaram-se as soluc@es por 45 segundos com
auxilio de uma micropipeta e, em seguida, registrou-se o espectro.

A solucdo do branco (cubeta 2) foi utilizada com o objetivo de
excluir os efeitos de absorcao da radiacdo do CT-DNA e do solvente DMSO.

A constante de ligacdo intrinseca foi determinada seguindo a
Equacéo (1) (WOLFE et al., 1987).

[DNA]/(ea-er) = [DNA]/(ep-r) + 1/ [Ko(en-£1)]  (EQ. 1)

Onde, K, ¢ a constante de ligagdo; & € 0 coeficiente de
absortividade molar do complexo; &, € 0 coeficiente de absortividade molar
aparente, que corresponde a razdo entre a absorbancia medida e a concentracéo
do complexo (Aqs/[Complexo]). A constante de ligacdo € obtida através da
razdo entre o coeficiente angular da reta e o coeficiente linear do gréfico:
[DNA]/(g, - &) vs. [DNA].

3.5.2 Eletroforese em gel de agarose

Os experimentos de interacdo entre os complexos e o plasmideo
ptz57RT foram realizados em ChemiDoc MP. Inicialmente foram preparadas
solucdes de 10 pL de plasmideo ptzS7RT (42,5 umol L™) e complexo em
tampdo Tris-HClI (5% DMSO), em diferentes relacbes molares,
[Complexo]/[ptz57RT] = 0,5; 1,0; 2;0. As solucdes foram incubadas a 37 °C
durante 18 h. Posteriormente 5 pL de cada amostra foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose 1% ,utilizando o tampéo tris-acetato-EDTA
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(TAE), durante 90 min. a 100 V. O gel foi revelado com brometo de etidio sob

luz ultravioleta.

3.5.3 Dicroismo circular

Os experimentos de interacdo dos complexos com o CT-DNA
foram realizados em um espectropolarimetro JASCO J-720. As medidas foram
realizadas na regido entre 240 e 350 nm, empregando uma cubeta de quartzo
com caminho ético de 1 cm.

Inicialmente foram preparadas solucbes de 2 mL de CT-DNA
(100 pumol L™ e complexo em tampéo Tris-HCI (5% DMSO), em diferentes
relacbes molares, [Complexo]/[CT-DNA] = 0,1; 0,2; 0,4; 0,6. As solucbes
foram incubadas a 37 °C durante 18 h. Posteriormente, 0s espectros de

dicroismo circular das solucdes foram registrados no espectropolarimetro.

3.5.4 Medidas de viscosidade

Os experimentos de interacdo complexo-DNA por medidas de
viscosidade foram realizados em um viscosimetro de Ostwald, procedente da
Aldrich. O viscosimetro foi acoplado a um banho termostatico, permitindo assim
o controle da temperatura em (25,0 £ 0,1) °C. Preparou-se 10 solugdes,
conforme descrito na Tabela 3.1, com diferentes relagbes molares complexo e
CT-DNA. A porcentagem de DMSO nestas solucbes foi de 6%. O tempo de
escoamento de cada solu¢do no viscosimetro de Ostwald foi aferido com o

auxilio de um crondmetro digital.
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TABELA 3.1 - Volumes dos reagentes utilizados na preparacdo das solucgdes

com diferentes relagdes molares complexo e CT-DNA.

Volume (uL)

r.*  Solucdode Solucédo de Tampao Tris-
complexo ** DNA *** DMSO HCI
0 0 400 270 3330
0,08 30 400 240 3330
0,17 60 400 210 3330
0,25 90 400 180 3330
0,33 120 400 150 3330
0,43 150 400 120 3330
0,50 180 400 90 3330
0,58 210 400 60 3330
0,67 240 400 30 3330
0,75 270 400 0 3330

*r; = RelagGes molares complexo e CT-DNA./ ** Solugdo padrdo de complexo a
1 mmol L™ em DMSO./ ***Solucéo padrio de CT-DNA & 0,98 mmol L™,

A viscosidade relativa das solu¢Ges de DNA na presenca e auséncia

dos complexos foi calculada a partir da Equacao (2):

Mo = (t—1o)/(tona - 1) (EQ. 2)

Onde t, é o tempo de escoamento da solucdo na auséncia de
complexo e DNA; tpna € 0 tempo de escoamento da solucdo de CT-DNA; t é o
tempo de escoamento da mistura complexo e CT-DNA. Os dados foram

1/3

apresentados como (m/me)™~ vs. [complexo]/[CT-DNA], onde n é a viscosidade
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da solucdo de DNA na presenca dos complexos € 1, € a viscosidade da solucao

de DNA na auséncia de complexo.

3.6 Testes biologicos - avaliacdo in vitro da citotoxicidade e

toxicidade

Os experimentos de citotoxicidade foram realizados pela
doutoranda Legna Colina Vegas, no laboratorio de Biologia do Envelhecimento
do Departamento de Gerontologia da UFSCar. Os compostos analisados foram
avaliados, in vitro, pela capacidade de inibir o crescimento, in vitro, de células
tumorais usando linhagem de célula tumoral humana, a MDA-MB-231 (cancer
de mama) e contra linhagem ndo tumoral V79-4 (células de fibroblasto de
pulméo de hamster chinés).

Antes das células poderem ser usadas existe uma série de
procedimentos e materiais necessarios que serdo descritos a seguir.

As celulas, MDA-MB-231 e V79-4, foram mantidas em vials
congelados em nitrogénio liquido; a partir deles, as células foram obtidas
(descongeladas a 37 °C por cerca de 90 s) e subculturadas serialmente para
posterior uso nos experimentos.

As células MDA-MB-231 e V79-4 foram cultivadas como cultura
de monocamada aderente em meio DMEM (Dulbecoo’s Modified Eagle
Medium), suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10%. As culturas foram
mantidas a 37 °C em uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO,. Durante
0 crescimento das células o meio de cultura foi trocado a cada 2-3 dias para o
melhor desenvolvimento destas.

O crescimento das células foi acompanhado dia a dia com o auxilio
de um microscépio. Quando as células atingiram uma confluéncia de 80 — 90 %,
realizava-se a contagem e devido a aderéncia fez-se um procedimento conhecido
por tripsinizacao.
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A contagem das células foi feita ajustando o volume para que cada
200 pL contivesse a quantidade desejada de células (1,5 x 10 células). Ap6s a
aplicacdo das células em placa para microcultura de 96 pocos (estéril) com
densidade de 1,5 x 10 células por poco (em 200 pL) armazenou-se a placa em
estufa (37 °C / 5% CO,) por 24 horas para que ocorresse a adesdo celular.
Finalmente os compostos, em diferentes concentracdes, foram adicionados em
triplicata, sendo o tempo de incubacao de 48 h.

Os  compostos  foram  avaliados usando 0  ensaio
com MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazolium -
MOSMAN, 1983), que consiste em uma determinacdo colorimétrica de
viabilidade celular durante tratamento in vitro com a droga. Este ensaio
colorimétrico de microcultura, desenvolvido como um estagio inicial para o
“sreening” de drogas, mensura a quantidade de MTT reduzido pela
dehidrogenase mitocondrial e assume que a viabilidade celular (correspondente
a atividade redutiva) é proporcional a producéo de cristais de formazan (violeta)
que, apos solubilizado, ¢ medido espectrofotometricamente. A densidade dptica
(absorbéancia dos pocos) foi medida em um leitor de microplacas a 540 nm. Para
verificar o efeito do solvente DMSO, controles adicionais receberam 1% deste
solvente.

Foram preparadas 8 concentracdes de cada complexo (20 mmol L™
a 048 mmol L™) utilizando-se DMSO para solubilizar 0s mesmos.
Considerando que a concentracdo final de DMSO junto as células ndo deve
ultrapassar 1 % e que o volume de meio de cultura em cada poco € 200 pL,
tomou-se uma aliquota de 1 uL (0,5 %) de cada concentragéo de complexo e
adicionou-se ao poco. Desta maneira as concentracdes finais dos complexos
foram 100 pmol L™ a 0,048 umol L™. As soluces dos compostos foram
preparadas no fluxo laminar utilizando-se materiais estéreis (DMSO e frascos de

armazenagem).
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3.7 Sinteses dos precursores de ruténio

3.7.1 Sintese do complexo [RuCl,(PPh;)4]

O complexo [RuCl,(PPhg)s] foi sintetizado conforme descrito por
Wilkinson e Stephenson (1966). O sal RuCl;.nH,O (0,50 g; 1,75 mmol) foi
solubilizado em metanol (100 mL), e a solucéo refluxada por 15 minutos. Em
seguida, adicionou-se o ligante trifenilfosfina (PPhz) (2,875 g, 10, 85 mmol), e a
mistura reacional foi refluxada por 3 horas. O precipitado marrom escuro
formado foi filtrado em um funil de placa porosa, lavado com metanol e seco

sob vacuo. Rendimento 95%.

3.7.2 Sintese dos complexos do tipo cis-[RuCl,(PPhs),(N-N)], onde
n-n é 2,2’-bipiridina (bipy), 4-4-dimetil-2,2’-bipiridina (dmbipy),
1,10-fenantrolina (fen) e 2,7-difenil-1,10-fenantrolina (dphfen)

O complexo cis-[RuCl,(PPhs),(bipy)] foi sintetizado seguindo o
procedimento descrito por Batista et al. (2001). O complexo [RuCl,(PPhz)s]
(150 mg; 0,156 mmol) foi dissolvido em 10 mL de diclorometano desaerado e,
em seguida, adicionou-se o ligante 2,2’-bipiridina (30 mg; 0,188 mmol). A
mistura reacional permaneceu em agitacdo constante por 30 minutos, sob
atmosfera de argonio. Posteriormente, o volume da solucdo foi reduzido para
2 mL e adicionados 10 mL de éter etilico formando um precipitado marrom
claro. O precipitado foi filtrado, lavado com éter etilico (5 x 5 mL) e seco sob
vacuo. Rendimento 96%.

Os complexos cis-[RuCly(PPhg),(dmbipy)] (rendimento 92%),
cis-[RuCl,(PPh3),(fen)] (rendimento 89%) e cis-[RuCly(PPhz),(dphfen)]

(rendimento 89%) foram sintetizados utilizando 0 mesmo procedimento descrito
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anteriormente para o complexo cis-[RuCl,(PPhs),(bipy)] (BATISTA et al.,
2001; DE ARAUJO et al., 2005).

3.7.3 Sintese do complexo cis-[RuCl,(PPhs),(en)]

O complexo cis-[RuCl,(PPh3),(en)] foi sintetizado seguindo o
procedimento descrito por KONING et. al. (2006). O complexo [RuCl,(PPhs)s]
(150 mg; 0,156 mmol) foi dissolvido em 10 mL de diclorometano e, em seguida,
adicionou-se o ligante etilenodiamina (19 uL; 0,343 mmol). A solucéo resultante
permaneceu em agitacdo por 12 h sob atmosfera de argbnio. Posteriormente, o
volume foi reduzido para 2 mL e adicionados 10 mL de uma mistura éter
etilico/hexano (1:5) formando um precipitado amarelo claro que foi filtrado,

lavado com éter etilico/hexano (5 X 5 mL) e seco sob vacuo. Rendimento 82%.

3.8 Sintese dos complexos do tipo
cis-[RuCI(PPh3)(Hdpa)(N-N)]CI, onde N-N = Hdpa, bipy, dmbipy,
fen, dphfen, en

3.8.1 Sintese do complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa),]ClI (1)

O complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa),]Cl foi sintetizado pelo seguinte
procedimento: O precursor [RuCl,(PPhs)s] (100 mg; 0,104 mmol) foi dissolvido
em 10 mL de diclorometano desaerado e, em seguida, adicionou-se o ligante
2,2’-dipiridilamina (40 mg; 0,229 mmol). A solucdo permaneceu em agitacao
por 6 h sob atmosfera de argbnio. Reduziu-se o volume para aproximadamente 3
mL e foram adicionados 15 mL de éter etilico. O precipitado alaranjado formado
foi recolhido por filtragdo em um funil de placa porosa, lavado com éter etilico

(5 x5 mL) para a retirada de excesso de fosfina livre e seco sob vacuo.
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Dados: Cor: alaranjado. Rendimento 77%. 'H RMN (DMSO-dg): & ppm
(multiplicidade, integracdo, atribuicdo, J/Hz, variacdo do deslocamento quimico
apos a coordenacdo (Ad), dcomplexo — dligante livre): 11,09 (s; 1H; NH; 1,46),
10,51 (s; 1H; NH; -; 0,85), 8,70 (d; 1H; H6”; J =5,52; 0,49), 7,82 (d; 1H; H10’;
J=4,76; -0,39), 7,68 (p; 2H; H8” e H12’), 7,61 — 7, 54 (m; 2H; H10” ¢ H12”),
7,38 (t; 1H; H8’; J = 7,29; -0,25), 7, 32 - 7,19 (m; 5H; H9”, H13’ ¢ H3),
7,18 - 7,11 (m; 2H; H6” e H13?), 7, 09 - 6,94 (m; 12H; H2 e H1), 6,73 (d; 1H;
H9’; J = 8,08; -1,01), 6,64 (t; 1H; H7”; J = 6,30; -0,21), 6,56 (t; 1H; H7’;
J = 6,40; -0,26), 6,49 (t; 1H; H11”; J = 6,29; -0,36), 6,38 (t; 1H; H11’; J = 6,25;
-0,47).

BC {*"H} RMN (DMSO-d): & ppm (multiplicidade, atribuico): 157,95 (s; C6°),
148,60 (s; C6”), 117,75 (s; C7°), 118,57 (s; C7), 138,46 (s; C8’), 138,87 (s;
C8”), 126,47 (s; C9°), 7,169 (s; C9”), 154,50 (dd; C10° e C10”); 115,51 (s;
C11%), 113,50 (s; C117), 136,42 (d; C12° ¢ C12”), 123,86 (d; C13’ ¢ C13™),
133,58 (d; C1), 128,70 (d; C2), 130,34 (s; C3).

3.8.2 Sintese do complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa)(bipy)]Cl (2)

O complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa)(bipy)]Cl foi sintetizado pelo
seguinte procedimento: O precursor cis-[RuCl,(PPhz),(bipy)] (100 mg; 0,117
mmol) foi dissolvido em 20 mL de uma mistura de solventes
diclorometano/metanol (2:1) e, posteriormente, adicionou-se o ligante
2,2’-dipiridilamina (20 mg; 0,117 mmol). A solucéo resultante permaneceu em
refluxo por 72 h sob atmosfera de argdnio. O volume da solucéo foi reduzido a
secura e, em seguida, adicionou-se aproximadamente 1 mL de diclorometano.
Adicionaram-se 15 mL de uma mistura de solventes éter etilico/hexano (1:5)
para a precipitacdo do complexo. O precipitado vermelho foi filtrado, lavado

com éter etilico/hexano (1:5) e seco sob vacuo.
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Dados: Cor: vermelho. Rendimento 79%. 'H RMN (DMSO-d):
0 (multiplicidade, integragdo, atribuicdo, J/Hz, variagdo do deslocamento
quimico apdés a coordenagao (Ad), ocomplexo — Jdligante livre):
11,05 (s; 1H; NH; 1,42), 9,45 (d; 1H; H10’; J = 5,52; 0,86), 8,55 (d; 1H; H10"’;
J =5,52; -0,03), 8,28 (d; 1H; H13’; J = 8,04, -0,22), 8,19 (m; 2H; H13*’ ¢ 67),
7,91 (t; 1H; H12’; J = 7,68; 0,26), 7,80 (m; 2H; H8”* ¢ H12"*), 7,59 — 7,51 (m;
2H; H8 ¢ 97), 7,43 (t; 1H; H11°; J = 6,51; 0,30), 7, 32 - 7,27 (m; 6H; H1 e
H11”’), 7,16 (m, 7H, H2, H6”, H9”), 6,97 (m, 5H, H3, J = 8,56), 6,65 (t; 1H;
H7’; J =6,52; -0,20), 6,57 (t; 1H; H7’; J = 6,48; -0,27).

BC {*H} RMN (DMSO-d): & ppm (multiplicidade, atribui¢io): 157,95 (s; C6°),
148,60 (s; C6™), 117,75 (s; C7°), 118,57 (s; C77), 138,46 (s; C8’), 138,87 (s;
C8”), 115,51 (s; C9°), 113,50 (s; C97), 154,50 (dd; C10’ e C10); 126,47 (s;
C117), 125,46 (s; C117), 136,42 (d; C12° e C127), 123,86 (d; C13* e C13”),
133,58 (d; C1), 128,70 (d; C2), 130,34 (s; C3).

3.8.3 Sintese do complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa)(dmbipy)]ClI (3)

O complexo [RuCl(Hdpa)(PPhz)(dmbipy)]Cl foi sintetizado

utilizando o procedimento descrito anteriormente para 0 complexo
[RuCl(Hdpa)(PPhs)(bipy)]CI.
Dados para o complexo [RuCl(Hdpa)(PPhz)(dmbipy)]Cl: Cor: alaranjado.
Rendimento 92%. 'H RMN (DMSO-ds): & (multiplicidade, integracdo,
atribuicao, J/Hz, variagdo do deslocamento quimico apds a coordenagao (AJd),
ocomplexo — dligante livre): 11,14 (s; 1H; NH; 1,51), 8,91 (s; 1H; H10"), 8,32
(d; 1H, H6’; J = 5,64; 0,10), 8,20 (t; 2H; H13” ¢ H13"*; J = 9,27), 8,00 (s; 1H;
H10), 7,86 (t; 1H, H8>>; J = 7,58; 0,22), 7,68 (t; 2H; H12’ ¢ H12*"), 7,61 —
7,49 (m; 2H, H8’ ¢ H9”), 7,33 (t; 3H; H3; J =7,18), 7,23 — 7,10 (m; 7H, H2 e
H9°), 7,04 — 6,90 (m; 7H, H1 e H6’), 6,64 (p; 2H, H7’ ¢ H7”; -0,22), 2,12 (s;
3H; CH3"’), 2,08 (s; 3H; CH3").
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BC {*H} RMN (DMSO-ds): & ppm (multiplicidade, atribui¢do): 157,23 (s; C6°),
148,59 (s; C6™), 117,86 (s; C7’), 118,40 (s; C77), 138,61 (s; C8”), 139,00 (s;
C8), 115,59 (s; C9°), 113,73 (s; C9”), 154,18 (d; C10’ e C10”); 18,09 (s;
CH3), 18,51 (s; CH3™), 136,87 (d; C12’ e C12”), 122,64 (d; C13’ e C13”),
133,41 (d; C1), 128,35 (d; C2), 129,96 (s; C3).

3.8.4 Sintese do complexo [RuCIl(PPh3)(Hdpa)(fen)]ClI (4)

O complexo [RuCl(Hdpa)(PPhs)(fen)]ClI  foi  sintetizado
empregando o0 procedimento descrito anteriormente para 0 complexo
[RuCI(Hdpa)(PPhz)(bipy)]CI.

Dados para o complexo [RuCl(Hdpa)(PPhs)(fen)]Cl: Cor: vermelho.
Rendimento 84%. 'H RMN (DMSO-ds): & (multiplicidade, integracio,
atribuicao, J/Hz, variagdo do deslocamento quimico apds a coordenacao (A9),
ocomplexo — dligante livre): 10,89 (s; 1H; NH; 1,26), 9,84 (d; 1H; H10’;
J=5,28; 0,59), 9,11 (d; 1H; H10”; J =5,28; -0,14), 8,51 (d; 1H; H12’; J = 8,19;
-0,05), 8,40 (d; 1H; H12”; J = 8,19, -0,17), 8,22 (d; 1H; H6’; J = 5,85; 0,01),
8,01 (dd; 2H; H13* ¢ H13”’; J = 8,86/14,76; -0,04), 7,89 — 7,80 (m; 2H; H8’ e
H11’; J = 5,85; 0,01), 7,70 (t; 1H; H11”; J = 5,68; -0,16), 7,53 (d; 1H; H9’;
J = 8,14; -0,20), 7,43 (t; 1H; H8*; J = 7,65, -0,21), 7,23 — 7,15 (m; 4H; H3 e
H6’’; -1,01), 7,02 (m; 7H; H2 ¢ H9”), 6,83 (t; 6H; H1), 6,61 (t; 1H; H7’;
J =6,50; -0,24), 6,47 (t; 1H; H7’; J = 6,50; -0,37).

B3C {H} RMN (DMSO-dg): & ppm (multiplicidade, atribuicio,): 157,96 (s; C6),
148,72 (s; C6”), 117,89 (s; C7°), 118,42 (s; C77), 138,59 (s; C8’), 138,98 (s;
C8”), 115,38 (s; C9°), 113,42 (s; C9”), 155,06 (d; C10°), 156,51 (d; C107),
125,65 (d; C11°), 124,61 (d; C117), 135,42 (d; C12°), 125,69 (d; C12”), 127,60
(d; C13’ ¢ C13™), 133,18 (d; C1), 128,04 (d; C2), 129,95 (s; C3).

3.8.5 Sintese do complexo [RuCIl(PPhs)(Hdpa)(dphfen)]ClI (5)
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O complexo [RuCl(Hdpa)(PPhs)(dphfen)]ClI foi sintetizado
utilizando o procedimento descrito anteriormente para 0 complexo
[RuCl(Hdpa)(PPhs)(bipy)]CI.

Dados para o complexo [RuCl(Hdpa)(PPhs)(dphfen)]: Cor: vermelho intenso.
Rendimento 89%. 'H RMN (DMSO-ds): & (multiplicidade, integracio,
atribuicao, J/Hz, variagdo do deslocamento quimico apos a coordenagao (Ad),
ocomplexo — dligante livre): 11,03 (s; 1H; NH; 1,40), 9,93 (d; 1H; H10’;
J = 554), 9,15 (d; 1H; H10’; J = 5,54), 8,22 (d; 1H; H6’; J = 5,54; 0,01),
7,93 -7,82 (m; 4H; H8’, H13’, H13”, H11"), 7,72 — 7,48 (m; 13H; H11”, H14’,
H14”, H9’, H8”), 7,30 — 7,21 (m; 4H; H3 e H6”), 7,19 (d; 1H; H9>>; J = 8,20;
-0,55), 7,06 (t; 6H; H2; J = 7,07), 6,89 (t; 6H; H1; J = 8,53), 6,62 (p; 2H; H7 e
H7”; -0,23).

BC {*H} RMN (DMSO-d): & ppm (multiplicidade, atribui¢io): 157,98 (s; C6°),
148,89 (s; C6™), 118,06 (s; C7°), 118,71 (s; C77), 138,47 (s; C8”), 139,00 (s;
C8), 115,42 (s; C9°), 113,97 (s; C9”), 154,96 (d; C10°), 155,61 (d; C10”),
125,70 (d; C11), 125,17 (d; C117), 129,86 (d; C12’ ¢ C12”), 125,80 (d; C13’ ¢
C13”), 133,45 (d; C1), 128,03 (d; C2), 129,90 (s; C3).

3.8.6 Sintese do complexo [RuCI(PPh3)(Hdpa)(en)]Cl (6)

O complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa)(en)]CI  foi  sintetizado
adicionando-se o ligante Hdpa (25 mg; 0,289 mmol) a uma solugéo do precursor
cis-[RuCl,(PPhz),(en)] (100 mg; 0,134 mmol) em diclorometano (20 mL). A
solucdo foi mantida por 72 horas sob agitacdo constante em atmosfera de
argonio. Posteriormente reduziu-se o volume da solucdo para aproximadamente
2 mL e adicionaram-se 15 mL de acetona. O precipitado amarelo formado foi
filtrado, lavado com acetona e seco sob vacuo. Rendimento 75%.

Dados: Cor: amarelo. Rendimento 71%. 'H RMN (DMSO-dg):

0 (multiplicidade, integragdo, atribuicdo, J/Hz, variagdo do deslocamento
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quimico ap0s a coordenacgdo (Ad), dcomplexo — dligante livre): Hdpa (1): 10,15
(s; 1H; NH; 0,51), 8,86 (d; 1H; H6”; J = 6,18; 0,65), 7,68 (d; 1H; H6’*; J = 5,75;
-0,53), 7,51 (t; 1H; H8’; J = 7,76; -0,12), 7,33 — 7,15 (m; 16H; H1, H2, H3, H8”;
J=6,55; -0,39), 6,98 (d; 1H; H9’; J = 8,27; -0,76), 6,68 (d; 1H; H9’; J = 8,23; -
1,06), 6,46 (t; 1H; H7’; J = 6,55; -0,39), 6,30 (t; 1H; H7"’; J = 6,41; -0,54), 4,85
[m; 1H; H10’ (NH,)], 4,66 [m; 1H; H10” (NH,)], 4,40 [(m; 1H; H13* (NH,)],
3,17 [m; 1H; H13” (NH2)], 3,03 [m; 1H; H11’ (CH,)], 2,85 [m; 1H; H12’
(CH,)], 2,70 [m; 1H; H11” (CHy)], 2,25 [m; 1H; H12” (CH,)].

C RMN (DMSO-dg): & ppm (multiplicidade, atribui¢do): 155,65 (s; C6”),
154,46 (s; C6), 116,18 (s; C7°), 116,92 (s; C7”), 136,88 (s; C8’), 135,69 (s;
C8”), 112,20 (s; C9°), 113,82 (s; C97), 42,43 (s; C11” e C117); 45,75 (s; C12’ e
C127), 13349 (d; C1), 12800 (d; C2), 129,00 (s; C3).
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese dos complexos de formula geral
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(N-N)]CI (onde N-N = Hdpa, bipy, dmbipy,
fen, dphfen e en)

Os complexos de formula geral [RuCI(PPhs)(Hdpa)(N-N)]CI (onde
N-N = Hdpa, bipy, dmbipy, fen, dphfen e en) foram sintetizados partindo-se dos
precursores de férmula geral cis-[RUuCly(PPh3),(N-N)] e [RuCl,(PPhs)s]. Os
compostos foram caracterizados por diversas tecnicas, tais como: RMN de 1D
(*H, C {*H},*'P {*H}) e 2D (*H — *H COSY, '"H—"C HSQC), espectroscopia
de absorc¢éo na regido IV e do UV-Vis, técnicas voltamétricas, analise elementar
(CHN), condutividade molar e Raios X.

O complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa),]Cl (1) foi obtido a partir da
reacdo entre o precursor [RuCl,(PPhs)s] e o ligante 2,2’-dipiridilamina (Hdpa)
como ilustrado no Esquema 4.1. Os complexos monocatidnicos
[RUCI(PPhs)(Hdpa)(bipy)]Cl  (2), [RuCI(PPhs)(Hdpa)(dmbipy)]CI  (3),
[RuCI(PPhs)(Hdpa)(fen)]ClI  (4), [RuCI(PPhs)(Hdpa)(dphfen)]CI (5) e
[RuCI(PPh3z)(Hdpa)(en)]CI (6) foram obtidos a partir da reacdo entre 0s
respectivos precursores cis-[RUCly(PPhs),(N-N)] com o ligante Hdpa, como

mostrado no Esquema 4.1.
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N Cl
a %’“”MJ wnkCl y ST .
RUCI3' 3H20 —_— @/P/RU" —_— ( N/Ru-..._-‘c[ dmblpy (03)

ESQUEMA 4.1 - Rota sintéetica dos complexos 1 — 6. Reagentes e condigdes: (a)
trifenilfosfina (PPhs), metanol, refluxo (3 h); (b) diclorometano, agitacdo (6 h);
(c) ligante diiminas (NN), diclorometano, agitacdo (0.5 h); (d) ligante 2,2’-
dipiridilamina (Hdpa), diclorometano/metanol (2/1), refluxo (72 h); (e) ligante
etilenodiamina (en), diclorometano, agitacdo (12 h); (f) ligante 2,2’-

dipiridilamina (Hdpa), diclorometano/metanol (2/1), agitagéo (72 h).

Trabalhos publicados anteriormente pelo grupo de pesquisa LERCI
(BATISTA et al., 2001; SANTIAGO et al., 2005; DOS SANTOS et al., 2011;

DE ARAUJO et al., 2005) mostraram que reacBes entre o precursor
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[RuCl,(PPhs)s] e diiminas, tais como bipiridina e fenantrolina, se processam
com a labilizagdo de apenas uma trifenilfosfina e a coordenacdo de um ligante
diimina,  proporcionando  complexos neutros de formula  geral
cis-[RuCl,(PPh3),(N-N)]. Entretanto, observou-se um comportamento diferente
da reacdo entre o precursor [RuCl,(PPhs)s] e o ligante 2,2’-dipiridilamina,
devido a formacdo de um complexo monocatibnico com dois ligantes Hdpa
coordenado ao centro metalico. Este comportamento atipico pode ser justificado
pela ndo planaridade dos anéis piridinicos do ligante Hdpa e pela formacdo de
um quelato com anel de seis membros (PAUL et al., 1993; TU et al., 2004).

A variagdo dos ligantes diiminas e diamina alifatica tem a
expectativa de buscar variacbes nas propriedades fisico-quimicas dos
complexos, as quais podem interferir nas atividades citotoxicas e nas interaces
dos complexos com a biomolécula DNA.

Contrariamente ao observado para a maioria dos complexos
fosfinicos de ruténio, o complexo (6) € bem solivel em agua, enquanto 0s
compostos (1) e (2) sdo pouco solGveis (aproximadamente 1 mg mL™). Essa
caracteristica incomum para os complexos fosfinicos de ruténio pode ser
atribuida as ligacdes de hidrogénio entre os hidrogénios do grupo NH do ligante
Hdpa e moléculas de 4gua (RILAK et al., 2014).

As medidas de condutividade molar dos compostos (Tabela 4.1)
foram realizadas em DMSO. Os resultados indicam a presenca de eletrélito 1:1
(VELHO 2006), sugerindo a formacdo de complexos i0nicos, no caso
monocationicos. As precipitacdes foram realizadas sem a adicdo de um sal de
PFs, com o intuito de empregar o ion cloreto, dissociado da esfera de
coordenacdo do composto precursor, como 0 contraion. Vale ressaltar que 0s
complexos com o ion cloreto como contraion sdo mais sollveis em agua,
comparados com 0S analogos empregando 0 ion
hexafluorofosfato (RILAK et al., 2014).
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TABELA 4.1 - Valores de condutividade molar (ohm™ cm? mol™) para os
complexos (1) — (6) em DMSO.

Composto Condutividade (ohm™ cm? mol™)*

Composto Branco
[RUCI(PPh3)(Hdpa),]Cl (1) 29,2 (0,56)
[RUCI(PPh,)(Hdpa)(bipy)ICl (2) 35,4 (0,58)
[RUCI(PPh,)(Hdpa)(dmbipy)IC! (3) 28,1 (0,60)
[RUCI(PPh,)(Hdpa)(fen)ICI (4) 32,8 (0,59)
[RUCI(PPh,)(Hdpa)(dphfen)]Cl (5) 34,3 (0,53)
[RUCI(PPh,)(Hdpa)(en)ICI (6) 33,7 (0,54)

*Concentragdo dos complexos 1 mmol L™; Faixa para eletrélito 1:1 em DMSO

20 — 62 ohm™ cm? mol™.

A fim de avaliar a composi¢cdo dos complexos sintetizados foi
realizada a analise elementar dos teores de carbono, nitrogénio e hidrogénio. Os
resultados experimentais (Tabela 4.2) estdo de acordo com o0s teoricos,
consequentemente as composi¢des quimicas sdo consistentes com as estruturas
propostas. A maioria dos complexos apresentam moléculas de solventes em suas
férmulas, as quais foram confirmadas nas estruturas cristalograficas e por

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio.
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TABELA 4.2 - Dados percentuais dos teores de carbono, hidrogénio e

nitrogénio, tedricos e experimentais, dos complexos sintetizados.

Composto %N %C %H

Exp. Exp. Exp.
[RuCI(PPhs)(Hdpa),]C1.0,3.CH.Cl, 10,21 (10,44) 57,19 (57,20) 3,81 (4,19)
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(bipy)]CI.0,2.CH,CI, 8,81 (8,95) 58,77 (58,68) 4,16 (4,16)
[RuCI(PPhs)(Hdpa)(dmbipy)]ClI 8,86 (8,87) 61,05 (60,84) 4,34 (4,59)
[RUCI(PPh;)(Hdpa)(fen)]CI. 0,4.CH,Cl, 8,24 (8,54) 59,09 (59,20) 4,04 (4,03)
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dphfen)]CI 7,49 (7,30) 65,33 (65,43) 3,93 (4,26)

[RUCI(PPhs)(Hdpa)(en)]CI.0,1.CH,Cl,  10,21(10,37) 53,69 (53,72) 5,19 (4,81)

*Valores tedricos estdo entre parénteses.
4.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

4.2.1 Espectroscopia de RMN de *P{*H}

A ressonancia magnética nuclear de fosforo é uma importante
ferramenta para acompanhar reacGes e na elucidacdo da estereoquimica de
complexos. O acompanhamento reacional por RMN 3P {*H} é realizado com
base nas mudancas dos deslocamentos quimicos dos complexos precursores, em
comparacéo aos dos produtos formados ap6s a coordenacéo do ligante.

Os precursores cis-[RuCl,(PPhs),(N-N)] (N-N = bipy, dmbipy, fen,
dphfen) apresentam um simpleto no espectro de RMN de *'P {*"H} na faixa de
20 — 25 ppm (BATISTA et al., 2001; SANTIAGO et al., 2005; DOS SANTOS
et al., 2011; DE ARAUJO et al., 2005), tal fato deve-se aos atomos de fosforos
dos ligantes PPh; serem iguais magneticamente, pois estdo em posi¢do trans um
em relacdo ao outro, em um sistema de acoplamento de spin A2. Em termos
reacionais esses precursores apresentam dois ligantes cloridos em suas esferas
de coordenacdo que podem ser substituidos por ligantes monodentados ou

bidentado, principalmente ligantes anidnicos, como realizado frequentemente no
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laboratério LERCI (CORREA et al., 2015;). Outra possibilidade é a substituicéo

das monofosfinas por

diferentes fosfinas,

tais como trietilfosfina e

1,2-bis(dicicloexilfosfina)etano (DE ARAUJO et al., 2005).
Os espectros de RMN de *P {*H} dos complexos (1) — (6) em
CH,Cl,/D,0 estéo ilustrados na Figura 4.1. Na Tabela 4.3 estdo apresentados 0s

valores dos deslocamentos quimicos (6) dos atomos de fésforo dos complexos.

)

)

3)

“4)

()

(6)

Fi

T T T T T T T T
160 140 120 100 8O 60 40 20 0 =20 -40 -60 -80
f1 (ppm)

FIGURA 4.1 - Espectros de RMN de
CH,CI,/D,0.

T T L T
=120 =160 =200 =240

31p {'H} dos complexos (1) — (6) em
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TABELA 4.3 - Dados de RMN de *P {*H} dos complexos (1) — (6) em
CH,CI,/D,0.

Complexo o (ppm)
[RUCI(PPhs)(Hdpa),]CI (1) 44,1
[RuCI(PPhg)(Hdpa)(bipy)]CI (2) 41,5
[RuCI(PPhg)(Hdpa)(dmbipy)]Cl (3) 41,7
[RUCI(PPhs)(Hdpa)(fen)]CI  (4) 43,1
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dphfen)]CI (5) 42,5
[RUCI(PPhs)(Hdpa)(en)]CI (6) 53,9

A reacdo entre o precursor cis-[RuCl,(PPhz),(bipy)] e o ligante
2,2’-dipiridilamina foi acompanhada por RMN de *P{'H}. No decorrer da
reacdo observou-se o surgimento de um novo sinal em campo baixo referente ao
complexo formado e o aparecimento de um simpleto em -5 ppm, atribuido ao
fosforo da trifenilfosfina livre em solugdo, sugerindo apenas um ligante
trifenilfosfina na esfera de coordenacdo do complexo formado. Comportamentos
similares foram observados para as reacbes dos demais precursores
cis-[RuCl,(PPh3),(NN)] e o ligante Hdpa.

Os espectros de RMN de *P {*H} dos complexos (1) — (5) em
CH,ClI,/D,0 apresentam um simpleto em regido de maior frequéncia em relagédo
aos respectivos precursores. Os deslocamentos quimicos em torno de 42 ppm
indicam que o a&tomo de fdsforo estd em posicéo trans a nitrogénio piridinico e
que 0s compostos apresentam a mesma estereoquimica, sendo possivel afirmar
que o ligante trifenilfosfina esta trans ao nitrogénio do ligante Hdpa. De acordo
com QUEIROZ et. al. (2005), composto com o atomo de fosforo trans ao atomo
de nitrogénio piridinico apresenta deslocamento quimico no espectro de RMN
de *'P {*H} na regido de 40 ppm.
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O complexo (6) também exibe um simpleto em 53,9 ppm, com
deslocamento quimico em campo mais baixo em relacdo aos complexos
(1) — (5), indicando que o atomo de fosforo do ligante PPh; encontra-se mais
desblindado em relacdo aos complexos (1) — (5). No complexo (6), o &tomo de

fosforo esta em posicédo trans ao atomo de nitrogénio da diamina alifatica.
4.2.2 Espectroscopia de RMN de 'H

A espectroscopia de RMN de hidrogénio foi uma importante
ferramenta na elucidacdo das estruturas dos complexos. Os espectros de RMN
de 'H e COSY 'H-'H do complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa),]Cl estdo ilustrados nas
Figuras 4.2 e 4.3, respectivamente. Os espectros de RMN de '*H e COSY 'H-'H
dos complexos (2) - (6) estdo mostrados no Apéndice A.

Os valores dos deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios
dos complexos (1) — (6) estdo descritos na se¢do 3.1. As atribui¢des dos sinais
foram realizadas por correlacdo dos espectros de COSY 'H-'H, proporcionando

uma atribuicéo acurada.
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FIGURA 4.2 - (A): Espectro de RMN de 'H para o complexo
[RuCI(PPhs)(Hdpa),]JCl em DMSO-ds. (B): Espectro de RMN de 'H para o
complexo [RuCI(PPhz)(Hdpa),]Cl em DMSO-dg na regido de campo baixo.
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FIGURA 4.3 - Espectro de RMN de COSY 'H—'H para o complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa),]Cl em DMSO-ds.

Na regido de campo baixo no espectro de RMN 'H e COSY do
complexo [RuCI(PPhz)(Hdpa),]Cl pode-se observar a presenca dos sinais dos
ligantes Hdpa e fosfinico, caracteristicos de hidrogénios ligados a anéis
aromaticos. O espectro de RMN de 'H do complexo (1) mostra que os
hidrogénios dos anéis piridinicos dos ligantes Hdpa ndo sdo magneticamente
equivalentes, pois 0s hidrogénios na mesma posicao dos anéis apresentam sinais
com deslocamentos quimicos diferentes.

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos anéis piridinicos
Hdpa, exceto H6’, H8’” ¢ H12’, foram deslocados para regido de campo mais
alto comparados aos sinais do ligante livre. O sinal mais desblindado no
espectro de *H ocorre em 8,70 ppm, correspondente ao atomo de hidrogénio 6’.
Tal deslocamento quimico é devido ao 4tomo de hidrogénio estar ligado a um
carbono adjacente ao atomo de nitrogénio coordenado ao metal, fato que
determina o menor valor de constante de acoplamento (J) desse dupleto em
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comparacgdo aos outros sinais. Nos quatro anéis aromaticos dos ligantes Hdpa, o
hidrogénio ligado adjacente ao atomo de nitrogénio coordenado é o que
apresenta 0 maior deslocamento quimico entre os respectivos hidrogénios do
anel. Os sinais com menores deslocamentos quimicos sdo quatro tripletos, cada
sinal com integral igual a 1, correspondentes aos hidrogénios da posi¢do orto
(H7°/ H7” e H11°/ H11”) dos anéis piridinicos dos ligantes Hdpa.

No espectro de *H do complexo (1) observa-se dois simpletos em
11,09 e 10,59 ppm, referentes aos hidrogénios do grupo NH dos ligantes Hdpa,
enquanto nos complexos (2) — (6) os simpletos encontram-se na regiao
de 11,54 - 11,20 ppm. E interessante ressaltar que em todos os complexos o
sinal do hidrogénio do grupo NH foi deslocado para regido de maior frequéncia
comparado com o sinal do ligante livre (6 9,63), mostrando que o hidrogénio
sofre um forte efeito de desblindagem apos a coordenacdo do ligante Hdpa ao
centro metélico.

De acordo com RAJENDIRAN et al. (2008) a variacdo no
deslocamento quimico também pode ocorrer devido as interacdes
intermoleculares e intramoleculares. Na estrutura cristalina do complexo 1
(Figura 4.4) comprova a existéncia de interacGes intermoleculares no estado
solido do tipo N—H"CI", entre os grupos NH que atuam como doadores de
hidrogénio e o contraion CI" que atua como receptor de hidrogénio, com 0s
atomos separados a uma distancia média de 2, 25 A. (GILLI 2009). Desta forma,
as interagdes no empacotamento cristalino do complexo fornecem indicios que o

mesmo também pode realizar interaces em solucdo.
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FIGURA 4.4 - Estrutura cristalina do complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa),]Cl com as

principais interag¢6es intermoleculares.

Nos espectros dos complexos (2) — (5), os sinais dos hidrogénios
H6’ ndo sofreram variagdes significativas nos deslocamentos quimicos apos a
coordenacdo do ligante ao centro metélico. Nos ligantes dipiridinicos dos
complexos (2) - (6) as principais variagdes nos deslocamentos quimicos foram
no hidrogénio H10' adjacente ao nitrogénio da coordenacdo. No espectro de 'H
do complexo (3) observaram dois simpletos em 2,45 e 2,44 ppm, com integracdo
igual a 3 para cada sinal, referentes aos hidrogénios dos grupos metilas —-CH; do
ligante dmbipy. No espectro de *H do complexo (5) observou-se um multipleto
na regido de 7,72 — 7,48 ppm de integracdo 13 referentes aos 10 hidrogénios dos
substituintes fenilas do ligante dphfen ¢ dos hidrogénios H11°, H9’ ¢ H8”. No
espectro de RMN de *H do complexo (6) observa-se na regido de campo baixo
os sinais referentes ao ligante Hdpa e do ligante trifenilfosfina, enquanto em
campo alto sdo observados oitos sinais, cada um com integral igual a 1,

correspondentes aos oitos hidrogénios do ligante etilenodiamina.
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4.3 Estudos eletroquimicos

Os experimentos eletroquimicos foram realizados com o intuito de
estudar a estabilidade eletroquimica e a reversibilidade dos complexos. Os
estudos eletroquimicos dos complexos foram realizados pela técnica de
voltametria ciclica, em solugdo 0,1 mol L™ de perclorato de tetrabutilaménio
(PTBA) em diclorometano.

A Figura 4.5 ilustra o voltamograma ciclico registrado em presenca
do complexo [RuCl(PPhs)(Hdpa),]JCl. Os voltamogramas ciclicos dos
complexos (2) — (6) estdo apresentados no Apéndice A. A Tabela 4.4 apresenta

0s principais parametros eletroquimicos dos complexos (1) — (6).
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FIGURA 45 - Voltamograma ciclico registrado em presenca de

[RuCI(PPhs)(Hdpa),]Cl em solucdo 0,1 mol L™ de PTBA em diclorometano a
100 mV s™.
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TABELA 4.4 - Valores dos principais parametros eletroquimicos dos complexos

(1) - (6).

Complexo Epat Epce AE, Eip  lpallpe  Epas

(mv) (mV) (mV) (mV)

[RuCI(PPhg)(Hdpa).]Cl (1) 813 727 8 770  1.03 1327

[RuCI(PPhz)(Hdpa)(bipy)]ICI (2) 984 821 150 896 0,99 1336

[RUCI(PPhs)(Hdpa) (dmbipy)]CI (3) 954 852 102 903 1,12 1290

[RUCI(PPhs)(Hdpa)(fen)]CI (4) 1031 906 125 969 1,03 1318

[RuCI(PPh)(Hdpa)(dphfen)]Cl (5) 1010 912 98 961 1,06 1292

[RuCI(PPh3)(Hdpa)(en)ICI (6) 767 688 80 725 1,01 1226
Os complexos (1) - (6) apresentaram comportamentos

eletroquimicos similares, com valores de E;, na faixa de 725-969 mV. No
voltamograma ciclico de cada complexo observou-se um par de pico redox
quase-reversivel, referente a transferéncia de um elétron do processo redox
Ru(I1)/Ru(l1l). O processo eletroquimico E,,; € referente a oxidagdo Rull/Rulll
e 0 processo Ep, € atribuido a redugdo Rulll/Rull. A coordenagdo do ligante
Hdpa contribui para maior estabilizagdo do ruténio em relagdo aos precursores,
pois ocorre um aumento dos potenciais de oxidacdo do metal quando comparado
com 0s potenciais dos respectivos precursores. Esse comportamento esta
relacionado com as caracteristicas dos ligantes, a substituicdo dos ligantes
cloridos (bom doador o e m) e trifenilfosfina (doador ¢ e m-recepetor) pelo
ligante Hdpa (doador o e m-receptor) na somatoria promove uma diminuicdo da
densidade eletrbnica do ruténio, provocando um aumento do potencial de
oxidacdo do centro metélico. O processo de oxidacdo do metal com potenciais
mais anddicos sdo para 0s complexos que possuem ligantes mais retiradores de
elétrons, e 0s potenciais menos anodicos sdo para 0s complexos que possuem
ligantes mais doadores e/ou menos retiradores de elétrons (DOS SANTOS 2011;
BOGADO 2007).
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A variacdo dos potencias de meia onda (E;,) para o par redox
(Rull/Rulll) dos complexos (1) — (6) pode ser relacionada com as diferencas de
basicidade dos ligantes diiminicos e diamina alifatica. O perfil dos grupos
substituintes (grupos metila e fenila) dos anéis piridinicos, a extensdo dos anéis
aromaticos e aromaticidade dos ligantes refletem na basicidade dos mesmos,
consequentemente nas diferencas dos valores de E;,, dos complexos (BOGADO
2007; RAJENDIRAN et al.,, 2007). Os complexos contendo diiminas
apresentam valores de E;;, mais altos que o respectivo composto com a amina
alifatica, pois o ligante etilenodiamina é um doador-c, que resulta em um centro
metalico mais rico em elétrons, proporcionando o menor potencial de oxidacdo
quando comparado com os complexos com ligantes diiminicos (QUEIROZ et
al., 1998). Os grupos metilas nos anéis do ligante 5-dmbipy tornam o centro
metalico mais rico em elétrons comparado ao complexo analogo com o ligante
bipy. Tal substituicdo proporciona ao complexo (3) um potencial de oxidacéo do
ruténio menor, quando comparado ao composto (2) (BOGADO 2007;
RAJENDIRAN et al., 2007). O potencial de oxidacdo do complexo (4) é
ligeiramente mais alto comparado ao potencial do complexo (2), devido a maior
deslocalizacdo dos elétrons-t no ligante fenantrolina, em comparacdo ao
2,2’-bipiridina (RAJENDIRAN et al., 2007).

Nos voltamogramas ciclicos dos complexos observou-se um pico
anadico irreversivel (Eps3) em aproximadamente 1300 mV, atribuido a oxidagéo
do grupo NH do ligante dipiridilamina (MORRIS et al., 1984). O voltamograma
ciclico (Figura 4.6) registrado em presenca do ligante Hdpa livre mostra um pico
de oxidacédo largo e irreversivel em 1411 mV. O pico anodico é atribuido ao
processo de oxidacdo do grupo NH (MORRIS et al., 1984). De acordo com
relatos  descritos por HANCK et al, o0s complexos do
tipo [Ru(Hdpa)a(bipy)s.n]®™* (n = 3, 2, 1) também apresentam um processo
eletroquimico irreversivel (E, — Ep, > 500 mV) na regido de 1,6 — 25 V

(vs. SSCE) associado a oxidacédo do grupo NH.
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FIGURA 4.6 - Voltamogramas (A) ciclico e (B) de pulso diferencial registrado
em presenca do ligante Hdpa livre em solucdo 0,1 mol L™ de PTBA, em
diclorometano, a 100 mV s™.

4.4 Espectroscopia de absorcédo na regido do ultravioleta-visivel
UV-Vis

A técnica de espectroscopia de absor¢do na regido UV-Vis foi
realizada com o intuito de avaliar os tipos de transi¢cOes eletronicas existentes
nos complexos. A Figura 4.7 mostra o espectro de absor¢cdo na regido do UV-
Vis do complexo (1) em diclorometano. Os espectros dos demais complexos
estdo reportados no Apéndice A. A Tabela 4.5 apresenta as bandas eletrénicas

dos complexos e suas respectivas absortividades molares.
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FIGURA 4.7 - Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis para o complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa),]Cl em diclorometano.
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TABELA 4.5 - Dados dos espectros de absorcdo na regido do UV-Vis dos

complexos em diclorometano.

Complexo A (nm)  Absortividade Transicdo atribuida
molar (¢)

(cm™* mol™ L)

[RuCI(PPh3z)(Hdpa),]CI 298 55905,5 ILt — m*
368 16261,5 MLCT
430 7951,2 MLCT e d-d
[RUuCI(PPh3z)(Hdpa)(bipy)]CI 298 55828,8 IL Tt — m*
366 23695,4 MLCT
480 8614,9 MLCT e d-d
[RUCI(PPh3z)(Hdpa)(dmbipy)]CI 304 55348,2 IL Tt — m*
342 Ombro MLCT e d-d
[RUuCI(PPh3)(Hdpa)(fen)]Cl 272 56712,7 ILt— m*
293* Ombro ILt — n*
434 10104,8 MLCT
476 ND MLCT e d-d
[RUCI(PPh3z)(Hdpa)(dphfen)]CI 287 49500 IL Tt — n*
328* Ombro MLCT/IL t — =&*
454 8542 MLCT
493 ND MLCT e d-d
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(en)]ClI 301 52980 IL7t— m*
353 0788 MLCT e d-d

ND = Nao determinado

Os complexos apresentam bandas na regido do ultravioleta

entre 272 — 301 nm (4,9 — 5,6 x 10* cm™ mol™ L), referentes as transicdes
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sobrepostas do tipo intraligantes n-n* dos anéis aromaticos do ligante fosfinico e
polipiridinicos. Estas bandas de transicOes eletronicas intraligantes n-n* também
séo encontradas nos espectros dos ligantes livres.

Ja é descrito na literatura que os complexos de Ru(Il) com ligantes
N-heterociclicos apresentam bandas de absorcéo na regido do UV-Vis referentes
as transferéncias de elétrons dos orbitais dn do metal para os orbitais de energia
apropriada dos ligantes.

O complexo (1), com dois ligantes 2,2’-dipiridilamina, apresenta
uma banda de transicdo eletronica intraligante m-n* na regido do ultravioleta ¢
duas bandas em 368 e 430 nm. Estas bandas de menor energia sdo atribuidas a
transicdo carga MLCT, do tipo dn (Rull) — =n* (Hdpa). O complexo com o
ligante alifatico (6), além da transicéo intraligante, apresenta uma banda intensa
atribuida a transicdo carga MLCT, do tipo dx (Rull) — n* (Hdpa)

Os complexos (2), (3), (4) e (5) apresentam bandas de transi¢do
carga MLCT na regido de 350 — 500 nm, do tipo dx (Rull) — =* (Hdpa) e
dn (Rull) — ©* (diimina). As bandas na regido de 480-490 nm s&o referentes as
transigoes dn (Rull) — n* (diimina). As bandas provenientes de transi¢des
eletronicas d-d possuem baixos valores de coeficientes de absortividade molar e
sdo facilmente encobertas por outras bandas, por isso ndo foram claramente
detectadas para estes complexos, sendo entdo atribuidas juntamente com as
bandas MLCT.

4.5 Espectroscopia vibracional de absorcdo na regido do

infravermelho

A espectroscopia vibracional de absor¢do na regido do
infravermelho foi utilizada como uma técnica complementar na caracterizacdo
dos complexos. As atribuicbes foram realizadas por meio de comparagdes dos

espectros dos ligantes livres, precursores e dados da literatura. A Figura 4.8
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ilustra o espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo (1), em
KBr. Os espectros dos demais complexos estdo reportados no Apéndice A. As

principais bandas dos complexos estdo na Tabela 4.6.
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FIGURA 4.8 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa),]Cl, em KBr.
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TABELA 4.6 - AtribuicOes das frequéncias vibracionais dos complexos (1) -

Resultadaos e Discussae

(6).

AtribuicGes Frequéncia Vibracional (cm™)
(1) (@) (©) (4) (5) (6)

vNH 3438 (F) 3423 (F) 3433(F) 3410(F) 3427 (F) 3437 (F)
vCH 3057 (f) 3057 (f) 3060 (f) 3051 (f) 3050 (f) 3065 (f)
vCH 2953 (f) 2960 (f) 2956 (f) 2978 (f) 2965 (f) 2942 (f)
vCH 2914 (m) 2917 (m) 2916 (f) 2931 (f) 2921 (f)
vCH 2852 (m) 2852 (f) 2853 (f) 2854 (f) 2853 (f)
vC=N 1632 (m) 1627 (m) 1624 (m) 1625(m) 1623 (m) 1641 (m)
VasC=N 1575 (m) 1574 (f) 1570 (f) 1578 (m) 1575(m) 1575 (m)
VC=Caney) 1528 (m) 1522 (f) 1524 (f) 1520 (f) 1525 (f) 1533 (F)
vC=Canen/ 1469 (F) 1465 (F) 1466 (F) 1468 (F) 1468 (F) 1481 (F)
VC=Cifosf)
vC=N 1432 (F) 1431 (F) 1430 (m) 1428 (m) 1428 (F) 1429 (m)
vC=C/N\C—N 1349 (f) 1339 (m) 1351 (f) 1346(m) 1347 (f) 1322 (f)
B(C-H) 1160 (f) 1155 (f) 1152 (m) 1159 (f) 1155 (f) 1156 (m)
vasP-CH 1087 (f) 1085 (f) 1089 (m) 1089 (m) 1088 (m) 1088 (m)
vAnel 1016 (f) 1022 (f) 1019 (f) 1017 (f) 1021 (f) 1016 (f)
YCH(9) 772(m) 767 (m) 773 (m) 775(m) 765 (m) 772 (m)
YCH(9) 748 (m) 750 (m) 747 () 747 (m) 748 (f) 746 (m)
v anel 696 (m) 698 (F) 697 (m) 697 (m) 698 (F) 695 (F)
vRu-N 528(f) 529 (F) 526 (m) 527 (F) 530 (F) 529 (F)
vRu-P 511 (m) 514 (m) 516 (f) 510 (m) 509 (m) 503 (m)
Ru—Cl 230 () 258 (f) 252 (f) 256 (f) 232 (m) 243 (f)

F = forte; m = média; f = fraca; v = vibracdo de estiramento; y = vibracdo de

deformacéo fora do plano; £ = designa vibracédo de deformacéo no plano.

Os espectros de absorcdo na regido do IV dos complexos
apresentam uma banda larga na regido de 3450-3500 cm™, atribuida ao

estiramento NH do ligante Hdpa. A regido de 3100 a 2800 cm™ é caracterizada
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por bandas de fraca a media intensidade correspondentes aos estiramentos dos
grupos CH dos anéis fenilicos em maior energia. O complexo (3) também
apresenta estiramentos assimétricos e simétricos dos grupos —CHjz do ligante
dmbipy na regido 3100 -2800 cm™. Na regido de 1400 a 1200 cm™ sdo
observados modos vibracionais caracteristicos dos anéis aromaticos da
trifenilfosfina, as quais s&o um conjunto de bandas com intensidades fracas
atribuidas a BCH (¢) (POELHSITZ 2005). Na regido de maior energia encontra-
se a regido dominada por deformacgdes angulares de ligacgdo C—H no plano e
deformacdes angulares fora do plano.

A regido de 1600-1400 cm™ é caracterizada por bandas com
intensidades variando de fraca a forte, correspondentes aos estiramentos das
ligacGes (C=C) e (C=N). Praticamente ndo ocorre uma diferenca significativa
para o estiramento da ligacdo v(C=C) com a mudanca dos ligantes diiminicos.
Nos complexos sdo observados as bandas caracteristicas do estiramento vC—P,
que no espectro vibracional de absor¢édo na regido do infravermelho ocorrem em
torno de 1090 cm™. A presenca do ligante clorido também foi confirmada pela
presenca de uma banda muito fraca de estiramento VRu—CI na regido de 250 -
300 cm™ (QUEIROZ et al., 1998). Em torno do centro metalico destaca-se o
estiramento vRu—P no qual apresenta uma banda na regido de 520 cm™ e o
estiramento Ru—N atribuido & regifo de 430 cm™ (NAKAMOTO 2009).

4.6 Estrutura de Raios X

4.6.1 Estrutura cristalografica do precursor [RuCl,(en)(PPhjy),]

O complexo [RuCl,(en)(PPhs),] é extensivamente empregado como
precursor para sinteses de diversos complexos (KONING et al., 2006),

entretanto no banco de dados de estruturas cristalinas de Cambridge Structure
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database ndo foi reportada anteriormente esta estrutura cristalografica, sendo
reportadas apenas estruturas analogas.

Cristais do complexo [RuCl,(en)(PPhs),] foram obtidos pela difuséo
lenta da solucédo de diclorometano em hexano e a estrutura foi determinada por
difracdo de Raios X (Figura 4.9). A geometria em torno do metal central é a de
um octaedro distorcido, como evidenciado pelos angulos e comprimentos das

ligacOes apresentados na Tabela 4.7.

FIGURA 4.9 - Estrutura cristalina do complexo trans-[RuCl,(PPh;),(en)], com
elipsoides a 50% de probabilidade.
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TABELA 4.7 - Principais angulos (°) e comprimentos de ligacdo (A) para alguns

fragmentos em torno do centro metalico dos complexos.

Comprimento de ligacdo (A)

Angulo de ligagio (°)

Ru—P1 2,335 (1) P1—Ru—P2 102.20(3)
Ru—P2 2,317 (9) PL—Ru—CI12  90.20(3)
Ru—Cl1 2,421 (8) P2 Ru—ClI12  100.62(3)
Ru—ClI2 2,401 (1) N1—Ru—CI11  85.95(8)
Ru—N1 2,168 (3) N1—Ru—P1 166.25(8)
Ru—N2 2,161 (2) N1—Ru—P2 91.14(8)
N1—Ru—Cl12  84.02(8)
N2—Ru—N1 78,8 (1)
N2—Ru—CI11 83,75 (8)
N2—Ru—P1 88,38 (8)
N2—Ru—P2 167,34 (8)
N2—Ru—Cl12 86,10
Cl11—Ru—P1  97.70(3)
Cll11—Ru—P2  87.92(3)
Cl11—Ru—CI12 166.94(3)

Um aspecto estrutural

importante é a configuracdo das

trifenilfosfinas. Os ligantes fosfinicos apresentam-se no plano equatorial, e em
posicdo cis, um em relacdo ao outro. O ligante etilenodiamina esta coordenado
de forma bidentada ao centro metalico, ocupando duas posi¢cdes espaciais no
plano equatorial em posicédo trans em relagédo aos ligantes trifenilfosfinas, sendo
consistente com o simpleto em 40 ppm observado no espectro de RMN P
{*H}. Os ligantes cloridos estdo em posicdo trans, um em rela¢do ao outro, e
situados no eixo axial.

Os comprimentos de ligagio Ru—P para o0 precursor

[RuCly(en)(PPhz);] sdo menores que para o0 complexo analogo
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trans-[RuCl,(fen)(PPh,),] [2,401 A para Ru—P1 e 2,378 A para Ru—P2]. As
distancias de ligacdo Ru—Cl séo similares entre os dois compostos. Porém,
destaca-se que o precursor [RuCly(en)(PPhs),] apresenta configuracéo
estereoquimica diferente dos complexos com diiminas, uma vez que as
trifenilfosfinas estdo coordenandas trans, uma em relacdo a outra nos complexos
do tipo [RuCl,(diimina)(PPhs),].

4.6.2 Estrutura cristalografica dos complexos (1), (3)PF¢, (6)PFg

As estruturas cristalinas dos complexos (1), (3)PF¢ e (6)PFg foram
determinadas por difracdo de Raios X, ap0s a obtencdo de monocristais
(Figura 4.10). Os cristais foram obtidos pela técnica de evaporacdo lenta de
solvente, na qual uma fracdo do complexo foi solubilizada em diclorometano e
solugdo metanodlica do sal KPFg, resultando em uma solugdo final de

razéo 1:1 (v/v).
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FIGURA 4.10 - Estrutura cristalina dos complexos (A) [RuCI(PPhs)(Hdpa),]Cl;
(B) [RuCI(PPhz)(Hdpa)(dmbipy)]PFes e (C) [RuCI(PPhs)(Hdpa)(en)]PFs, com
elipsoides a 50% de probabilidade.

As estruturas cristalograficas dos complexos (1), (3)PFs e (6)PFg
estdo de acordo com as caracterizacbes realizadas por outras técnicas. Os
complexos hexacoordenados apresentaram estruturas octaedricas distorcidas.

Em cada complexo observa-se apenas um ligante trifenilfosfina coordenado, no
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eixo axial em posicao cis ao ligante clorido, no plano equatorial. Na Tabela 4.8
estdo apresentados os principais comprimentos (A) de ligacio em torno do
centro metalico. Os parametros cristalograficos de refinamento das estruturas

estdo representados no Apéndice A.

TABELA 4.8 - Comprimentos (A) de ligacio para alguns fragmentos em torno

do centro metalico dos complexos.

Ligacéo Comprimento de ligagdo (A)
1 3 6

Ru—P1 2,362(7) 2,344 (1) 2,299(1)
Ru—CI1 2,434(8) 2,415 (1) 2,430(1)
Ru—N 2,123 (2) 2,132 (3) 2,157(3)
(trans a PPhy) N2(Hdpa) N3(Hdpa) N1(en)
Ru—N 2,077(2) 2,061 (4) 2,083(3)
(trans a Cl) N4(Hdpapiano) N2(dmbpy) N4(Hdpa)
Ru—N 2,098(2) 2,110 (3) 2,156(3)
(trans a N) N1(Hdpa) N5(Hdpa) N2(en)
Ru—N 2,097(2) 2,047 (3) 2,107(4)
(trans a N) N1(Hdpapiano) N1(dmbpy) N3(Hdpa)

A estrutura cristalina do complexo (1) evidéncia dois ligantes Hdpa
coordenados, de maneira bidentada ao ruténio, por meio dos nitrogénios
piridinicos, formando um anel de seis membros, em ambos os casos os ligantes
Hdpa ndo séo planares. Os comprimentos de ligagdo Ru—N dos ligantes Hdpa
sdo diferentes, a ligacdo Ru—N2 € ligeiramente mais longa comparada com as
demais ligacdes do tipo Ru—N, o que pode ser devido a influéncia trans
exercida pelo ligante trifenilfosfina.

Os comprimentos das ligacbes Ru—N21 (posicdo trans a PPhg) e

Ru—Nz2 (posicao trans a Hdpa) no complexo (6), onde N1 e N2 sdo 0s grupos
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NH, da etilenodiamina, sdo maiores comparados com 0s comprimentos Ru—N
nas mesmas posicdes nos complexos (1) e (3) e também para ligacGes onde N é
um nitrogénio piridinico. Esse comportamento pode ser justificado pelo ligante
etilenodiamina (carater o-doador) ndo apresentar orbitais moleculares com
simetria T de energia acessivel para uma combinagdo retrodoativa com orbitais
ocupados t,q do metal. Entretanto, os ligantes diiminas (m-receptor) apresentam
orbitais com simetria m de energia acessivel para uma retrodoacao,
consequentemente as ligacdes Ru—N (diiminas aromaticas) sdo mais fortes
comparadas com as ligagdes Ru—N das aminas alifaticas.

No complexo [RuCl(Hdpa)(PPhs)(dmbipy)]Cl, o ligante dmbipy
esta coordenado no plano equatorial, no qual um dos nitrogénios piridinicos esta
em posicdo trans ao atomo de clorido. O ligante Hdpa ocupa duas posic6es
espaciais de coordenacdo, uma posicdo no eixo axial trans a trifenilfosfina e
outra posicdo no plano equatorial coordenada trans a um nitrogénio do ligante
dmbipy. A estereoquimica apresentada pelo complexo (3) com o ligante
diiminico no plano equatorial pode ser expandida para os complexos (2), (4) e
(5). Entretanto, no complexo [RuCI(PPhz)(Hdpa)(en)]CI o ligante Hdpa ocupa a
posicdo no plano equatorial em posicdo cis ao ligante PPh;. Observa-se que o
ligante etilenodiamina ocupa duas posicOes espaciais de coordenagdo, uma
posicdo no plano equatorial trans ao N3 do ligante Hdpa e outra posi¢ao no eixo
axial trans a trifenilfosfina, justificando o deslocamento quimico do sinal do
fosforo no espectro de RMN de *'P {*H} em 54 ppm.

Os comprimentos de ligacdo Ru—Cl dos complexos (1), (3) e (6)
ndo apresentam uma discrepancia significativa, em torno de 2,425 A, o que esta
de acordo com a distancia de ligagdo Ru—CI trans a nitrogénio piridinico em
complexos similares descrita em nosso grupo de pesquisa (QUEIROZ et al.,
1998). Como esperado, os comprimentos de ligacdo Ru—N em posic¢éo trans a
trifenilfosfina séo ligeiramente mais longos que as demais ligacdes Ru—N,

devido a maior influéncia trans exercidas pelo atomo de fosforo.
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4.7 Estudo de estabilidade dos complexos em DMSO, tampéo
Tris-HCl e H,0O

A estabilidade dos complexos (1) — (6) em meio aquoso, DMSO e
na solucgéo (4:6) DMSO: tampéao Tris-HCI (pH 7,65) foi investigada por diversas
técnicas: RMN de *P {*H} e 'H (exceto para a mistura DMSO/tamp&0). Os
sinais nos espectros RMN de *P {*H} e H dos complexos (1) — (5) ap6s 7 dias
permaneceram inalterados nos meios testados, indicando que tais complexos nao
sofrem alteracdes estruturais e sdo estaveis nestes solventes e solucdo.

O complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa)(en)]CI apresentou comportamento
diferente dos demais compostos. Imediatamente a dissolu¢cdo em D,0, um novo
simpleto em 53 ppm foi observado no espectro de *P {*H} (Figura 4.11), o qual
cresceu em detrimento do sinal referente ao complexo (6). Este novo sinal é
atribuido & nova espécie formada [Ru(OH,)(PPhs)(Hdpa)(en)]**, a partir da
labilizacdo do ligante clorido. Contudo, as espécies [Ru(Cl)(PPhz)(Hdpa)(en)]
*I[Ru(OH,)(PPh3)(Hdpa)(en)]** atingem o equilibrio em solucdo ap6s cerca de
45 min. da dissolucéo, predominando a espécie [Ru(Cl)(PPhs)(Hdpa)(en)]”. A
labilizacdo do ligante clorido no composto com diamina alifatica é atribuida a
influéncia do ligante etilenodiamina.

Estudos realizados por ALESSIO e colaboradores (RILAK et al.,
2014) com complexos de férmula geral [Ru(tpy)(N-N)CI]CI, (onde N-N =
etilenodiamina, diaminociclohexano, e bipiridina; tpy = 2,2"6',2”-terpiridina),
mostraram a influéncia dos ligantes N-N na hidrdlise do complexo. Os
compostos com diaminas alifaticas foram mais suscetiveis a hidrolise do que o
composto contendo a bipiridina. A facil labilizacdo do ligante clorido nos
compostos com diaminas alifaticas € atribuida a influéncia c-doadora dos

ligantes alifaticos.
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7 dias 3

FIGURA 4.11 - Espectro de RMN de *P {*H} do complexo (6) em D,O

em diferentes tempos.

4.8 Estudo de interacao entre os complexos e DNA

A busca dos possiveis alvos bioldgicos dos complexos metalicos é
um importante estudo para desvendar os provaveis mecanismos de acdo dos
compostos. Esta secdo tem como objetivo explorar os possiveis modos de
interacdo entre os complexos e o &cido desoxirribonucleico e avaliar se a
biomolécula é um possivel alvo biolégico. Nesse contexto, procura-se também
avaliar a influéncia dos &tomos nédo coordenados ao metal nas interacdes entre os
complexos e 0 DNA, tais como: o grupo NH do ligante Hdpa, disponivel para
promover ligacdo de hidrogénio com biomoléculas e a contribui¢do dos grupos
metilas do ligante dmbipy nas intera¢Ges hidrofébicas. Outra perspectiva foi a
anélise dos compostos (2) e (4) que apresentam os ligantes diiminicos planares

(bipy, fen e dphfen), suscetiveis a intercalacdo entre os pares de base do DNA.
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Outra possibilidade é a labilizacdo do ligante clorido da esfera de coordenacao
do ruténio, proporcionando um sitio vago no complexo para ligagdes covalentes
com o0 DNA.

Diversas técnicas foram empregadas para os estudos das interacGes
entre os complexos e 0 DNA, como as técnicas espectroscopicas (titulagcdo por

UV-Vis e dicroismo circular), medidas de viscosidade e eletroforese em gel.

4.8.1 Estudo de medidas de viscosidade

As medic¢6es hidrodinamicas séo consideradas como o teste menos
ambiguo e mais critico do modo de interacdo entre os complexos e CT-DNA em
solugdo. A viscosidade da solucdo do DNA é sensivel as mudancas da
conformacdo do CT-DNA provocada pelos compostos. A intercalacdo classica
provoca um acréscimo significativo da viscosidade da solugédo do CT-DNA, pois
a insercdo dos compostos entre os pares de base resulta no aumento da distancia
entre as bases nitrogenadas nos locais da intercalacdo e consequentemente no
aumento do volume da biomolécula (SCRUGGS e ROSS, 1964; SHAHABADI
et al., 2011). Em contraste, a interacdo dos complexos exclusivamente aos
sulcos do DNA por interacdo externa ou interacéo eletrostatica causa uma ligeira
tor¢do na hélice do DNA. Neste caso, a viscosidade da solucdo pode apresentar
uma ligeira diminuicdo ou permanecer inalterada. A interacdo dos complexos ao
DNA por ligacdo covalente provoca uma diminuicdo significativa da
viscosidade da solucdo do DNA.

As medidas de viscosidade foram realizadas com solucdes
98 pmol L™* CT-DNA em diferentes concentracdes de complexo, ou seja,
solugdes com diferentes razbes molares complexo/DNA. Os efeitos dos
complexos (1) — (6) na viscosidade da solugdo do CT-DNA estdo mostrados na
Figura 4.12.
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FIGURA 4.12 - Efeito da adicdo de complexo na viscosidade relativa do
CT-DNA & 25 °C. [DNA] = 98 umol L™,

A viscosidade das solucdes do CT-DNA apo6s a adi¢do dos
complexos (1) - (4) e (6) ndo apresentou alteragdes significativas nas razoes
complexo/DNA analisadas. Os resultados mostraram que ndo ha modificacdes
drasticas na conformacdo do CT-DNA, indicando que as interacdes entre oS
compostos (1) - (4) e (6) e o DNA sdo associadas a interagdes fracas. Neste
contexto sdo esperadas interacOes eletrostaticas entre 0s complexos
monocatidnicos e 0s grupos fosfatos carregados negativamente do DNA.

A presenca de um ligante intercalador, tal como cloroquina e
brometo de etidio (intercaladores classicos do DNA), leva a um acréscimo
acentuado da viscosidade do CT-DNA. Os complexos descritos neste trabalho
apresentam um comportamento distinto dos intercaladores classicos, atestando
ser improvavel a intercalacdo dos mesmos aos pares de bases do DNA.
(SHAHABADI et al., 2011; RAJENDIRAN et al., 2008; SIRAJUDDIN et al.,
2013; COLINA-VEGAS et al., 2015).

O complexo [RuCI(PPh3)(Hdpa)(dphfen)]CI (5) apresentou um
comportamento diferente dos complexos (1) — (4) e (6). A viscosidade das
solugdes do CT-DNA diminui com o acréscimo da concentracdo do complexo
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(5), apresentando um decrescimo de 15% na razdo [complexo][DNA] = 0,75.
Esse resultado indica que as interagcdes entre o complexo (5) e o CT-DNA
provocam tor¢Bes na conformacao terciaria da biomolécula e sdo mais fortes do
que as interacdes dos demais complexos.

A diminuicéo da viscosidade da solugdo de DNA tem sido descrita
na literatura como um processo provocado por interacdes entre os sulcos e/ou
por meio da ligacéo covalente entre complexo e as bases nitrogenadas do DNA
(ANGEL et al, 2015). Contudo, a interacdo por ligacdo covalente implica em
torcOes significativas na helice do DNA e, consequentemente, em uma drastica
diminuicdo na viscosidade quando comparada com os efeitos provocados pelas
interacOes entre os sulcos do DNA. Neste sentido, PADILLA et al. (2015)
descrevem o decréscimo na viscosidade relativa da solucdo do DNA tratado com
o complexo [Pty(L)Cl;] (onde L = 1,2,45tetrakis((1H-pirazol-1-
il)metil)benzeno)) atribuido as interacOes reversiveis aos sulcos do DNA, por
meio de ligacdo de hidrogénio e interagdes eletrostaticas.

O resultado de viscosidade indica que o complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dphfen)]Cl apresenta interacGes entre os sulcos do DNA.
Uma possivel explicacdo para este resultado é o fato do ligante dphfen possuir
uma maior superficie aromatica quando comparado com os demais ligantes
auxiliares, além dos anéis fenilicos do ligante dphfen apresentarem liberdade de
torcdo de modo que sdo capazes de favorecer uma aproximacao efetiva a cadeia
do DNA por meio dos sulcos. Tais interacGes sdo suficientes para provocar a
contracdo na superficie da biomolécula, consequentemente causando as
alteracOes na estrutura terciaria do DNA.

Como descrito por Pages e colaboradores, as interacdes aos sulcos
do DNA séo baseadas em interagOes intermoleculares, como interacdes de van
der Waals e ligacédo de hidrogénio, o que sugere a participacdo do grupo NH do
ligante Hdpa na contribuicdo da estabilizacdo da interacdo entre o complexo e

sulco do DNA, por meio de ligacdo de hidrogénio. Contudo, comparando-se 0s
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comportamentos da viscosidade do DNA dos complexos (4) e (5), é possivel
inferir o fator determinante para o0 modo de interacdo do complexo e DNA é a

presenca dos grupos fenilicos no ligante diiminicos.

4.8.2 Estudo de interacdo por dicroismo circular

O dicroismo circular (CD) é uma técnica espectroscopica
amplamente empregada que permite obter informagdes sobre a conformagéo
estrutural em sistemas quirais. No caso do DNA, ligeiras alteracfes no
empilhamento das bases nitrogenadas que resultam em modificacbes na
estrutura secundaria do DNA sdo refletidas no espectro de dicroismo circular.

O sinal de CD do DNA depende da orientacdo e da disténcia entre
as bases nitrogenadas, sendo possivel a detec¢édo de diferentes conformacgdes do
DNA. O DNA pode existir em trés formas dupla-helicoidais (DNA-A, DNA-B
ou DNA-Z) e cada conformacdo tem um sinal caracteristico no CD. O espectro
de CD do CT-DNA apresenta uma banda positiva em 275 nm, atribuida ao
empilhamento entre as bases nitrogenadas e uma banda negativa em 245 nm
correspondente a helicidade da forma DNA-B. Em alguns casos 0os complexos
ndo quirais na presenca do DNA apresentam sinais induzidos de dicroismo
circular por causa de interacdes fortes. (VITORINO 2011; MACQUET e
BUTOUR, 1978).

Os experimentos de CD foram realizados de solucdes 50 pmol L™
CT-DNA em diferentes concentracbes de complexo, ou seja, solugbes com
diferentes razdes molares complexo/CT-DNA. As solucdes foram incubadas por
24 h a 35°C, posteriormente os espectros CD das amostras foram registrados
(Figura 4.13).
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FIGURA 4.13 - Espectros de CD de 50 umol L™ CT-DNA em solucio Tris-HCI
a 5% DMSO na auséncia e presenca de complexo (em r;). (A) Complexo (1); (B)
Complexo (2); (C) Complexo (3); (D) Complexo (4); (E) Complexo (5); (F)
Complexo (6).

Nos espectros de CD do CT-DNA na presenca dos complexos (1) —
(6) ndo foram observados sinais induzidos de dicroismo circular. De acordo com

os resultados, descarta-se 0 modo interacdo por intercalacdo entre estes
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complexos e as bases nitrogenadas do DNA, o que estd de acordo com 0s
resultados de viscosidade. A intercalagao resulta em um aumento acentuado na
positividade da banda em 275 nm devido ao empilhamento do ligante
intercalador as bases do DNA.

Portanto, os complexos (1) - (4) e (6) ndo provocaram alteragcoes
significativas no perfil e na intensidade dos espectros de CD do CT-DNA,
indicando que estes complexos ndo alteram a estrutura secundaria do DNA.
Estes resultados sugerem que as interacOes entre os complexos e 0 DNA séo
fracas.

A partir dos espectros de CD do CT-DNA na presenca do complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dphfen)]CI (Figura 4.13 - D) pode-se constatar o
decréscimo nas intensidades das bandas em 240 e 275 nm do CT-DNA com o
aumento da concentracdo do composto. Estas mudancas nos espectros de CD
indicam que o complexo (5) induz modificages conformacionais na estrutura
do DNA e suporta a hipbtese de que o complexo interage com o DNA por meio

dos sulcos.

4.8.3 Eletroforese em gel de agarose

Os plasmideos sdo excelentes modelos para estudos de clivagem do
DNA. As reacbes de clivagem do plasmideo podem ser monitoradas por
eletroforese em gel de agarose. O plasmideo pode assumir trés conformacdes: a
conformacdo superenovelada (FSE), que é a forma intacta do plasmideo; a
conformacdo circular aberta (FCA), que é menos tensionada do que a forma
superenovelada, a qual € obtida apés uma ruptura em uma das fitas da
conformacédo FSE, e finalmente, um segundo corte na fita do lado oposto gera a
forma linear do plasmideo (Forma FL). As conformacbes do plasmideo

apresentam mobilidades distintas quando submetidas a diferenca de potencial no
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gel de agorose. A distincdo de mobilidade eletroforética (FSE > FL > FCA)

possibilita a separagdo das conformagdes do DNA plasmidial (Figura 4.14).

¢

Pocos

SRR
DNA Circular aberta (FCA) —
DNA Linear (FL) * -_—
E
DNA Superenovelado (FSE) -_—

FIGURA 4.14 - Conformag0es do DNA plasmidial.

O efeito dos complexos (1) — (6) sobre a estrutura do plasmideo foi
avaliado pela capacidade de tais compostos em modificar a mobilidade do
plasmideo ptz57RT no ensaio de eletroforese em gel. O plasmideo ptz57RT foi
incubado com diferentes concentraces dos complexos por 18 h a 37 °C e, entéo,

submetido a eletroforese em gel.
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DNA + Complexos de Ru (II)
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FIGURA 4.15 - Eletroforese em gel de agarose do plasmideo ptz57RT na
presenca dos complexos (1) - (3). L1-Marcador de peso molecular;
L2- plasmideo em &gua; L3- plasmideo em tampédo Tris-HCI a 10% DMSO;
L4 — plasmideo tratado com complexo (1), na razdo 0,5; L5 — plasmideo tratado
com complexo (1), na razdo 1; L6 — plasmideo tratado com complexo (1), na
razdo 2; L7 — plasmideo tratado com complexo (2), na razdo 0,5; L8 — plasmideo
tratado com complexo (2), na razdo 1; L9 — plasmideo tratado com complexo
(2), na razdo 2; L10 — plasmideo tratado com complexo (3), na razdo 0,5;
L11 — plasmideo tratado com complexo (3), na razdo 1; L12 — plasmideo tratado

com complexo (3), na razdo 2.

A Figura 4.15 ilustra o gel de eletroforese do plasmideo ptz57RT
em presenca dos complexos (1) - (3). Na linha 2, encontra-se a amostra controle,
o DNA plasmidial em agua. E possivel observar que as trés conformacdes do
plasmideo estdo presentes, sendo a conformacdo FSE majoritaria. O plasmideo
em tampdo Tris-HCl a 10% DMSO (linha 3), indica que a quantidade de DMSO
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utilizada para realizar os experimentos ndo afeta as conformacées do plasmideo
ptz57RT.

As amostras de plasmideo pt57RT tratadas com 0s compostos
(1) - (3) (nas razbes molares complexo/pt57RT: 0,5; 1,0 e 2,0) estdo
representadas nas linhas 4 — 12. As amostras de plasmideo tratadas com o0s
complexos (1) - (3) apresentam praticamente a mesma mobilidade eletroforética
da amostra controle (Linha 3). Pode-se inferir, portanto, que os compostos nao
provocam modificacbes na conformacdo terciaria do DNA plasmidial,

independentemente da razdo molar complexo-DNA.

(B) DNA + Complexos de Ru (II)

C4 Cs Cé6

MM DNA A B C A B C D A B C
/Tris.

FCA

FL

FSE

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

FIGURA 4.16 - Eletroforese em gel de agarose do plasmideo ptz57RT na
presenca dos complexos (4) - (6). L13-Marcador de peso molecular;
L14- plasmideo em tampdo Tris-HCI a 10% DMSO; L15 — plasmideo tratado
com complexo (4), na razdo 0,5; L16 — plasmideo tratado com complexo (4), na
razdo 1; L17 - plasmideo tratado com complexo (4), na razdo 2;
L18 — plasmideo tratado com complexo (5), na razdo 0,5; L19 — plasmideo

tratado com complexo (5), na razdo 1; L20 — plasmideo tratado com complexo
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(5), na razdo 2; L21 — plasmideo tratado com complexo (5), na razdo 0,75;
L22 — plasmideo tratado com complexo (6), na razdo 0,5; L23 — plasmideo
tratado com complexo (6), na razdo 1; L24 — plasmideo tratado com complexo

(6), na razéo 2.

A Figura 4.15 ilustra o gel de eletroforese do plasmideo ptz57RT
em presenca dos complexos (4) - (6). Na linha 14, encontra-se a amostra
controle, o DNA plasmidial em tampé&o Tris-HCI a 10% DMSO. As amostras de
plasmideo pt57RT tratadas com os complexos (4) - (6) (nas raz6es molares
complexo/pt57RT: 0,5; 1,0 e 2,0) estéo representadas nas linhas 15 - 24.

As amostras de plasmideo tratadas com o complexo (4) nas razdes
molares 0,5 e 1,0 apresentaram mobilidade eletroforética semelhante da amostra
controle (Linha 14). Entretanto, a amostra tratada com o complexo (4) na razéo
2,0 (Linha 17) apresentou uma diminuicdo significativa nas intensidades das
bandas do plasmideo, indicando que o complexo em concentracfes elevadas
provoca alteracbes na conformacdo e a clivagem do DNA plasmidial. As
amostras de plasmideo tratadas com o complexo (6) apresentaram mobilidade
eletroforética semelhante da amostra controle independentemente da razéo
molar complexo-DNA.

Contudo, o complexo (5) foi o que provou alteracbes mais
significativas na migracdo eletroforética do plasmideo. A medida que a razio
complexo e ptz57RT aumenta, observa-se a diminuicdo das intensidades das
bandas do plasmideo e na razdo 2 ndo é detectada nenhuma forma do plasmideo.

O fendmeno de nédo deteccdo do DNA plasmidial em gel de agarose
é comumente relacionado a dois possiveis motivos. Em alguns casos tem sido
associado a intercalacdo do complexo as bases nitrogenadas do DNA, resultando
na substituicdo do intercalador fluorescente (brometo de etidio) do plasmideo e,
consequentemente, a extingdo de emissdo do brometo de etidio. Entretanto, com

0 auxilio das outras técnicas mostrou-se improvavel a intercalagdo do complexo
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(5) ao DNA. Outra causa é a clivagem do DNA plasmidial causada pelo
complexo. Esses fragmentos plasmidiais apresentam alta mobilidade
eletroforética, o que provoca a migracdo destes fragmentos por todo o gel de
agarose, levando ao desaparecimento das bandas do plasmideo ap6s a corrida
eletroforética.

As mudancas na mobilidade eletroforética do plasmideo ptz57RT
mostrou que o complexo (5) é capaz de causar tor¢oes na dupla hélice do DNA,
culminando em mudancas na estrutura terciaria da biomolécula. O ensaio de
eletroforese em gel de agarose esta em concordancia com os estudos realizados
por viscosidade, os quais também evidenciam que a interacdo do complexo (5) é

suficiente para provocar a contracdo na superficie do DNA.

4.8.4 Titulacao espectrofotométrica UV-Vis

A titulacdo espectrofotométrica na regido do UV-Vis ¢é
provavelmente a técnica mais simples e utilizada para estudar a magnitude de
interacdo entre complexo e DNA. Os estudos de titulacdo espectrofotométrica
sdo efetuados por monitoramento das alteragbes das bandas de absorcdo do
complexo quando ha algum tipo de interagdo com o DNA.

A interacdo entre complexo e o DNA provoca perturbacdes nas
transicbes eletronicas do complexo, como o deslocamento da posicdo de
méaximo da banda apds a adicdo de aliquotas do DNA em relacdo ao composto
livre, sendo possivel correlacionar tais mudancas com os tipos de interacéo.

A afinidade da interacdo pode ser estimada pela constante intrinseca
de ligacdo (Ky) de acordo com a equacdo de Benesi-Hildebrand. A constante de
ligacdo possibilita comparar de forma quantitativa a forca de ligacdo entre
complexos e com compostos classicos descritos na literatura. (SIRAJUDDIN
et al., 2013).

Os espectros de absor¢do na regido do UV-Vis obtidos para o

complexo (1) na auséncia e na presenca de CT-DNA est&o ilustrados na Figura
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4.17. Os espectros eletronicos de UV-Vis das titulagdes dos complexos (2) — (6)
estdo representados no Apéndice A. As constantes intrinsecas de ligacdo dos

complexos estdo apresentadas na Tabela 4.9.
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FIGURA 4.17 - Espectros da titulacdo espectroscopica do complexo
[RuCI(PPhs)(Hdpa),]CI & 1,34 mmol L™ com o CT-DNA. Foram realizadas 20
adicdes sucessivas de 15 pL de solugdo CT-DNA a 3,48 mmol L™.

TABELA 4.9 - Constantes de ligacdo (K,) dos complexos (1) - (6).

Complexo Ky Hipocromismo  Amax (NM)
(10" MY %
(1) (3,8+0,3) 11,3 288
(2) (1,2 +0,6) 9,1 297
(3) (2,6 £0,9) 13,7 305
4) (1,3+£0,7) 11,9 271
(5) (4,1£0,5) 14,8 287

(6) (0,9 0,2) 7.4 298
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Inicialmente foram obtidos os espectros eletronicos de absorc¢ao dos
complexos correspondente na auséncia de DNA, e apos adi¢fes sucessivas de
CT-DNA a solucdo dos complexos foram coletados os demais espectros. As
bandas de transicao intraligante T —7* na regido de 280 -300 nm dos complexos
foram escolhidas para acompanhar os efeitos das adicbes do
CT-DNA.

As sucessivas adicoes de DNA aos complexos resultaram em
hipocromismo de 7 — 12% e pequeno deslocamento para o vermelho de 2 - 4 nm
(efeito batocrdomico) das bandas em todos os complexos. Os resultados obtidos
implicam que os modos de interagdo entre os complexos e 0 DNA sdo similares
e as forcas de interacdo sdo relativamente fracas.

O padrdo de comportamento obtido dos efeitos de hipocromismo e
batocromico dos complexos permite tirar algumas conclusfes, como a exclusédo
da intercalacdo dos complexos ao DNA. Quando moléculas séo intercaladoras
entre os pares de bases do DNA, geralmente € caracterizado por um grande
deslocamento batocromico de 10 - 15 nm e hipocromismo de
35 — 50 % do maximo de absorcdo das bandas, devido ao modo intercalativo
envolver uma forte interacdo de empilhamento entre o cromoforo aromatico e o0s
pares de base do DNA. Contudo, os compostos descritos na literatura que
apresentam interacOes eletrostaticas e entre os sulcos do DNA promovem um
pequeno desvio para o vermelho e hipocromismo de aproximadamente 5 — 20%.

Os valores das constantes de ligacdo (K,) (Tabela 4.9) dos
complexos ao DNA s&o semelhantes, com a ordem de grandeza na faixa
de 1 x 10° - 10* L mol™. As constantes de interacdo sdo menores que dos
intercaladores classicos, como o brometo de etidio (K, = 1,4 x 10° M) e
complexos de ruténio metalointercaladores descritos na literatura (CHAO et al.,
2002; PYLE et al., 1989). No entanto, os valores encontrados estdo de acordo
com os relatados na literatura para complexos que se mostraram capazes de

interagir eletrostaticamente ou entre os sulcos ao DNA. De acordo com o
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exposto anteriormente, o complexo (5) apresentou o maior valor de constante de
ligacdo e maior hipocromismo entre os complexos, indicando maior afinidade

pelo DNA gue os demais complexos.

4.8.5 Consideracdes finais dos estudos de interagcdo com DNA

Os resultados dos estudos de interacdo dos complexos com o
plasmideo ptz57RT por eletroforese em gel agarose corroboram com oS
resultados dos estudos realizados com o CT-DNA por dicroismo circular,
viscosidade e titulacdo espectrofotométrica.

O conjunto de dados permitiu dividir os complexos em dois grupos,
quanto ao seu comportamento na presenca de DNA. Os complexos (1) - (4) e
(6) apresentam interagdes fracas e reversiveis com 0 DNA, as quais ndo causam
alteracOes na estrutura do DNA. Essas interacOes provavelmente séo de origem
eletrostatica entre os complexos cationicos e os grupos fosfatos carregados
negativamente situados ao longo da parte exterior da dupla hélice. No entanto, o
complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa)(dphfen)]CI (5) causa alteracbes nas estruturas
secundaria e terciaria do DNA, evidenciando a atuacdo de outros modos de
interacdo quando comparado aos demais complexos.

Diante do exposto, pode-se afirmar que pequenas mudancas nos
ligantes auxiliares influenciam diretamente na afinidade dos complexos ao
DNA. Comparando-se os complexos (4) e (5), observa-se que ambos s&o
monocationicos e estruturalmente sdo similares e, como ja descrito, apresentam
diferentes efeitos sobre a estrutura do DNA. O complexo (5) com o ligante
diiminico difenil-fenantrolina apresenta uma maior superficie aromatica
comparando com o complexo (4). A hipotese sugerida € de que 0s anéis
fenilicos do ligante dphfen apresentam liberdade de tor¢cdo comparado com 0s
demais complexos, o que possibilita uma aproximacéo efetiva da cadeia do

DNA via sulcos do DNA. Outro fator a ser considerado sdo as contribuicdes das
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interacOes de hidrogénio na estabilizacdo da interacdo do complexo entre 0s
sulcos do DNA.

Muitos trabalhos tém demostrado que os complexos com o ligante
dphfen sobressaem outros complexos com ligantes diiminicos, tanto na interacéo

com biomoléculas quanto pela citotoxicidade.

4.8.6 Estudo do complexo [RuCl(PPhs)(Hdpa)(dphfen)]Cl com

guanosina e piridina

Uma possivel labilizacdo do ligante clorido da esfera de
coordenacdo do complexo (5), que abre um sitio vago e possibilita a
coordenacdo de uma base nitrogenada do DNA ao centro metalico, também foi
alvo de estudo. Com o objetivo de observar uma possivel coordenacdo do
complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa)(dphfen)]CI a ligantes semelhantes aos
componentes dos nucleotideos, foram realizados estudos por RMN com o0s
ligantes, piridina e guanosina. A solucdo de uma mistura do complexo (5) e
piridina foi analisada por RMN de *!P {*H} e 'H em diferentes tempos.

Os espectros de RMN de *'P {*H} do complexo (5) na presenca do
ligante piridina ndo apresentaram mudancas no perfil dos espectros. Nos
espectros de RMN de 'H também ndo foram observadas mudancas nos
deslocamentos quimicos dos sinais dos hidrogénios do complexo e do ligante,
indicando que nestas condi¢cbes a piridina ndo coordena ao complexo. A
coordenacdo da piridina ao complexo poderia ser facilmente identificada por
meio do crescimento de um novo conjunto de sinais referente ao complexo
coordenado ao ligante. Além disso, seria possivel observar a variacdo do
deslocamento quimico dos sinais dos hidrogénios adjacentes do nitrogénio
piridinico. Nos estudos realizados com a guanosina também ndo foram

observadas alteracfes que indicam a coordenacdo do nucleosideo ao complexo
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(5). Conforme o exposto, a labilizacdo do ligante clorido do complexo e a

interacdo covalente ndo é favorecida nas condigdes experimentais realizadas.

4.9 Ensaios de viabilidade celular dos complexos

Os ensaios de citotoxicidade dos complexos (1) — (6) e de alguns
ligantes N-N foram realizados frente as linhagens celulares de tumor de mama
(MDA-MB-231) e ndo tumoral de fibroblasto de pulméo de hamster chinés
(V79-4). Os valores de ICs, estdo apresentados na Tabela 4.10.

TABELA 4.10 - Valores de ICs, (umol L) e indice de seletividade (IS) dos
complexos e ligantes nas linhagens celulares MDA-MB-231 e V79-4.

Composto ICso (umol L) IS
MDA-MB-231 V79-4
[RuCI(PPh3)(Hdpa),]CI (1) 5,6 £0,20 >100 >18
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(bipy)]CI (2) 4,2 £0,30 2724+163 6
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dmbipy)]ClI (3) 2,42 £ 0,09 9,94 + 2,26 4
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(fen)]Cl (4) 3,30 £0,01 > 50 > 15
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dphfen)]ClI (5) 1,65+ 0,05 3,08 £ 0,47 2
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(en)]CI (6) 25,50 + 0,50 > 50 1,8
Hdpa > 100 > 100 -
en > 100 > 100 -
dmbipy > 100 > 100 -
Cisplatina 2,44 + 0,20 21,60 9

Os valores de ICs, para a linhagem celular MDA-MB-231
mostraram que o0s complexos apresentam melhores atividades quando
comparados com os ligantes livres, 0s quais ndo apresentaram atividade

citotdxica nas concentracdes analisadas.
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Os complexos apresentam boas atividades citotoxicas,
principalmente o complexo (5) que mostrou-se mais citotoxico que o farmaco de
referéncia, cisplatina. Um dos principais fatores a ser analisado € a seletividade
dos complexos. A seletividade esta relacionada com a habilidade do complexo
de ser mais ativo contra células tumorais, em relacdo as celulas ndo tumorais.
Todos os complexos exibiram maior citotoxicidade nas células tumorais do que
nas células ndo tumorais, apresentando seletividade maior que 1,8. Interessante
notar que o complexo (5) também foi o mais citotoxico para as células ndo
tumorais, consequentemente apresentou o menor valor de IS dentre o0s
complexos. O complexo (1) apresentou o maior indice de seletividade, sendo 10
vezes maior do que o composto (5).

As atividades citotdxicas dos complexos podem ser relacionadas
diretamente com suas estruturas. Os excelentes valores de citotoxicidade dos
complexos, principalmente para o complexo (1), podem estar relacionados com
as ligacGes de hidrogénio realizadas pelo grupo NH do ligante Hdpa. O
complexo (3) com os substituintes —CHs; nos anéis da bipy apresentou maior
citotoxicidade comparado aos complexos (2) e (4). Tal fato sugere que regides
dos complexos com grupos hidrofébicos também sdo interessantes alternativas
para aumentar a atividade dos complexos.

Os complexos (1) — (5) com ligantes auxiliares aromaticos
apresentaram citotoxicidade na faixa 1,65 — 5,60 umol L™, enquanto que o
complexo (6) com o ligante etilenodiamina apresentou uma atividade 15 vezes
menor em comparacdo ao complexo (5), tais resultados podem ser justificados
por alguns fatores. Inicialmente mostra-se que os ligantes auxiliares séo
importantes na atividade citotoxica dos complexos, sendo que o0s ligantes
diiminicos proporcionam maior citotoxicidade em comparacdo ao ligante
etilenodiamina. Outro aspecto relevante sobre a diferenca dos valores de ICg
pode estar relacionado ao fato do complexo (6) sofrer hidrélise em meio aquoso,

provocando a desativacdo do complexo.
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A atividade bioldgica do complexo (5) apresenta uma correlacao
com os dados de interagdo com o DNA. Nos estudos de interagdo o DNA
mostrou-se como um possivel alvo biolégico do complexo (5). A excelente
atividade citotdxica do complexo frente as linhagens celulares pode ser
justificada pelos danos causados ao DNA. Os demais complexos também
exibem boa atividade citotoxica, entretanto apresentaram interacdes fracas com
0 DNA, 0 que sugere que para esses compostos a atuacdo seja por diferentes

mecanismos de acao e alvos.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foram apresentadas as sinteses e caracterizacfes de
seis novos complexos fosfinicos de ruténio contendo o ligante
2,2’-dipiridilamina, de férmula geral [RuCIl(PPhs)(Hdpa)(N-N)] (onde:
N-N = ligantes diiminicos e amina alifatica). Os dados de caracterizacdo
mostraram que o ligante Hdpa coordenou-se de maneira bidentada ao ruténio,
por meio dos nitrogénios piridinicos, formando um anel de seis membros.

Os complexos apresentaram excelentes atividades citotoxicas frente
a linhagem tumoral MDA-MB-231, com resultados de 1Cs, inferiores aos dos
ligantes livres. Destaca-se o complexo (5) que apresentou maior citotoxicidade
(ICs = 1,65 + 0,05 umol L™) dentre os complexos avaliados e comparados ao
farmaco de referéncia, o cisplatina (ICsq = 2,44 + 0,20 pumol L'l). Por meio dos
testes de citotoxicidade frente a linhagem celular ndo tumoral V79-4, foi
possivel determinar que todos os complexos sintetizados sdo mais citotdxicos
para células tumorais do que para células ndo tumorais.

Os estudos de interacdo dos complexos com o DNA, realizados por
titulacdo espectroscopica na regido do UV-Vis, medidas de viscosidade,
dicroismo circular e eletroforese em gel de agorose, evidenciaram que 0S
complexos (1) - (4) e (6) apresentam interacOes reversiveis por meio de atracdes
eletrostaticas fracas entre 0s grupos aniénicos da cadeia de fosfato do DNA e 0s
complexos catidnicos, ndo sendo este um dos alvos biolodgicos principais para
estes complexos. Contudo, apresentaram boas atividades citotdxicas, 0 que
sugere a atuacdo por diferentes mecanismos de acdo e alvos biologicos.

Os estudos de interacdo mostraram que o complexo (5),
[RuCI(PPhg)(Hdpa)(dphfen)]Cl, causa danos significativos na estrutura do
DNA, evidenciando que pequenas mudancgas nos ligantes auxiliares influenciam
diretamente na afinidade dos complexos ao DNA. A maior extensdo aromatica

do ligante dphfen, comparado com os demais complexos, possibilita uma maior
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aproximacao aos sulcos do DNA, sendo o suficiente para provocar a contragcéo
na superficie da biomolécula. O grupo NH do ligante Hdpa pode auxiliar na
estabilizacdo da interacdo do complexo entre os sulcos do DNA por meio de
interacbes de hidrogénio. Tais resultados demostraram que o DNA é um
possivel alvo bioldgico do complexo (5), o que explica a excelente atividade

citotoxica do complexo.
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7 APENDICE

APENDICE A

A.1 — Espectros eletronicos de ressonancia magnética nuclear de *H e *C dos

complexos (1) — (6).

- Complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa),]CI
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FIGURA ALl.1 - Espectro de RMN de *C do complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa),]Cl

em DMSO-dg, na regido de campo baixo.
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FIGURA Al2 - Espectro de RMN de 'H do complexo
[RUCI(PPhs)(Hdpa)(bipy)]Cl em DMSO-ds.
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FIGURA A13 - Espectro de RMN de 'H do complexo

[RuCI(PPh3)(Hdpa)(bipy)]Cl em DMSO-ds, na regido de campo baixo.
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FIGURA Al4 - Espectro de RMN de ™®C do complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(bipy)]Cl em DMSO-ds, na regido de campo baixo.
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- Complexo [RuCI(PPh3)(Hdpa)(dmbipy)]CI
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FIGURA Al15 - Espectro de RMN de 'H do complexo

[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dmbipy)]Cl em DMSO-de.
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FIGURA Al16 - Espectro de RMN de 'H do complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dmbipy)]Cl em DMSO-dg, na regido de campo baixo.
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FIGURA A17 - Espectro de RMN de ™C do complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dmbipy)]Cl em DMSO-dg, na regido de campo baixo.
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FIGURA Al18 - Espectro de RMN de ™®C do complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(bipy)]Cl em DMSO-ds, na regido de campo alto.
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- Complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa)(fen)]ClI
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FIGURA A19 - Espectro de RMN de 'H do complexo

[RuCI(PPh3)(Hdpa)(fen)]Cl em DMSO-de.
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FIGURA A110 - Espectro de RMN de 'H do complexo
[RuCI(PPhs)(Hdpa)(fen)]Cl em DMSO-dg, na regido de campo baixo.
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FIGURA Al1.11 - Espectro de RMN de ™C do complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(fen)]Cl em DMSO-dg, na regido de campo baixo.
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- Complexo [RuCI(PPhs)(Hdpa)(dphfen)]CI

FIGURA Al112 - Espectro de RMN de 'H do complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dphfen)]Cl em DMSO-de.
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FIGURA A113 - Espectro de RMN de 'H do complexo

[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dphfen)]Cl em DMSO-ds, na regido de campo baixo.
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FIGURA Al.14 - Espectro de RMN de ™C do complexo

[RuCI(PPh3)(Hdpa)(bipy)]Cl em DMSO-ds, na regido de campo baixo.
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- Complexo [RuCI(PPh3)(Hdpa)(en)]ClI
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FIGURA Al15 - Espectro de RMN de 'H do complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(en)]Cl em DMSO-dg, na regido de campo baixo.
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FIGURA Al116 - de RMN de 'H do
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(en)]Cl em DMSO-dg, na regido de campo alto.
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FIGURA AL117 - d¢ RMN de “C do
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(en)]Cl em DMSO-dg, na regido de campo baixo.
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FIGURA Al1.18 - Espectro de RMN de *C do complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(en)]Cl em DMSO-dg na regido de campo alto.
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A.2 — Voltamogramas ciclicos dos complexos (2) — (6).
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FIGURA A2.1 - Voltamograma ciclico registrado em presenca do

[RuCI(PPhs)(Hdpa)(bipy)]Cl em solucdo 0,1 mol L' de PTBA em
diclorometano & 100 mV s™.
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FIGURA A2.2 - Voltamograma ciclico registrado em presenca do

[RuCI(PPh;)(Hdpa)(dmbipy)]Cl em solucdo 0,1 mol L™ de PTBA em
diclorometano & 100 mV s™.
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FIGURA A2.3 - Voltamograma ciclico registrado em presenca do

[RUCI(PPh;)(Hdpa)(fen)]CI em solucdo 0,1 mol L™ de PTBA em diclorometano
4100 mv s,
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FIGURA A24 - Voltamograma ciclico registrado em presenca do

[RuCI(PPh;)(Hdpa)(dphfen)]CI em solucdo 0,1 mol L* de PTBA em
diclorometano & 100 mV s,
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FIGURA A25 - Voltamograma ciclico registrado em presenca do

[RuCI(PPhs)(Hdpa)(en)]CI em solugdo 0,1 mol L™ de PTBA em diclorometano
2100 mVs™,

119



Ribeino, G. Ft. Apéndice

A.3 — Espectros de absorc¢ao na regido do UV-vis dos complexos (2) — (6).
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FIGURA A3.1 - Espectro de absor¢cdo na regido do UV/Vis para o complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(bipy)]Cl em diclorometano.
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FIGURA A3.2 - Espectro de absorcdo na regido do UV/Vis para o complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dmbipy)]CIl em diclorometano.
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FIGURA A3.3 - Espectro de absorcdo na regido do UV/Vis para o complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(fen)]Cl em diclorometano.
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FIGURA A3.4 - Espectro de absor¢cdo na regido do UV/Vis para o complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dmbipy)]CIl em diclorometano.
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FIGURA A3.5 - Espectro de absorcdo na regido do UV/Vis para o complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(en)]Cl em diclorometano.
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A4. Espectro de absor¢édo na regido do Infravermelho dos complexos (2) — (6).
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FIGURA A4.1 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo
[RUCI(PPh3)(Hdpa)(bipy)]CI.
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FIGURA A4.2 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo
[RuCI(PPh3)(Hdpa)(dmbipy)]CI.
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FIGURA A4.3 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo
[RUCI(PPh3)(Hdpa)(fen)]ClI.
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FIGURA A4.4 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo
[RUCI(PPh3)(Hdpa)(dphfen)]CI.
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FIGURA A4.5 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do complexo
[RUCI(PPh3)(Hdpa)(en)]CI.
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A.5 — Principais parametros cristalograficos para as estruturas obtidas para os
[RuCl,(PPhs),(en)], [RuCI(PPh3)(Hdpa),]Cl,
[RUCI(PPh3)(Hdpa)(dmbipy)]Cl e [RuCI(PPhz)(Hdpa)(en)]ClI.

complexos

TABELA A5.1 - Principais parédmetros cristalograficos para as estruturas

obtidas para os complexos [RuCl,(PPhs),(en)].

Complexo [RuCl,(PPhs),(en)]
Férmula molecular [C3sH3sCI2N2P,Ru]
Massa molecular (g/mol) 756,64

Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P21l/c

a (A 10,94500 (10)

b (A) 30,8744 (5)

c (A 20,3424 (3)

a 89,9910°

B 93.8410 (10)°

Y 89,9950 (10)°
Volume (A% 6858,67(9)

Z 13

Densidade (Mg/m®) 1,458

i (mm™) 0,736

F (000) 3072

Tamanho do cristal (mm®) 0,15x 0,19 x 0,03
Intervalo de 6 2,942 & 25,694°

Limites coletados
Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes (Rint)

-13<h<13, -26<k<23, -19<I<20
25737
13025 (0.0365)

Completeza para 6(%) 99,8 %
Dados/restricbes/parametros 13025/0/811
S 0,945

indices R final [I>20(1)]
Indices R (todos os dados)
APmax. e APmin.(e- Ag)

R1=0,0444; wR2 =0,1162
R1=0,0598, wR2 = 0,1229
1,613 e -0,888
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TABELA A5.1 - Principais parametros cristalograficos para as estruturas obtidas para os complexos [RuCl,(PPhs3),(en)]

Complexo 1) (3) (6)
Formula molecular [C38H330|2N6P2RU].CH2C|2 [C4OH36C|N5PRU]PF6 [C30H32C|N5PRU]PF6.CH2C|2
Massa molecular (g/mol) 861,57 899,33 861,59

Sistema cristalino Monoclinico Triclinic Triclinic

Grupo espacial P2l/c P-1 P-1

a (A) 11,11400(10) 10,661 10,175

b (A) 20,8490(2) 11,325 10,475

c (A) 16,4720(3) 20,6240(10) 18,235

A 90° 74,4130(10)° 104,7940(10)°

B 90,5830 (10)° 85,6900(10)° 105,4150(10)°

r 90 (10)° 64,132(2)° 91,8940(10)°
Volume (A% 3816,63(9) 2155,61(14) 1800,864(12)

Z 4 2 2

Densidade (Mg/m®) 1,499 1,441 1,582

g (mm™) 0,770 0,561 0,808

F (000) 1752 962 864

Tamanho do cristal (mm®) 0,31x 0,27 x 0,05 0,07 x 0,19 x 0,40 0,08 x 0,14 x 0,18
Intervalo de 6 2,959 a 26,365° 3,026 a 25,681° 2,984 a 25,774°
Limites coletados -13<h<13, -26<k<23, -19<1<20  -13<h<l12, -13<k<13, -25<I<25 -12<h<12, -12<k<I12, -21<I<22
Reflexdes coletadas 77594 38658 13041

ReflexBes independentes (Rint) 7789 (0.0365) 8163 (0.0257) 6864 (0.0283)
Completeza para 0(%) 99,8 % 99,8 % 99.8 %
Dados/restri¢cbes/parametros 7789 /0/460 8163/0/510 6864 /0/434

S 1,060 0,891 1,051

indices R final [I>20(1)]
Indices R (todos os dados)
Apmax. e Apmin.(e- AS)

R1=0,0399, wR2 = 0,1068
R1=0,0540, wR2 = 0,1158
1,094 e -0,811

R1 =0.0464, wR2 = 0.1400
R1 =0.0552, wR2 = 0.1506
0,939 e -0,761

R1=0,0658, wR2 = 0,1910
R1=0,0735, wR2 = 0,1993
1,811 e -1,248
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