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RESUMO

“COMPLEXOS DE RUTENIO CONTENDO LAPACHOL E LAUSONA: SINTESE,
CARACTERIZACAO E SUAS PROPRIEDADES QUIMIOTERAPEUTICAS”

O presente trabalho centra-se na sintese e caracterizacdo de novos
complexos de ruténio contendo as naftoquinonas lapachol e lausona, devido as
interessantes propriedades bioldgicas que elas apresentam. Complexos de
formula geral [Ru(L)(dppb)(N-N)]PFs, trans-[Ru(lau)(PPhs)(N-N)]PFs e
cis-[Ru(PPhs),(lap).] em que L refere-se aos ligantes lapachol (lap) ou lausona
(lau), N-N corresponde a 2,2’-bipiridina, 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina, 4,4’-
dimetoxi-2,2’-bipiridina e 1,10-fenantrolina, dppb = 1,4-
bis(difenilfosfina)butano e PPhs = trifenilfosfina. Todos o0s complexos
sintetizados foram caracterizados por condutividade molar, anélise elementar,
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho e na regido do UV-
visivel, ressonancia magnética nuclear de 3P{*H}, 'H e B¥*C{'H}, voltametria
ciclica e de pulso diferencial, e alguns complexos, por difracdo de raios X de
monocristal. Os complexos foram avaliados quanto a atividade citotdxica na
linhagem tumoral MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e na linhagem normal
L929 (fibroblasto de camundongo), os quais apresentaram resultados muito
promissores com valores de ICs na faixa de 0,12 a 1,11 uM. Além disso, 0s
complexos mostraram-se muito mais ativos do que o farmaco de referéncia, o
cisplatina, o qual apresenta 1Csp de 13,98 uM para a linhagem MCF-7 e
20,14 uM para L929. Para fins de elucidacdo do possivel mecanismo de acao
dos complexos, estudos de interagdo com o ct-DNA e com a albumina de soro

bovino (BSA) foram realizados.
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ABSTRACT

“RUTHENIUM COMPLEXES CONTAINING LAPACHOL AND LAWSONE:
SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND CHEMOTHERAPEUTIC
PROPERTIES”

The present work focuses on the synthesis and characterization of
new ruthenium complexes containing the naphthoquinones lapachol and
lawsone, due to the interesting biological properties exhibited by them.
Complexes of general formula [Ru(L)(dppb)(N-N)]PFs,
trans-[Ru(L)(PPhs)2(N-N)] PFs and cis-[Ru(PPhs),(lap).] where L refers to the
ligands lapachol (lap) or lawsone (lau), N-N corresponds to 2,2'-bipyridine, 4,4'-
dimethyl-2,2'-bipyridine, 4,4'-dimethoxy-2,2'-bipyridine and 1,10-
phenanthroline, dppb = 1,4-bis(diphenylphosphino)butane and PPh; =
triphenylphosphine. All synthesized compounds were characterized by molar
conductivity, elemental analysis, infrared absorption spectroscopy, UV-visible
absorption spectroscopy, 3P{*H}, *H and C{*H} nuclear magnetic resonance,
cyclic and differential pulse voltammetry, and for some complexes, by X-ray
crystallography. The complexes were evaluated with respect their cytotoxic
activity in tumor lines cell MCF-7 (breast adenocarcinoma) and L929 (normal
mouse fibroblast), which showed very promising results with 1Cs values in the
range 0.12 to 1.11 pM. In addition, the complexes proved to be more active than
the reference drug, cisplatin, which has 1Csp uM to 13.98 MCF-7 lineage and
20.14 uM to L929. For the purpose of elucidating the possible mechanism of
complex action, studies of interaction with DNA and with bovine serum albumin

(BSA) were performed.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1- Cancer: definicdo, causas e tratamentos

Na década de 60 as enfermidades que mais causavam temor na
sociedade eram as doencas parasitarias e infecciosas. Contudo, nos dias atuais o
novo estilo de vida da populagdo, caracterizado, por exemplo, pelo
sedentarismo, alimentacdo inadequada e alto nivel de estresse, tem alterado o
cendrio das doencas mais preocupantes, sendo registrado um aumento
significativo da incidéncia de doencas cronico-degenerativas. Assim as doencas
parasitarias e infecciosas deixaram de ser a principal causa de morte, sendo
substituidas pelas doencas do aparelho circulatorio, que ocupam o primeiro
lugar, seguido pelo cancer (INCA, 2013).

O cancer vem ganhando uma dimensao muito grande, convertendo-
se em um problema de salde publica mundial. Estimativas da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) apontam que no ano de 2030 podem-se esperar 27
milhGes de casos incidentes/provados, 17 milhdes de casos de morte provocadas
por cancer e ainda 75 milhdes de pessoas vivas ainda ndo diagnosticadas com
cancer, mas ja portadoras da doenca (INCA, 2013).

No Brasil, as estimativas para 0 ano de 2012, também validas para o
ano 2013 apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 novos casos de
cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma. Conforme mostrado na Figura
1.1, os tipos mais incidentes de cancer para o sexo feminino sdo o de mama e
colo de Utero, e para o sexo masculino, préstata, pulmao, traqueia e bronquio
(INCA, 2013).

Cancer € o termo empregado para designar um conjunto de mais de
uma centena de diferentes doencas relacionadas com o crescimento desordenado

de células, podendo se espalhar por tecidos e 6rgdos do corpo. Estas células
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dividem-se rapidamente e tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis,
determinando a formacédo de tumores malignos (neoplasias), 0s quais podem se

espalhar para outras regides do corpo (INCA, 2013).
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FIGURA 1.1- Estimativa de 2012 e 2013 para os dez tipos de cancer mais incidentes por
sexo, exceto pele ndo melanoma (Elaborada a partir de INCA, 2013).

As causas do cancer sdo varias, podendo ser encontradas no meio
ambiente ou ser hereditaria. Cerca de 80 % dos casos de cancer referem-se ao
meio ambiente e aos habitos ou costumes proprios de uma sociedade. Os outros
20 % sdo na maioria das vezes, geneticamente preé-determinadas, e estdo
ligadas a capacidade do organismo de se defender de agressbGes externas
(ALMEIDA et. al. 2005).

O uso de tabaco, o consumo de alcool, dieta ndo saudavel e

inatividade fisica estdo entre os principais fatores de risco de cancer no mundo.
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Infecgbes cronicas como hepatite B (HBV), hepatite C (HCV) e o virus do
papiloma humano (HPV) estdo contribuindo para o aumento do ndmero de
casos de cancer em paises de baixa e média renda. O cancer de colo de Utero,
que é causado pelo HPV, é a principal causa de morte por cancer entre as
mulheres em paises de baixa renda (UMAR et. al. 2012; WHO, 2013).

Embora se conheca os inumeros fatores que contribuem para o
desenvolvimento de cancer, ainda assim € impossivel definir alguma causa que
seja comum a todos eles. O que se sabe € que em algum momento da vida de
uma célula ocorre a interferéncia de algum agente externo a ela, ocasionando
uma lesdo especifica no DNA dessa célula. Ainda pode ser que durante o
processo natural de reproducdo dessa célula ocorra uma falha na replicacéo do
DNA numa regido especifica (gene), fazendo com que o processo fuja do
controle normal do organismo, resultando numa divisdo celular desenfreada,
gerando o tumor (BERGEROT et. al. 2006).

O crescimento de células cancerigenas ¢é diferente do crescimento
de células normais. Neste caso, em vez de morrer as celulas cancerigenas
continuam a crescer e formam novas células anormais. Devido ao crescimento
desordenado destas células ha a necessidade de que novos vasos sanguineos
sejam formados para que ocorra a nutricdo das mesmas, em um pProcesso
denominado angiogénese. O acumulo de massa dessas células formam os
tumores malignos (BERGEROT et. al. 2006).

As células neoplasicas tem a capacidade de se desprenderem e de
migrarem, invadindo tecidos vizinhos, podendo chegar ao interior de um vaso
sanguineo ou linfatico, onde sdo disseminados, chegando a 6rgédos distantes do
local onde o tumor se iniciou. Esse fenbmeno é denominado metéstase
(BERGEROT et. al. 2006).
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Os tratamentos classicos utilizados no combate ao cancer sdo a
cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia. Quando existe a possibilidade de
retirada do tumor, a cirurgia € o tratamento mais adequado.

O tratamento com base na radioterapia é realizado empregando
feixes de radiacdes ionizantes. Ao interagir com os tecidos, essas radiacdes
(eletromagnéticas ou corpusculares) ddo origem a elétrons que ionizam o meio e
criam efeitos quimicos, como a hidrolise da agua e a ruptura das cadeias do
DNA. Assim a morte celular pode ocorrer por varios mecanismos, desde a
inativacdo de sistemas vitais para a célula, até a sua incapacidade de reproducao.
Contudo, a radiacdo pode atingir tecidos normais e causar irritacoes,
queimaduras superficiais, inflamacdo de mucosas e eventualmente diminuicdo
das contagens de células no sangue (INCA, 2013).

A guimioterapia é realizada pela administracdo de quimioterapicos
com o intuito de destruir, controlar ou inibir o crescimento de células doentes.
Todavia existem alguns problemas relacionados ao uso de quimioterapicos, visto
que estes podem atuar de forma ndo especifica, lesando tanto células malignas
como normais, acarretando efeitos colaterais tais como: nauseas, vémitos, perda
de cabelo e maior susceptibilidade a infecgbes (INCA, 2013).

Portanto, é necessaria a busca por novos farmacos com
caracteristicas adequadas de eficdcia e que possam minimizar os efeitos

colaterais provocados pelos atuais quimioterapicos.

1.2- Desenvolvimento de quimioterapicos inorganicos

O desenvolvimento de quimioterapicos inorganicos se deu a partir
da descoberta das propriedades anticancerigenas do  cisplatina
(cis-[PtCI(NHs)2], Figura 1.2) em 1965 pelo fisico Barnett Rosenberg. Até

entdo o uso de compostos inorganicos era muito restrito, sendo que apenas
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compostos organicos e produtos naturais eram estudados. A descoberta do
cisplatina tornou-se um marco na histéria da Quimica de Coordenacdo e da
Quimica Inorganica Medicinal (FONTES et. al. 2005; LIPPERT, 1999; WONG
e GIANDOMENICO, 1999).

O cisplatina foi administrado a um paciente com cancer pela
primeira vez em 1971, e tornou-se disponivel para a préatica geral de oncologia
em 1978, no Canada, seguido pelos Estados Unidos e pelo resto do mundo
(LEBWOHL e CANETTA, 1998).

Um exemplo marcante da eficacia do cisplatina é sua aplicacdo no
tratamento de cancer testicular. Antes da introducdo do cisplatina cerca de 90%
dos pacientes com cancer testicular morriam, e ap0s sua introdugéo esse quadro
foi revertido e apenas 10% dos casos ndo foram curados devido a metastase
(JUNG e LIPPARD, 2007, SAVA et. al. 2012).

O cisplatina e utilizado no tratamento de céancer testicular,
ovariano, bexiga, cabeca, pescoco, pulmdo e cancer cervical, mas tem
apresentado grandes inconvenientes, como a resisténcia natural adquirida por
alguns tumores (WHEATE et. al. 2003). Além disso, o cisplatina tem
solubilidade limitada em meio aquoso e é administrado por via intravenosa,
sendo outro inconveniente para tratamento ambulatorial. Outros problemas
relacionados com os efeitos colaterais limitam a dose deste farmaco. Os
pacientes tratados com cisplatina podem apresentar sinais graves de
nefrotoxicidade (lesdo renal), neurotoxicidade (danos ao sistema nervoso) e
ototoxicidade (perda auditiva), além da pressdo arterial elevada, diarreia,
nauseas e vomitos (FUERTES et. al. 2003, WHEATE et. al. 2003, JUNG e
LIPPARD, 2007).

Essas limitagbes levaram a uma investigacdo mais profunda do
cisplatina e foi um impulso para o desenvolvimento de novos quimioterapicos

buscando reduzir a toxicidade, bem como expandir a faixa de uso para outros
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tipos de cancer. Com isso varios analogos do cisplatina foram desenvolvidos e
atualmente sdo empregados em todo o0 mundo como agentes antineoplasicos
(WHEATE et. al. 2003). Na Figura 1.2 sdo mostradas algumas estruturas de

complexos de platina empregados no tratamento do cancer.
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FIGURA 1.2 - Complexos de platina empregados no tratamento de cancer.

Estes complexos sdo quimicamente semelhantes, mas em nivel
farmacoldgico eles apresentam diferentes atividades. O carboplatina (Figura 1.2)
apresenta 0 mesmo espectro de atividade que o cisplatina, contudo apresenta
uma menor toxicidade que é atribuida a substituicdo nucleofilica lenta (por
agua) do dicarboxilato, e como resultado o carboplatina pode ser administrado
em doses mais altas do que o cisplatina (WHEATE et. al. 2003). O carboplatina
e o cisplatina sdo empregados no tratamento do cancer em todo 0 mundo.

O oxaloplatina (Figura 1.2) foi aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) em agosto de 2002 sob o nome de Eloxatin, o qual é
administrado em combinacdo com o 5-Fluorouracil e o Leucovorina. O Eloxatin
é empregado no tratamento de cancer colorretal metastatico na Franca e em
outros paises Europeus (WHEATE et. al. 2003).

O nedaplatina foi desenvolvido pela Companhia Farmacéutica

Shionogi de Osaka, no Japéo e foi aprovado para uso em 1995 apenas no Japao.
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Este farmaco é empregado no tratamento de cancer de testiculo, cabeca, pulméo,
bexiga, ovario, es6fago e cancer de colo de utero. Ao contrario do cisplatina, o
nedaplatina apresenta baixa afinidade por proteinas (LEBWOHL e CANETTA,
1998).

O lobaplatina foi introduzido em ensaios clinicos em 1992, e se
encontra em fase Il para o tratamento de cancer de ovario e canceres avangados
de cabeca e pescogo, sendo usado atualmente na China (WONG e
GIANDOMENICO, 1999).

Apesar do sucesso dos novos complexos de platina, muitas das
limitagbes citadas anteriormente ainda sdo observadas, especialmente a
resisténcia dos tumores e toxicidade. Diante disso muitos cientistas tém
direcionado suas pesquisas para a obtencdo de complexos com outros metais de
transicdo (SCOLARO et. al. 2005; ALESSIO et. al., 2004), buscando obter
possiveis vantagens em relacdo a platina, tais como a presenca de sitios de
coordenacdo adicionais (complexos octaédricos), alteracbes na afinidade do
ligante pelo metal e da cinética de substituicdo e mudancas no estado de
oxidacdo do metal (SCOLARO et. al. 2005, MALINA et. al. 2001).

1.2.1- Complexos de ruténio como quimioterapicos

Entre os varios complexos de metais de transicdo testados, os de
ruténio tém se destacado como agentes antitumorais. Durante os ultimos 20 anos
varios complexos de ruténio surgiram na literatura, principalmente projetados
para substituir o cisplatina, devido a varias vantagens que eles apresentam, tais
como: atividade contra linhagens celulares que séo resistentes ao cisplatina e
reducdo dos efeitos colaterais devido a maior seletividade para as células
cancerigenas, em comparacdo com as células normais. Isto ocorre devido a

habilidade que o ruténio apresenta de imitar o ferro na ligagdo com biomoléculas
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(transferrina, albumina e outras proteinas) que sdo responsaveis pela
solubilizagéo, transporte e eliminacgdo de ferro no organismo (FRAUSIN et. al.
2002; CASTONGUAY et. al. 2012). Tendo em vista a necessidade das células
cancerigenas por ferro, ocorre uma maior expressdo dos receptores de
transferrinas nas suas superficies de tal maneira que os complexos de ruténio
acumulam-se nestas células (BERGAMO et. al. 2012, CHATTERJEE et. al.
2008, FINK, 2010, RADEMAKER-LAKHALI et. al. 2004).

Além disso, outros beneficios do emprego de complexos de ruténio
como potenciais farmacos sdo: a versatilidade na troca de ligantes, geometria de
coordenacdo octaedrica e a variabilidade nos estados de oxidacéo podendo ir de
—11(d*) até +V11(d%), sendo os mais comuns +II, +IIl e +IV em condigdes
fisioldgicas (BERGAMO et. al. 2012).

Complexos de ruténio tém demonstrado significativas propriedades
citotdxicas e antimetastaticas (ZHANG e LIPPARD, 2003). Atualmente dois
complexos promissores de ruténio sdo o [trans-RuCl,(1H-imidazol)(DMSO-S)]
(NAMI-A) e [trans-RuCl4(1H-indazol);] (KP1019) (Figura 1.3), os qualis
concluiram com éxito os ensaios clinicos de fase I e Il e estdo passando por mais
avaliacbes (RONCONI e SADLER, 2007; WEBB e WALSBY, 2011;
BERGAMO et. al. 2012).

O NAMI-A foi desenvolvido em Trieste por Alessio e
colaboradores, € um complexo contra carcinoma pulmonar de Lewis, melanoma
B16 e carcinoma mamario MCa. Este complexo tem atraido muita atencédo
porque apresenta capacidade de prevenir a formacdo de metastase e inibir o seu
crescimento, tendo em vista a sua capacidade em aumentar a espessura da
membrana em torno do tumor primario e da matriz extracelular, em torno dos
vasos sanguineos do tumor, impedindo que as células tumorais invadam tecidos
vizinhos e os vasos sanguineos (RADEMAKER-LAKAHAI et al., 2004).
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O mecanismo preciso de acdo do NAMI-A ainda ndo é conhecido,
mas estudos a respeito da sua estrutura demonstraram que a atividade bioldgica,
provavelmente, esta relacionada a liberacdo progressiva de um ou mais ligantes
cloretos (ALESSIO et. al., 2004; WEBB e WALSBY, 2011).

O KP1019 (Figura 1.3) foi elaborado pelo grupo do Keppler e
apresenta interessantes propriedades contra tumores colorretais. Estudos
realizados para avaliar o possivel mecanismo de acdo deste complexo mostraram
que ele apresenta interacdo com o DNA semelhante ao cisplatina, mas com uma
intensidade mais baixa em termos de ligagdo. A farmacocinética in vivo
(incluindo seres humanos) para este complexo apresentou resultados muito
proximos daqueles verificados para 0 NAMI-A, quer em termos de ligagcdo com
proteinas ou de eliminacdo (BERGAMO et. al. 2012).

O RAPTA-T (Figura 1.3), desenvolvido por Dyson e Lausanne, €
um complexo organometalico do tipo “piano stool”, o qual é caracterizado pela
presenca do ligante PTA (1,3,5-triaza-7-fosfoadamantano). O ligante PTA
confere caracteristicas biologicas ao complexo RAPTA-T para ser ativado
seletivamente em ambiente hipdxico (com baixo teor de oxigénio) (YAN et. al.
2005). O RAPTA-T é apenas fracamente citotoxico, no entanto, sua
citotoxicidade é mais bem expressa em celulas tumorais do que em celulas
normais e, além disso, ele apresenta a capacidade de modificar o comportamento
das células tumorais em termos de invasdo e metastase (SUSS-FINK, G, 2010,
BERGAMO et. al. 2012).

Experimentos in vitro mostraram que o complexo RDC11 (Figura
1.3) apresenta atividade contra tumores ovarianos que S80 resistentes ao
cisplatina, aléem de néo causar efeitos colaterais graves para o figado, rins, entre
outros. Diante disso, 0 RDC11 representa um forte candidato para testes clinicos
onde os primeiros alvos a serem estudados deverdo ser os tumores resistentes ao
cisplatina (BERGAMO et. al. 2012).
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FIGURA 1.3 - Estruturas dos complexos de ruténio NAMI-A, KP1019, RAPTA-T e RDC11.

Nos ultimos anos nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao
estudo de complexos de ruténio quanto as suas atividades citotoxicas e 0S
resultados obtidos tem se mostrado bastante promissores. Conforme observado
pelos dados da Tabela 1.1 os complexos avaliados apresentaram resultados de
ICso (Concentracdo que inibe 50 % da viabilidade celular) inferiores aos valores

de 1Cso do cisplatina.

TABELA 1.1 - Valores de ICso em umol L™ de alguns complexos de ruténio contra a
linhagem tumoral MDA-MB-231

Complexo 1Cso0 Complexo 1Cs0
cis-[RuClz(bipy)(dppb)]PFs 31,30  ct-[RuCI(CO)(dcpe)(fen)]PFs 0,25
cis-[RuClz(bipy)(dppf)] 3,90 [RuCl(AcpyBz)(dppb)] 0,4
[Ru(pic)(bipy)(dppf)]PFs 0,40  [RuCI(AcpyBzNO2)(dppb)] 0,8
cc-[RuCI(CO)(bipy)(dppb)]PFe 1,90 Cisplatina 2.44

Onde: bipy = 2,2’-bipiridina, dppb = 14-bis(difenilfosfina)butano, dppf = 1,1°-

bis(difenilfosfina)ferroceno, pic = &cido picolinico, cc refere-se ao atomo de Cl cis a CO e CO cis ao P
da bifosfina; ct refere-se ao 4tomo de Cl cis a CO e CO trans ao P da bifosfina, dcpe = 1,2-
bis(diciclohexilfosfina)etano, AcpyBz = S-benzil-N-(2-acetilpiridina)ditiocarbazato; AcpyBzNO; = S-
p-nitrobenzil-N-(2-acetilpiridina)ditiocarbazato (LIMA, 2010; BARBOSA, 2007; GRAMINHA,
2010).

Uma estrateégia explorada no desenvolvimento de novos candidatos
a farmacos consiste em empregar compostos que ja apresentem atividade
bioldgica, tendo em vista que a complexacdo ao metal pode aumentar sua

atividade e reduzir efeitos colaterais. Essa estratégia é interessante do ponto de



Oliveira, K. M. Introducde 11

vista econdmico, devido ao prévio conhecimento da atividade dos compostos a
serem empregados.

Esta estratégia é explorada para diferentes doencas, um exemplo € a
cloroquina, que apds a insercdo do ferro (ferroquina) na estrutura da molécula,
mostrou-se muito mais ativa contra malaria em linhagens de P. falciparum e ja
se encontra em ensaios clinicos da fase 11 (BIOT et. al. 2009).

Atividade bastante promissora também foi observada quando a
cloroquina foi complexada ao ruténio e avaliada quanto a atividade em
linhagens P. falciparum (SANCHEZ-DELGADO et. al., 1996; RAJAPAKSE et.
al., 2009).

1.3- Produtos naturais: Quinonas

O uso de plantas medicinais pela humanidade ocorre desde tempos
imemoriais. A utilizagcdo de ervas na busca pela cura de doengas talvez tenha
sido uma das primeiras formas de utilizacdo de produtos naturais (JUNIOR et.
al. 2006). Desde entdo as plantas tém desempenhando um papel dominante no
desenvolvimento de sofisticados sistemas da medicina tradicional (CRAGG et.
al. 2009).

Os produtos naturais sao uma fonte inesgotavel para a descoberta de
novos farmacos pela diversidade estrutural que eles apresentam e também a
ampla gama de atividades bioldgicas (CASTRO et. al., 2013).

As quinonas sdo um exemplo de produtos naturais que estdo
amplamente distribuidas na natureza e apresentam uma variedade de papéis no
organismo. Essas substancias apresentam grande importancia nos processos
bioquimicos vitais e por isso tem se destacado em estudos farmacoldgicos.
Apresentam muitas propriedades importantes, tais como: microbicidas,

tripanossomicidas, viruscidas, antitumorais e inibidoras de sistemas celulares
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reparadores, pela formacdo de espécies bioativas derivadas do oxigénio (O,
'OH, Oy e H,0,) (SILVA et. al. 2003).

As quinonas podem ser toxicas para as células por diferentes
mecanismos, tais como: ciclismo redox, arilagdo, intercalagdo, inducao de
quebras no DNA e geracdo de radicais livres (BONIFAZI et. al., 2010). Vale
ressaltar ainda que recentemente novas descobertas comprovaram a capacidade
que as quinonas apresentam de inibir o complexo das topoisomerases,
provocando o desencadeamento da apoptose celular (SILVA et. al. 2003).

Nos ultimos anos intensificou-se o interesse nestas substancias e ha
um namero crescente de relatos da avaliacdo biologica de quinonas sintéeticas e
naturais (NEVES et. al., 2013; MONTENEGRO et. al., 2010; SILVA JR et. al.,
2011; RIOS-LUCI et. al., 2012). Importantes farmacos anticancerigenos como a
daunorrubicina e mitomicina C (Figura 1.4) apresentam o grupo quinona como
parte da sua estrutura (BONIFAZI et. al., 2010).

OY NH,
(@)
3 OMe
HoN '
N-Me
', N
,, o) M e
(@)
OH
Daunorrubicina Mitomicina C

FIGURA 1.4 - Estruturas dos farmacos daunorrubicina e mitomicina C.

De acordo com a sua estrutura molecular, as quinonas séo divididas
em trés grupos, utilizando-se como critério o tipo de sistema aromatico que
sustenta o anel quinonoidica: benzoquinonas — um anel benzénico;
naftoquinonas — um anel naftalénico e antraquinonas — um anel antracénico

linear ou angular, como mostrado na Figura 1.5.
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0-Benzoquinona  p-Benzoquinona Naftoquinona Antraquinona

FIGURA 1.5 - Estruturas e classificagdo das quinonas.

1.3.1- Naftoquinonas e suas propriedades farmacoldgicas

O lapachol  (2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona)
(Figura 1.6), considerado o principal representante da classe das naftoquinonas,
é isolado de varias espécies de plantas da familia Bignoniaceae, particularmente
do género Tabebuia avellanedeae (HUSSAIN et. al. 2007), sendo encontrado
facilmente nas regifes norte e nordeste do Brasil (ARAUJO et. al. 2002).

O lapachol foi isolado pela primeira vez por Paternd em 1882, e em
1896 Hooker estabeleceu sua férmula quimica. Fieser, em 1927, sintetizou o
lapachol e outras 2-hidroxi-1,4-naftoquinonas substituidas com grupos alquila

em C-3, todas elas de reconhecida atividade antimalarica (ROSA, 2000).

FIGURA 1.6 - Ipé roxo, principal Bignoniaceae de onde o lapachol € extraido e estrutura do
lapachol (Fonte: ARVORES BRASILEIRAS).
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Outra naftoquinona que apresenta propriedades interessantes é a
lausona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona) (Figura 1.7), a qual é extraida das folhas

de henna, principalmente do género Lawsonia Alba.

FIGURA 1.7 - Folhas de henna de onde é extraida a lausona e estrutura da lausona (Fonte:
LAWSONIA).

Estas naftoquinonas apresentam muitas atividades bioldgicas, tais
como propriedades anticancerigenas, antitripanossomicida, antimalarica,
antiviral, antimoluscicida, antimicrobiana e antileishmaniose (NIEHUES et. al.,
2012; BUSTAMANTE et. al., 2012; RIOS-LUCI et. al., 2012, SOUZA et. al.,
2013).

O principal interesse nestas naftoquinonas reside na capacidade que
elas apresentam de induzir o estresse oxidativo através da formacéo intracelular

de espécies reativas de oxigénio, como o perdxido de hidrogénio (H,0,), 0
superoxido (O,) e o radical hidroxila (HO"). Estas espécies apresentam a

capacidade de danificar componentes celulares importantes, interferindo na
divisdo celular e dessa forma podem induzir a apoptose (NEVES et. al., 2013;
SILVA et. al. 2003).

Outra propriedade interessante que estes compostos apresentam € a
capacidade de inibir as topoisomerases | e Il. Estas enzimas sdo importantes
para o funcionamento normal da célula, pois sdo elas que mantém a integridade
do DNA, reparando-o quando danificado. Qualquer alteracdo no balanco entre

estas enzimas é suficiente para induzir a apoptose (SILVA et. al. 2003).
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O lapachol foi avaliado clinicamente no tratamento do carcinoma
de Walker-256 e do sarcoma de Yoshida, no entanto, apesar da regressdo
definitiva das neoplasias, 0s ensaios clinicos foram interrompidos devido aos
seus efeitos colaterais observados (SILVA et. al. 2003).

Uma alternativa encontrada por pesquisadores para minimizar 0s
efeitos colaterais apresentados pelo lapachol tem sido complexa-lo a metais,
podendo assim retardar a sua entrega e melhorar a atividade terapéutica
(MATINEZ et. al., 2003; CARUSO et. al., 2009, FARFAN et. al., 2009,
OLIVEIRA et. al., 2011).

Recentemente Kandioller et. al. reportaram a sintese de complexos
metélicos de ruténio, 6smio e rédio contendo lapachol sendo observados
resultados mais promissores para o complexo de ruténio, sugerindo assim que o
uso do ruténio é relevante para melhorar a atividade do lapachol
(KANDIOLLER et. al.2013).

Oramas-Royo et. al. sintetizaram complexos de zinco, cobalto,
cobre, niquel e manganés contendo a lausona, e obtiveram resultados muito
promissores para o complexo de cobre em linhagens tumorais de cancer
colorretal (HT-29), carcinoma hepatocelular (HepG2) e carcinoma cervical
humano (HeLa) (ORAMAS-ROYO et. al. 2013).

1.4- Ligantes fosfinicos e bipiridinicos

Neste trabalho além dos ligantes lapachol e lausona também serédo
empregados duas classes de ligantes: fosfinicos e bipiridinicos. As fosfinas sdo
ligantes neutros que apresentam um par de elétrons capaz de formar ligagdes o
estaveis e orbitais hibridos (c*dr) capazes de receber elétrons, e, portanto, sdo
adequadas a retrodoacdo (Figura 1.8). Esse tipo de interacdo entre metais e

ligantes ocorre quando o metal possui orbitais preenchidos, ou com razoavel
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numero de elétrons, e pode doar estes a orbitais vazios do ligante, que
apresentem simetria adequada (RODRIGUES, 2010; LIMA, 2010;
POELHSITZ, 2005). Neste caso, a densidade eletrénica é compartilhada entre o
ligante e o metal, estabilizando as ligactes (QUEIROZ e BATISTA, 1996).

300" ap 7

LnM N"l R LHM—P lllll Y
2N Y ANG

th dm
dn—o* R

FIGURA 1.8 - Retrodoacéo de fosfinas. (A) Interacdo d=n - dn. (B) Interagdo dn - o* (HILL,
2002).

A possibilidade de variar os grupos substituintes (R) das fosfinas,
com grupos doadores ou receptores de densidade eletronica, torna as fosfinas
interessantes para o estudo dos efeitos dos ligantes (L) na labilidade da ligacéo
de alguns complexos do tipo P - M - L, como também a afinidade do centro
metéalico pelo ligante (HILL, 2002).

Outra caracteristica observada nas fosfinas € o acentuado efeito
trans, que juntamente aos efeitos estéricos, leva a formacdo de complexos
facilmente dissociaveis, o que € indispensavel em catalisadores homogéneos e
também de interesse na citotoxicidade de complexos fosfinicos (QUEIROZ e
BATISTA, 1996).

Os complexos fosfinicos tem despertado muito interesse na area de
catalise e na avaliacdo da atividade antitumoral. Um exemplo de um complexo
contendo fosfina é a auronofina, o qual é um farmaco para uso clinico como
agente antiartritico, e também apresenta capacidade de destruir células tumorais
(QUEIROZ e BATISTA, 1996).

Outro exemplo é o complexo [Au(dppe):]Cl, que apresenta

atividade antitumoral contra linhagens de leucemia (P388 e L1210), carcoma de
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celulas reticulares M5076, melanona B16 e adenocarcinoma mamario 16/C
(QUEIROZ e BATISTA, 1996; MIRABELLI ET. AL. 1987).

Os complexos apresentados na Tabela 1.1, sintetizados no pelo
nosso grupo de pesquisa, apresentam atividade antitumoral contra a linhagem
adenocarcinoma de mama MDA-MB-231.

De forma similar as fosfinas, os ligantes bipiridinicos sdo muito
versateis, podendo apresentar diferentes propriedades fisicas e quimicas de
acordo com suas estruturas. Uma caracteristica importante desta classe de
ligantes é a capacidade de mimetizar estruturas de moléculas biologicas, como
de acidos nucleicos, proteinas, enzimas, entre outros que possuem propriedades
particulares no metabolismo humano. Estes ligantes sdo adequados a
retrodoagdo, pois possuem orbitais pn antiligantes vazios, € um par de elétrons
capaz de formar ligacdes o fortes, estabilizando 0s ions metélicos em estado de
oxidacdo baixo (LEE, 1997, SANTIAGO, 2004).

Frente ao exposto, buscaremos neste trabalho, sintetizar complexos
de ruténio contendo ligantes fosfinicos, bipiridinicos e os bioligantes lapachol e

lausona, a fim de avaliar suas atividades bioldgicas frente a células tumorais.
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS
2.1- Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo geral sintetizar e caracterizar
complexos do tipo ruténio-naftoquinonas como possiveis candidatos a

metalofarmacos.

2.2- Objetivos especificos

1-  Sintetizar e  caracterizar complexos do  tipo
[Ru(L)(dppb)(N-N)]PFs em que L = lapachol ou lausona, N-N = 2 2’-bipiridina,
4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina, 1,10-fenantrolina e dppb = 1,4-

bis(difenilfosfina)butano;

2-  Sintetizar e  caracterizar complexos do  tipo
trans-[Ru(lau)(PPh3)2(N-N)]PFs onde lau = lausona, N-N = 2.2’-bipiridina,
4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina, 4,4’-dimetoxi-2,2’-bipiridina, 1,10-fenantrolina e
PPhs = trifenilfosfina;

3- Sintetizar e caracterizar o complexo cis-[Ru(PPhs),(lap)], lap =

lapachol e PPh; = trifenilfosfina;

4- Avaliar a atividade citotoxica dos complexos sintetizados nas
linhagens celulares adenocarcinoma de mama (MCF-7) e normal de fibroblasto
de camundongo (L929);

5- Avaliar a interacdo dos complexos com o DNA e BSA.
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CAPITULO 3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1- Obtencdo de atmosfera inerte

Todas as sinteses e analises eletroquimicas foram realizadas sob
atmosfera de argbnio. Esta foi obtida pela passagem de fluxo de argbnio por um
sistema de colunas contendo: silica gel, cloreto de calcio e catalisador do tipo
BTS-R-3-11 (Fluka Chemika), sendo que a ultima foi mantida a 60°C para o
catalisador permanecer ativado. Estes procedimentos foram necessarios para

desoxigenar e secar 0 gas comercial de procedéncia da AGA.
3.2- Solventes

Todos os solventes, Synth P.A. ou Merck P.A., passaram por
processos de purificacdo segundo os métodos usuais da literatura. Os principais
solventes utilizados foram: acetona, diclorometano, éter etilico, etanol, metanol,
tolueno e hexano. Os solventes deuterados utilizados foram, CDCl3-ds e DMSO-
ds.

3.3- Reagentes

Tricloreto de ruténio hidratado (RuCls.nH;0), trifenilfosfina (PPhs),
1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb), 2,2’-bipiridina (bipy), 4,4’-dimetil-2,2’-
bipiridina (mebipy), 4,4’-dimetoxi-2,2’-bipiridina (meobipy), 1,10-fenantrolina
(fen) de procedéncia Aldrich, foram utilizados sem qualquer purificagéo prévia.
O perclorato de tetrabutilamonio (PTBA), de procedéncia Fluka, foi utilizado na
preparacdo de solucdes 0,1 mol L™ em diclorometano, como eletrélito suporte

para os procedimentos de analise eletroquimica.
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3.4- Instrumentacao e conduta experimental

3.4.1- Analise elementar

A determinacdo do teor de carbono, hidrogénio e nitrogénio foi
realizada em um analisador CHN modelo EA 1108 da FISONS, no Laboratorio

de Microanalise do Departamento de Quimica da UFSCar.

3.4.2- Espectroscopia vibracional de absorcéo na regido do infravermelho
(1V)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos utilizando-
se um espectrofotometro Bomem-Michelson FT, modelo MB — 102, na regido
compreendida entre 4000 e 220 cm™. As pastilhas foram preparadas minutos

antes das analises utilizando KBr (Brometo de Potassio).

3.4.3- Eletroquimica

As medidas de eletroquimica (voltametria ciclica e voltametria de
pulso diferencial) foram feitas utilizando-se um potenciostato/galvanostato
Electrochemical Analizer, modelo BAS 100B. As medidas foram realizadas em
uma célula eletroquimica convencional de trés eletrodos: um eletrodo de
referéncia (Ag/AgCl), e eletrodos de trabalho e auxiliar de platina, mergulhados
em solucdo de eletrélito de PTBA (0,1 mol L™*em CH,Cl,).
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3.4.4- Condutimetria

As medidas de condutividade molar foram realizadas utilizando-se
um condutivimetro Meter Lab., modelo CDM230. As solugdes foram preparadas

em CH,Cl, na concentragdo de 10~ mol L2,

3.4.5- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

As medidas de Ressonancia Magnética Nuclear foram executadas
em um espectrometro BRUKER DRX 400 MHz pertencente ao Departamento
de Quimica da UFSCar. Os dados foram processados empregando-se software
XWIN — NMR versao 1.3, e ACDLABS 10.02. Na obtencéo dos espectros de
fésforo utilizou-se diclorometano como solvente na presenca de um tubo capilar

com agua deuterada (D,0).

3.4.6 — Difracéo de Raios X

Os experimentos de difracdo de raios X foram realizados pelo
Grupo de Quimica Inorganica Estrutural e Biologica do Instituto de Quimica de
Séo Carlos, pelo Msc. Murilo César Carroccia sob supervisdo do Prof. Dr.
Victor Marcelo Deflon. Os dados de difracédo de raios X foram coletados em um
difratdmetro Bruker APEX Il Duo com radia¢do de MoKa (A =0,71073 A), com
monocromador de grafite. As solucdes e refinamentos das estruturas foram
realizados utilizando-se os programas SHELXS97 (SHELDRICK, 2007) e
SHELXL97 (SHELDRICK, 1997). As posicdes dos atomos de hidrogénio foram
calculadas em posicoes idealizadas e tratados com a opgdo “riding model” do
programa SHELXL97.
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3.5- Sinteses dos complexos precursores de ruténio

3.5.1- Sintese do complexo [RuClz(PPhs)s]

O complexo [RuCl,(PPhs)s] foi sintetizado conforme descrito por
(STEPHESON e WILKINSON, 1966). Primeiramente, adicionaram-se
RuCl3.3H,0 (1,0 g; 4,82 mmol) em 200 mL de metanol deaerado que foram
refluxados por 15 minutos sob atmosfera de argbnio. A solucéo foi resfriada e
posteriormente, adicionaram-se trifenilfosfina (PPhs) (5,75g; 21,92 mmol). O
sistema foi mantido em refluxo por 3 horas. O produto marrom escuro formado

foi filtrado, lavado com metanol e seco sob vacuo. Rendimento 95,0%.

3.5.2- Sintese do complexo [RuClz(dppb)]2(n-dppb)

O complexo [RuCly(dppb)].(u-dppb) foi preparado segundo
procedimento descrito por (BRESSAN e RIGO, 1975). Para isso foi adicionado
o complexo [RuCl,(PPhs)s] (0,5 g; 0,52 mmol) e a 1,4-bis(difenilfosfina)butano
(dppb) (0,67 g; 1,57 mmol) em 200 mL de hexano deaerado. O sistema foi
mantido sob refluxo por 6 horas. O precipitado verde formado foi filtrado num
funil de placa sinterizada, lavado com hexano e seco sob vacuo. Rendimento
95,0%.

3.5.3- Sintese do complexo cis-[RuClz(dppb)(bipy)]

O complexo cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] foi sintetizado segundo
procedimento descrito por (QUEIROZ, et al. 1998). Para isso partiu-se do
complexo [RuCly(dppb)]2(u-dppb) (0,5 g; 0,31 mmol) e dois equivalentes de
2,2’-bipiridina (bipy) (0,096 g; 0,61 mmol), os quais foram adicionados em 400

mL de tolueno deaerado. A solucdo foi refluxada por 48 horas sob agitacdo
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magnética. O produto da reagéo foi filtrado, lavado com tolueno deaerado e seco
sob vécuo. Rendimento 85,0%. O mesmo procedimento foi realizado para 0s

precursores contendo a mebipy e fen.

3.5.4- Sintese dos complexos do tipo cis,trans-[RuClz(PPhs)2(N-N)]

O complexo cis,trans-[RuCl,(PPhs),(bipy)] foi sintetizado a partir
do complexo [RuCly(PPhs)s]. Em um baldo de duas bocas foram adicionados
(0,50 g; 0,52 mmol) do complexo [RuCl,(PPhs)s] em ~ 15 mL de diclorometano
deaerado. Em seguida, foram adicionados (0,09 g; 0,55 mmol) da bipy. A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo e atmosfera de argbnio por
aproximadamente 1 hora. Apés esse periodo reduziu-se o volume da solucao
para aproximadamente 2 mL e éter etilico deaerado foi adicionado para a
precipitacdo do produto. O precipitado foi filtrado, lavado com éter etilico e seco
sob vacuo. Rendimento 85%. O mesmo procedimento foi realizado para 0s

precursores contendo a mebipy, meobipy e fen. Rendimentos: 85-90%.

3.6- Sintese dos complexos do tipo [Ru(L)(dppb)(N-N)]PFs, onde L = lap ou
lau e N-N = bipy, mebipy e fen

O complexo [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs foi obtido a partir do
precursor cis-[RuCly(dppb)(bipy)]. Em um tubo Schlenk foi adicionado o
lapachol (20,00 mg; 0,16 mmol) em metanol (20 mL) e diclorometano (5 mL),
previamente deaerados. Posteriormente, foram adicionados 50 pL de
trietilamina e a solucdo que era amarela tornou-se vermelha. O complexo
cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] (50,00 mg; 0,13 mmol) e KPFs (25,00 mg; 0,27 mmol)
foram adicionados ao Schlenk. A solucdo que era vermelha tornou-se roxa. O
sistema foi mantido em agitacdo por aproximadamente 12 horas. O volume da

solucdo foi reduzido para aproximadamente 3 mL e mantido em agitacdo até a
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formacdo de um precipitado escuro. O precipitado foi filtrado e lavado com agua
destilada, éter etilico, e seco sob vacuo. O mesmo procedimento foi realizado
para 0s complexos com o0s precursores contendo a mebipy e a fen, e também

para os complexos contendo a lausona.

(1) [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs: Rendimento: 70% (49,69 mg);
(2) [Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFs: Rendimento: 73% (51,20 mg);
(3) [Ru(lap)(dppb)(fen)]PFs: Rendimento: 75% (52,67 mQ);

(4) [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs: Rendimento: 64% (42,53 mg);
(5) [Ru(lau)(dppb)(mebipy)]PFs: Rendimento: 80% (52,63 mg);
(6) [Ru(lau)(dppb)(fen)]PFs: Rendimento: 68% (44,79 mg).

3.7- Sintese dos complexos do tipo trans-[Ru(lau)(PPhs)2(N-N)]PFs, onde
N-N = bipy, mebipy, meobipy e fen

Os complexos contendo a lausona foram obtidos por meio da adicéo
da lausona (12,00 mg; 0,14 mmol) em uma mistura de metanol (15 mL) e
diclorometano (10 mL) deaerados. Em seguida, foram adicionados 50 pL de
trietilamina a solucdo. A solucéo de coloracdo amarela tornou-se vermelha pela
desprotonacdo da lausona. O complexo cis,trans-[RuCly(PPhs),(bipy)]
(50,00 mg; 0,12 mmol) e KPFs (21,00 mg; 0,23 mmol) foram adicionados. O
sistema foi mantido em refluxo por aproximadamente 12 horas. A solucdo de
coloracdo vermelha tornou-se azul escura. O volume foi reduzido para
aproximadamente 3 mL e foi mantida em agitacdo até observar a formacéo de
um precipitado de coloracdo escura. O precipitado foi filtrado, lavado com agua
destilada e éter etilico. O mesmo procedimento foi empregado para os demais
complexos com os precursores cis,trans-[RuCl,(PPhs).(mebipy)], cis,trans-
[RuCl,(PPh3),(meobipy)] e cis,trans-[RuCl,(PPhs),(fen)].
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(2) trans-[Ru(lau)(PPhs)2(bipy)]PFs: Rendimento: 77% (49,66 mg);

(2) trans-[Ru(lau)(PPhs).(mebipy)]PFs: Rendimento: 75% (48,02 mg);
(3) trans-[Ru(lau)(PPhs).(meobipy)]PFs: Rendimento: 80% (50,83 mg);
(4) trans-[Ru(lau)(PPhs).(fen)]PFs: Rendimento: 73% (46,14 mg).

3.8- Sintese do complexo cis-[Ru(PPhs)2(lap):]

Em um tubo Schlenk o lapachol (25,00 mg; 0,20 mmol) foi
dissolvido em uma mistura de etanol (20 mL) e diclorometano (5 mL)
previamente deaerados e, em seguida, foi adicionado trietilamina (50 pL). A
solucdo que inicialmente era amarela tornou-se vermelha. Feito isso, foi
adicionado o complexo precursor [RuCl,(PPhs)s] (50,00 mg; 0,20 mmol). A
solucdo passou de marrom para azul escuro. O diclorometano foi evaporado,
deixando a reacdo apenas em etanol. O sistema foi mantido em agitacédo e
atmosfera de argonio por aproximadamente 6 horas. O volume foi reduzido para
aproximadamente 3 mL e foi mantido em agitacdo até a formacdo de um
precipitado azul escuro, o qual foi filtrado, lavado com etanol gelado e seco sob
vacuo. cis-[Ru(PPhs),(lap).]: Rendimento 65 % (37,55 mg).

3.9- Estudos de interacdo com o DNA — Titulacdo Espectroscépica

Inicialmente preparou-se uma solucdo de DNA pela adicdo de
aproximadamente 40 mg de ct-DNA (calf thymus) (Sigma Aldrich) em 20 mL
de tampao Tris-HCI (4,5 mmol L™ de Tris HCI, 0,5 mmol L™ de Tris base e
50 mmol L' de NaCl) num pH de 7,4. A concentracdo exata do ct-DNA foi
determinada por espectroscopia na regido do UV-vis. Em uma cubeta contendo
apenas o tampéo (2000 pL) foram adicionados 80 pL da solucdo de ct-DNA e
realizada a medida. Sabe-se que a absortividade molar do ct-DNA em 260 nm é

6600 mol* cm™ L. Assim, conhecendo-se a absorbancia e a absortividade molar
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em 260 nm, e o caminho oOptico (b = 1 cm), determinou-se a concentracéo do ct-

DNA por meio da lei de Lambert-Beer:

Aye0= €260 X b x C

As titulacOes foram realizadas empregando-se duas cubetas: na
cubeta 1 foram adicionados 1500 pL de tampédo Tris e 500 uL de DMSO,
correspondendo ao branco e na cubeta 2 foram adicionados 1500 pL de tampéo
Tris e 500 pL da solucdo de complexo em DMSO (em uma concentracdo que
ndo ultrapasse a Lei de Lambert-Beer). Feito isso, foram realizadas sucessivas
adicdes de 20 pL de ct-DNA em ambas cubetas. As solugfes foram
homogeneizadas por cerca de 1 minuto, e, em seguida, registrado o espectro.

Vale ressaltar que neste caso o ct-DNA foi adicionado tanto no
branco como na amostra para garantir que toda a variacdo espectral observada
fosse oriunda da interacdo do complexo com o ct-DNA. Alem disso, 0 DMSO
foi adicionado ao branco para descontar qualquer possivel interacdo que ele

apresente com o ct-DNA.

3.10- Estudos de interacdo com a BSA

O estudo de interacdo dos complexos sintetizados com a BSA foi
realizado por meio da medida de supressdao da fluorescéncia dos residuos
triptofano. Para isso foi empregado uma solucdo 2,5 umol L™ de BSA em
tampdo Tris pH 7,4. A extingdo da intensidade de emissdo dos residuos de
triptofano em 340 nm (comprimento de onda de excitacdo 280 nm) foi
monitorada utilizando os complexos como supressores em diferentes
concentragdes (2-60 umol L), solubilizados em DMSO.

Os experimentos foram realizados em triplicata empregando uma

placa opaca de 96 pocos. Em cada pogo foram adicionados 180 pL de BSA e
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20 pL de solucdo do complexo. As medidas foram efetuadas em um fluorimetro

SpectraMax M3 nas seguintes temperaturas: 22 e 37°C.

3.11- Testes Biologicos — Avaliagédo da citotoxicidade

Os complexos sintetizados foram avaliados quanto a capacidade de
inibir o crescimento de células de adenocarcinoma humano de mama MCF-7
(ATCC HTB-22) e células normais de fibroblasto de camundongo L229 (ATCC
CCL-1).

As células foram cultivadas como cultura de monocamada aderente
em meio DMEM para o caso da L929 e RPMI no caso da MCF-7, suplementado
com soro fetal bovino (FBS) 10%. Penicilina e estreptomicina (100 pg mL™")
foram usadas como antibidticos. As culturas foram mantidas a 37 °C, em
atmosfera umidificada contendo 5% de CO,. Para a realizacdo dos ensaios de
citotoxicidade, as células foram tripsinizadas para a contagem e ajuste da
concentracdo de células. Em seguida, aplicou-se as células em placas de cultura
de 96 pocos (estéril) (densidade de células 1,5 x 10%) (Figura 3.1). As placas
foram armazenadas em estufa (37 °C/ 5% CO,) por 24 h para a adeséo celular.
Apobs este tempo os complexos em diferentes concentracdes (50 — 0,003 uM)
foram adicionados a placa e a mesma foi novamente mantida na estufa por 48
horas.

Apbs este periodo, retirou-se todo o meio de cultura das placas e
lavou-se duas vezes com PBS (estéril) e, em seguida, adicionou-se 50 uL de
MTT (0,5 mg mL™'). As mesmas foram deixadas em estufa por um periodo de 3-
4 horas e adicionou-se isopropanol para solubilizar os cristais formados. Neste
periodo de incubacdo o MTT € reduzido pela dehidrogenase mitocondrial e
assume-se que a viabilidade celular (correspondente a atividade redutiva) é
proporcional a producdo de cristais de formazan (violeta) que, depois de
solubilizado, é medido espectrofotometricamente (MOSMANN, 1983). A
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densidade oOptica (absorbancia dos pocos) foi medida em um leitor de
microplacas a 540 nm. Para verificar o efeito do solvente DMSO, controles

adicionais receberam 0,5% deste solvente.

Células Complexo MIT
+ +
24h 43 h 3h

FIGURA 3.1 - Representagéo do teste de citotoxicidade.

Isopropanol 540 nm

AT

30 min'
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Resultados e Discussdo - SERIE 1

4.1.1- Sintese dos complexos de formula geral [Ru(L)(dppb)(N-N)]PFs, onde
L = lap ou lau e N-N = bipy, mebipy e fen

Os complexos contendo lapachol (lap) ou lausona (lau) foram
obtidos partindo-se de precursores de formula geral cis-[RuCly(dppb)(N-N)],
pela substituicdo dos ligantes cloretos pelo lap ou lau conforme descrito no
Esquema 4.1. Foram empregados trés ligantes bipiridinicos diferentes a fim de

avaliar a relagéo entre a estrutura e atividade dos complexos.

(H)
8 1 OH

6 10 3 12 _14
\5/ \ﬁ/ ~q1 \‘13
LN 6 s N TP
,,,, ." K OU P’/ ‘ W
/ ~ + —_— > Ru
P ‘ Cl 8 L oH KPFg p ‘ >0
6 10
\5/ \ﬁ/
(@]

N-N = 2,2'-bipiridina, 4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina e 1,10-fenantrolina
P-P = 1,4-bis(difenilfosfina)butano
0-0 = lapachol ou lausona

ESQUEMA 4.1 - Rota sintética para obtencdo dos complexos contendo lap ou lau.
4.1.1.1- Conduténcia molar e anélise elementar

As medidas de condutividade molar dos complexos foram
realizadas em CHCl; e os resultados obtidos indicaram que os complexos séo
eletrélitos 1:1 (faixa CH,Cl, 1:1 = 12 — 77 ohm™ cm? mol™) (VELHO, 2006).
Isso indica a formacgdo de complexos idnicos com a presencga do contra ion PFs,

pois o lap e a lau encontram-se coordenados na forma anibnica devido a
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desprotonacdo da hidroxila do grupamento fendlico. Os dados encontrados estéo

dispostos na Tabela 4.1.

TABELA 4.1 - Dados de condutividade molar em CH2Cl> dos complexos sintetizados

COMPLEXOS (ohm‘Blrc?r:;:(r)nol‘l) (;ﬁgfrinvzi?naﬂi)
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs 0,027 44,13
[Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFs 0,034 45,57
[Ru(lap)(dppb)(fen)]PFs 0,041 47,46
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs 0,031 44,93
[Ru(lau)(dppb)(mebipy)]PFs 0,033 47,56
[Ru(lau)(dppb)(fen)]PFs 0,042 44,77

*Concentracdo dos complexos: 1,0 x 10~ mol L2,

Os dados de analise elementar (% C, H e N) dos complexos estédo
de acordo com as composi¢Oes esperadas. Vale ressaltar que em alguns
complexos foram observadas a presenca de moléculas de solventes em suas

estruturas. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.2.
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TABELA 4.2 - Dados percentuais para os teores de C, H e N, tedricos e experimentais, para
0s complexos sintetizados

ANALISE ELEMENTAR

COMPLEXOS 0C % M % N
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs
Cs3HagFsN20sP3Ru .0,8 CH30H.0,2 CHCl; (56,68) 57,12 (4,53) 4,21 (2,45 252
[Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFs
CoHoFN2OsPIRU (60,16) 60,09  (4,87) 5,17 (2,55) 2,64
[Ru(lap)(dppb)(fen)]PFs
CssHa9FeN2O3P3RU .1H,0 (59,41) 59,36  (4,62) 4,56 (2,52) 2,63
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs
CasHa1FsN2O3PsRu .0,3 CHCl» (53,14) 53,36 (3,95) 3,80 (2,51) 2,62

[Ru(lau)(dppb)(mebipy)]PFs
CooHaeFeNsOsP3RU 0.8 CHACl, (56,01) 55,77  (4,30) 4,03 (2,58) 2,70
[Ru(lau)(dppb)(fen)]PFs

e A NoOSPRY 1CHCl, (58,36) 57,90  (4,80)4,29  (2,65)2,78

*Valores tedricos estdo entre parénteses.

4.1.1.2- Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram obtidos
em pastilhas de KBr e as atribui¢cdes foram realizadas por meio de comparagdes
dos espectros dos ligantes livres, precursores e dados da literatura.

Os ligantes lap e lau livres apresentam estiramentos v(C1=01) e
v(C4=03) em torno de 1640 e 1680 cm™, respectivamente. Na Tabela 4.3 é

apresentada a tentativa de atribuicdo das principais bandas dos ligantes.
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TABELA 4.3 - Atribui¢bes das principais bandas de absor¢do na regido do infravermelho
para o lap e a lau, obtidos em pastilhas de KBr

Atribuicoes lap (cm™) lau (cm™)
v O-H 3354 F 3180 F
vC-H 2974 m -
v C1=01 1643 F 1640 F
v C4=03 1662 F 1679 F
v C2=C3 1592 F 1594 F
v C2-02 1050 F 982 F
Vass C—H 2911f -
vs C—H 2854 f -
vass grupo CHs (C14 e C15) 2970 m -

F- forte; m- média; f- fraca; v - designa uma vibracdo de estiramento.

Quando complexado observou-se um deslocamento e a auséncia de
algumas bandas referentes aos ligantes. Os Unicos pontos de coordenacdo do lap
e da lau séo pela carbonila C1 e pela hidroxila. Nos espectros de infravermelho
dos complexos foi observada a auséncia da banda referente ao estiramento
v(O-H), e o deslocamento do estiramento C1=01, indicando a coordenacdo por
estes pontos.

Para o complexo [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs (Figura 4.1) foi
observado que o estiramento da carbonila v(C1=01) deslocou para frequéncia
mais baixa (passou de 1643 cm™' para 1548 cm™'), condizente com a diminuicédo
da ordem de ligacdo apds a coordenacdo. Em 1098 cm™ é observada a banda
referente ao estiramento de ligacdo v(C2-02). Essa banda sofreu um
deslocamento para frequéncia mais alta devido ao maior efeito ressonante entre
as ligacbes C1=01 e C2-02 apos a coordenacdo (CARUSO et. al., 2009). Em
847 e 558 cm™ sdo observadas bandas referentes ao contra-ion PFs. Em 703
cm? é observada uma banda que pode ser atribuida a deformacdo do anel

piridinico da bipy. Em 517 e 433 cm™ sdo observadas duas bandas que podem
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ser atribuidas a ligacdo v(Ru—O) e v(Ru—N), respectivamente (NAKAMOTO,

2009).
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FIGURA 4.1 - Espectro de absorcéo na regido do infravermelho do ligante lap e do complexo
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs, em pastilhas de KBr.

Todos os complexos apresentaram comportamento semelhante e na

Tabela 4.4 sdo mostrados 0s principais estiramentos observados para 0s
complexos [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs € [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs.
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TABELA 4.4 - AtribuicOes dos principais estiramentos observados para os complexos (1)
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFes, (2) [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs e os ligantes lap e lau

Atribuicdes 1) (2) lap lau
v(C1=01) 1548 1581 1643 1640
v(C4=03) 1603 1619 1662 1679
v(C2-02) 1098 1006 1050 982

v(C—H) 2907 2921 2906 -
v(Ru-N) 433 427 - -
v(Ru-0) 517 515 - -

v PF¢ 847 e 558 840 e 556 - -

Na Figura 4.2 é mostrado o espectro de absorcdo na regido do

infravermelho para o complexo [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs € do ligante lau livre.

Os espectros para 0os demais complexos da série se encontram no apéndice.
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FIGURA 4.2 - Espectro de absorcéo na regido do infravermelho do ligante lau e do complexo
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs, em pastilhas de KBr.
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4.1.1.3- Espectroscopia eletronica na regido do ultravioleta e visivel

Os espectros de absorcdo eletronica na regido do ultravioleta e
visivel foram realizados com o intuito de avaliar os tipos de transicdes existentes
nos complexos e nos ligantes lap e lau. Na Figura 4.3 sdo apresentados o0s

espectros obtidos para os ligantes lap e lau.

104 (A) —— 53,1 umolL”’ 10/(B) —— 43,2 umol L
—— 39,9 umolL” —— 34,8 ymol L
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FIGURA 4.3 - Espectro de absorcao eletronica na regido do UV-vis para os ligantes (A) lau e
(B) lap, em DMSO.

Os espectros apresentaram bandas intensas em 280 e 332 nm, para 0
caso da lau e bandas em 280, 334 e 396 nm para o lap, as quais sdo referentes as
transices m — m* dos anéis aromaticos. A banda em 268 nm observada no
espectro do lap ndo foi atribuida, pois provavelmente se deve a absorcdo do
solvente. A banda do solvente no espectro da lau encontra-se sobreposta com a
banda em 280 nm.

Na Figura 4.4 sdo apresentados 0s espectros para 0os complexos
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs em DMSO. Os espectros

para os demais complexos se encontram no apéndice.



Oliveina, K. M. Resultados e Discussio 36

1.0

-1
1.0 (A) — 34,8 [,LI"nO“_-1 ] (B) _ 26,2 umo"_"l
] — 26,2 pmou__l 0.8 —— 17,6 ymolL™
o5 ——176pmoll”) ) [ ]884umolL”
s —— 8,84 ymolL S 06l —— 4,43 ymolL™*
& S
2 2
6 o
@ 3
< <

300 400 - 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.4 - Espectro de absorcédo eletrdnica na regido do UV-vis para os complexos (A)
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFe e (B) [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs, em DMSO.

De acordo com a literatura complexos do tipo [RuCl,(dppb)(N-N)]
apresentam bandas de transferéncia de carga metal ligante (MLCT) dng, —
T* mwipy), NA regido compreendida entre 320 e 600 nm e bandas na regido de 290 e
300 nm que sé@o provenientes de transi¢cbes 1 — 7©* dos ligantes (SANTIAGO,
2004).

Os espectros eletrébnicos na regido do UV-vis desta série de
complexos sdo semelhantes entre si e apresentam misturas de bandas na regiéo
de 300 nm, que sdo referentes as transicbes m — =* dos ligantes lap, lau,
bipiridinas e dppb.

Na regido de 400 nm foram observadas as transi¢fes das bandas
MLCT, as quais referem-se a transi¢des dos orbitais dng,— 3pc*dnpifosting €
dtry— TT* (ligantes bipiridinicos, lap ¢ lau), SODrepostas com bandas IL.

As bandas provenientes de transi¢des d-d possuem baixos valores
de coeficientes de extingdo molar e sdo facilmente encobertas por outras bandas,
por isso ndo foram claramente detectadas para estes complexos, sendo entdo
atribuidas juntamente com as bandas IL e MLCT.

Na regido em torno de 260-270 nm foram observadas bandas que
provavelmente se trata de bandas de absorcdo do solvente, por isso ndo foram

atribuidas.
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Foram observadas bandas alargadas em torno de 500 nm que séo
atribuidas a transi¢cbes n — m* caracteristicas de complexos contendo quinonas,
as quais s3o responsaveis pela coloracio roxa escura dos complexos (FARFAN
et. al.,, 2009; SINGH, et. al.,1968). Para comprovar a atribuicdo desta banda
registrou-se um espectro de UV-vis dos ligantes lap e lau protonados e

desprotonados, e os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 4.5.
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FIGURA 4.5 - Espectro de absorcao eletronica na regido do UV-vis para os ligantes (A) lap e
(B) lau, protonados e desprotonados, em DMSO.

Os ligantes lap e lau desprotonados apresentam uma banda intensa e
alargada em torno de 500 nm. Antes da desprotonacao os ligantes apresentam
uma coloracdo amarela e ap0os a desprotonacdo, tornaram-se vermelhos. Sendo
assim, essa transicdo em 500 nm € responsavel pela cor observada nos ligantes
desprotonados. Como nos complexos os ligantes encontram-se desprotonados,
pode-se entdo inferir que a banda alargada na regido de 500 nm tem contribuicéo
dos ligantes lap e lau.

Na Tabela 4.5 sdo apresentados os dados de absortividade molar (g)
para 0s complexos e os ligantes lap e lau, bem como uma tentativa de atribuicédo
das bandas. Os valores de absortividade molar foram calculados pela lei de

Lambert-Beer.
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TABELA 4.5 - Dados de absortividade molar (¢) e tentativa de atribui¢ao das bandas

Complexos Mnm) g (molZcmIL) Transicao
280 2,14 x 10* IL7t— n*
lau 332 5,68 x 10° IL 7w — *
lau desprotonada 487 3,07 x 10* n— n*
280 1,72 x 10* ILt— n*
lap 334 4,23 x 108 IL & — n*
396 1,74 x 103 ILt— n*
lap desprotonado 521 6,86 x 10* n— 1*
300 2,94 x 10* T — >
. 416 3,66 x 10° ILe MLCT
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFe 486 520 x10° IL, MLCT & n — ¥
678 3,60 x 10° IL, MLCT, d-d e n — m*iap)
) 304 3,16 x 10* T — T*
[Ru(lap)(dppb)(mebipy)PFe 550 4,44 x 10° IL, MLCT, n— m*ap) € d-d
296 ombro T — m*
[Ru(lap)(dppb)(fen)PFs 407 6,30 x 103 ILe MLCT
476 5,57 x 10° IL, MLCT, N — m*ap € d-d
296 3,58 x 10* T — T*
[Ru(lau)(dppb)(bipy)PFs 415 4,57 x 103 IL e MLCT
516 4,96 x 10 IL, MLCT, N — m*ay € d-d
) 293 3,78 x 10* T — T
[Ru(lau)(dppb)(mebipy)PFs o0 5,31 x 10° IL, MLCT, n — 7% ay € d-d
296 ombro T — T*
[Ru(lau)(dppb)(fen)PFs 370 7,84 x 103 ILe MLCT
496 5,72 x 10° IL, MLCT, n — ©*(ay € d-d

4.1.1.4- Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

O espectro de RMN 31P{*H} do precursor cis-[RuClx(dppb)(bipy)]
(Figura 4.6) apresenta dois dubletos em & 42,19 ppm e & 30,43 ppm,
evidenciando a formacdo do isbmero cis, com uma constante de acoplamento de
2) = 32,64 Hz, condizente com um sistema AX. Os demais precursores contendo
a mebipy e a fen também apresentam dubletos com deslocamentos quimicos em

torno de 6 30 e 5 42 ppm.
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FIGURA 46 - Espectro de RMN 3*P{!H} para o complexo precursor
cis-[RuClz(dppb)(bipy)], em CH.Cl»/D-0.

Os espectros de RMN *'P{*H} dos complexos contendo o lap e a
lau também apresentaram dois dubletos mostrando a ndo equivaléncia dos
atomos de fésforo do ligante bifosfinico. No entanto foram observados
deslocamentos dos sinais para regides de maiores frequéncias em relacdo aos
precursores. 1sso ocorre porque os ligantes lap e lau desblindam mais
eficientemente os atomos de fosforo do que os cloretos, ou seja, os fosforos se
encontram menos protegidos.

Na Figura 4.7 é apresentado o espectro de RMN 3!P{*H} para o
complexo [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs em CH.CIl./D,O, o qual apresentou
deslocamentos quimicos em & 47,69 e & 44,51 ppm. Todos 0s espectros
apresentam heptetos em —144 ppm correspondentes ao atomo de fosforo do
contra ion PFg. Os espectros dos demais complexos da série se encontram no

apéndice.
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FIGURA 4.7 - Espectro de RMN 3'P{*H} para o complexo [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs, em
CH2ClI,/D.0.

O dubleto de menor frequéncia (6 44,51 ppm) pode ser atribuido ao
atomo de fosforo trans ao nitrogénio da bipy, enquanto o dubleto em
o 47,69 ppm é referente ao atomo de fosforo trans ao oxigénio da carbonila. 1sso
de fato pode ser relacionado a diferenca entre os sinais do precursor e do
complexo contendo o lap. No precursor o dubleto observado em 6 30,43 ppm é
referente ao atomo de fosforo trans ao cloro, enquanto que o dubleto em 6 42,19
ppm € do atomo de fosforo trans ao nitrogénio da bipy (SANTIAGO, 2004).
Diante disso pode-se inferir que o dubleto em & 44,51 ppm é referente ao fosforo
trans ao nitrogénio da bipy, pois 0 mesmo néo sofreu alteracdes significativas
(passou de 42,19 ppm para 44,51 ppm). O dubleto em o6 47,69 ppm pode ser
atribuido ao atomo de foésforo trans a carbonila do lap, pois foi observado o
maior deslocamento para este sinal (passou de 6 30,43ppm para 6 47,69 ppm).

Com isso pode-se dizer que o atomo de fosforo que gera o dubleto
de maior frequéncia sofre maior influéncia da coordenacéo do lap do que aquele
trans ao nitrogénio da bipy, pois um dos atomos de fosforo continua trans ao

atomo de nitrogénio da bipy, enquanto o outro ndo. Os demais complexos
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apresentaram resultados semelhantes e os dados de deslocamentos quimicos e

constantes de acoplamento para os complexos séo apresentados na Tabela 4.6.

TABELA 4.6 - Dados de & ¢ J para os complexos contendo lap e lau, em CH2Clo/D20

Complexo 3 (ppm) 2Jpp (Hz)
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFe 47,69 e 44,51 34,91
[Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFs 48,62 e 44,90 35,07
[Ru(lap)(dppb)(fen)]PFe 47,89 e 45,21 35,32
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs 47,30 e 44,64 34,75
[Ru(lau)(dppb)(mebipy)]PFs 48,03 e 44,89 34,83
[Ru(lau)(dppb)(fen)]PFs 47,45 e 45,30 34,99

O espectro de RMN 'H dos complexos obtidos em DMSO-dg
apresentaram sinais caracteristicos dos ligantes lap e lau, evidenciando a
coordenacdo dos mesmos. O sinal referente ao préton do grupo C2—-OH dos
ligantes lap e lau livres ndo foram observados nos espectros dos complexos
devido a desprotonacdo do referido grupo por trietilamina e subsequente
coordenacgdo ao ion metalico Ru?*. Na Figura 4.8 e 4.9 sdo apresentados 0s
espectros de RMN 'H dos ligantes lap e lau livres. Os sinais foram atribuidos

com base nos espectros de *H e COSY, os quais se encontram no apéndice.
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FIGURA 4.8 - Espectro de RMN H do lap, em DMSO-ds.
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FIGURA 4.9 - Espectro de RMN H da lau, em DMSO-ds.

Os espectros de RMN *'H dos complexos contendo lap e lau se
mostraram bastante similares, tendo em vista que todos apresentam um ligante

bifosfinico, um ligante bipiridinico substituido e o lap ou a lau. Nas Figuras 4.10

e 411 sédo apresentados 0s  espectros para 0SS  complexos
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[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs com a atribuicdo de alguns
sinais referentes aos protons dos ligantes lap e lau. Os demais sinais nao
puderam ser atribuidos individualmente tendo em vista a complexidade
estrutural dos complexos, principalmente na regido dos aromaticos. No entanto,
o0 valor das integrais corresponde com as estruturas esperadas. Os espectros de

RMN *H dos demais complexos encontram-se no apéndice.
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FIGURA 4.10 - Espectro de RMN *H do complexo [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs, em DMSO-ds.
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FIGURA 4.11 - Espectro de RMN *H do complexo [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs, em DMSO-ds.

E possivel observar nos espectros de RMN 'H dos complexos
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs sinais caracteristicos dos

ligantes lap e lau, como os sinais das metilas (H4 e Hs) e de um préton da cadeia

alifatica do lap (H.). No espectro do complexo [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs €

possivel observar o sinal do préton Hs; do anel da lau. Nos dois casos ndo foi

observado o sinal do préton H; da hidroxila, tendo em vista a coordenacao por

este ponto.

Nas Figuras 4.12 e 4.13 sdo apresentados o0s espectros de RMN

BC{*H} do lap e da lau com as devidas atribuicdes, as quais foram realizadas

por correlacdo direta e indireta dos prétons com os carbonos nos espectros de

HSQC e HMBC.
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FIGURA 4.12 - Espectro de RMN ¥C{*H} do lap, em DMSO-ds.
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FIGURA 4.13 - Espectro de RMN *C{*H} da lau, em DMSO-ds.

Nos espectros de RMN C{*H} dos complexos foram observados
sinais referentes aos ligantes lap e lau, indicando a coordenacdo. Na Figura 4.14

é apresentado o espectro de RMN BC{!H} para o complexo
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[Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFs com atribuicio de apenas alguns carbonos
referentes ao ligante lap. A atribuicdo de todos os sinais ndo foi possivel em
virtude do elevado namero de sinais sobrepostos, provenientes dos varios grupos
aromaticos presentes no complexo. Os espectros para 0s demais complexos séo

apresentados no apéndice.

195.481
180.404
168.552
159.325
158.063
155.138
150.334
149.538
147.278
127 481
127.397
126.388
124.969
122.162
54.889
37 7oA
/— 27.478
A 25603
o 24.981
\: 22.191
21.966
20417
18.002

—
L

T
\

200 150 100 50 0
opm (t1)

FIGURA 4.14 - Espectro de RMN C{*H} do complexo [Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFs, em
DMSO-ds.

Na Tabela 4.7 é possivel observar os principais deslocamentos

quimicos para 0 RMN *C{*H} dos ligantes livres, bem como para os complexos
[Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFs e [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs.
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TABELA 4.7 - Deslocamentos quimicos de RMN BC{'H} dos ligantes lap, lau e dos
complexos (1) [Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFs e (2) [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs, em DMSO-de

. o ppm
Ligacoes
lap lau 1) @)
Cl1=01 181,05 181,19 195,48 195,46
C2-02 155,02 159,56 168,55 168,53
C4=03 184,16 184,55 180,40 180,40

No espectro mostrado na Figura 4.14 e da Tabela 4.7 observa-se um
deslocamento do sinal do carbono C1 para regides de maior frequéncia,
passando de 181 para 195 ppm, aproximadamente. O mesmo foi observado para
0 carbono C2, que passou de aproximadamente 159 ppm para 168 ppm. Tal fato
esta relacionado com a mudanca de densidade eletronica nos atomos de carbono
Cl e C2. Com a coordenacdo do oxigénio ao fon metalico Ru?* ocorre uma
diminui¢do de densidade eletronica no carbono C1 da carbonila e no carbono
C2, deixando os mesmos mais desblindados, deslocando seus sinais para regides
de maior frequéncia. No caso do C4 foi observado um deslocamento para regido
de menor frequéncia, isso acontece porque com a coordenagdo ocorre uma
redistribuicdo eletrénica no anel por onde ocorre a coordenacdo, tornando o
carbono C4 mais blindado, e consequentemente seu deslocamento para regido de
menor frequéncia. O mesmo comportamento foi observado para os demais
complexos, devido a similaridade estrutural dos mesmos (KANDIOLLER et.
al., 2013).

Para confirmar a atribuicdo dos sinais dos carbonos mostrados na
Figura 4.14, foi realizada uma correlacdo indireta dos prétons e carbonos no

espectro de HMBC mostrado na Figura 4.15.
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FIGURA 4.15 - Espectro de RMN de HMBC do complexo [Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFs, em
DMSO-de.

De acordo com a Figura 4.15, foi possivel distinguir o sinal das
carbonilas C1 e C4 pela diferenga existente em suas vizinhancas. A carbonila C4
acopla com o Hs e Hg, enquanto a carbonila C1 acopla com Hy. De acordo com o
espectro foi possivel constatar que o carbono que mais se deslocou trata-se do

carbono C1, confirmando as atribui¢des realizadas.

4.1.1.5 - Estudo eletroquimico

Os voltamogramas ciclicos e de pulso diferencial dos complexos
foram avaliados em solucédo de CH,Cl, (1,0 x 1072 mol L™! de PTBA). A partir
dos dados eletroquimicos foi possivel observar um deslocamento dos potenciais
de oxidacdo Ru"'/Ru'" para regides mais positivas, se comparado com o0s
potenciais dos respectivos precursores. Isso de fato esta relacionado com a
substituicdo de dois cloretos nos precursores pelos ligantes lap ou lau. Os

cloretos séo bons doadores ¢ e &, enquanto os atomos de oxigénio dos ligantes
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lap e lau apresentam fraco carater doador de densidade eletronica. Dessa forma
ocorrera uma diminuicdo da densidade eletrénica do ruténio, conduzindo a um
aumento do potencial de oxidagdo. Vale ressaltar que a substituicdo de um ou
dois 4&tomos de cloro por um ligante qualquer que tenha a capacidade de deixar o
centro metalico mais deficiente em elétrons, seja por efeito de retrodoacdo ou
pela menor capacidade de doacdo o e m, acarretara um aumento do potencial de
oxidacéo do centro metélico.

Nas Figuras 4.16 e 4.17 é observado o processo de oxidacdo
Ru'"'/Ru" para 0s complexos [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs e
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs, em 1166 e 1279 mV, respectivamente. No complexo
precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)]PFs € observado um processo reversivel de

oxidacdo Ru''"/Ru", em 600 mV.
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FIGURA 416 - (A) Voltamograma ciclico e (B) de pulso diferencial do
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs em 0,1 mol Lt de PTBA, em meio de CH:Cl..
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FIGURA 4.17 - (A) Voltamograma ciclico e (B) de pulso diferencial para o complexo
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs em 0,1 mol L~ de PTBA, em CH.Cl..
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Na Tabela 4.8 sdo apresentados os potencias de oxidagdo para os

complexos contendo lap ou lau.

TABELA 4.8 - Potenciais de oxidacdo Ru''"/Ru'" para os complexos contendo lap e lau

Complexo Eox. (MV)
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs 1166
[Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFes 1183
[Ru(lap)(dppb)(fen)]PFs 1229
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs 1279
[Ru(lau)(dppb)(mebipy)]PFs 1219
[Ru(lau)(dppb)(fen)]PFs 1230

A fim de verificar se a irreversibilidade apresentada nos
voltamogramas é devido a labilizacdo dos ligantes (lap ou lau), registrou-se um
voltamograma em acetonitrila, pois sabe-se que este € um solvente coordenante,
e caso o ligante seja labilizado, pode ocorrer a coordenacéo da acetonitrila e um
novo processo de oxidacdo ser observado. Na Figura 4.18 é observado o

voltamograma  registrado em  acetonitrila  para 0  complexo
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs.
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FIGURA 4.18 - Voltamograma ciclico para o complexo [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs em
0,1 mol Lt de PTBA, em meio de acetonitrila
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De acordo com o voltamograma da Figura 4.18 nenhum novo
processo foi observado, ou seja, ndo ocorre a perda do ligante. Dessa forma
provavelmente a irreversibilidade apresentada se deve a processos de oxidacgéo

do ligante, gerando uma nova espécie.

4.1.1.6 - Difracao de raios X

As estruturas dos complexos desta série foram confirmadas pela
analise de difracdo de raios X. Foram obtidos cristais dos complexos
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs, [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(lau)(dppb)(fen)]PFe
por meio da difuséo lenta, onde os complexos foram solubilizados em CH,Cl, e
eter etilico foi utilizado como solvente exterior.

As observacdes realizadas por meio das técnicas de condutividade,
analise elementar e espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho
foram confirmadas mediante as estruturas de raios X dos complexos. Os
complexos apresentaram estruturas octaedricas distorcidas. Os ligantes lap e lau
se coordenaram de forma bidentada ao centro metélico, com o atomo de
oxigénio da carbonila em posicdo trans ao atomo de fosforo e o atomo de
oxigénio da hidroxila, trans ao &tomo de nitrogénio dos ligantes bipiridinicos.

Na Figura 4.19 sdo apresentadas as estruturas cristalinas dos

complexos.
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FIGURA 4.19 - Estruturas cristalinas dos complexos (A) [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs, (B)
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs e (C) [Ru(lau)(dppb)(fen)]PFe. Todos apresentam uma molécula de
CH2Cl: e o contra ion PFg™, que foram omitidas.

Os parametros cristalograficos de refinamento das estruturas estdo
apresentados no apéndice. Os dados de valores de distancias [A] e angulos [°] de
ligacéo para os complexos [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs

sdo mostrados na Tabela 4.9.
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TABELA 4.9 - Principais distancias [A] e angulos [°] de ligacdo para o complexo precursor
(1) cis-[RuClx(dppb)(bipy)] e os complexos (2) [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs e (3)
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs

Ligactes (1)* [A] Ligactes 2) [A] Ligactes (3) [A]
01-C30 1,249 01-C29 1,245
02-C29 1,300 02-C30 1,293
03-C37 1,234 03-C32 1,246
Ru-Cl1 2,484 Ru-O1 2,168 Ru-01 2,161
Ru-ClI2 2,428 Ru-02 2,088 Ru-02 2,101
Ru-P1 2,279 Ru-P1 2,279 Ru-P1 2,294
Ru-P2 2,331 Ru-P2 2,308 Ru-P2 2,321
Ru-N1 2,088 Ru-N1 2,097 Ru-N1 2,070
Ru-N2 2,097 Ru-N2 2,077 Ru-N2 2,097
LigacOes @*I°] Ligacdes @[] LigacOes 3 [°]
CI(1)-Ru-CI(2) 91,8(1) N(1)-Ru-0(2)  164,75(7) | N(1)-Ru-0(2)  165,16(11)
CI(1)-Ru-P(2) 92,8(1) O(2)-Ru-N(2)  87,84(7) 0(2)-Ru-N(2) 85,67(8)
CI(1)-Ru-N(2) 81,3(2) N(1)-Ru-O(1)  95,55(7) N(1)-Ru-O(1) 94,49(10)
CI(2)-Ru-P(2) 86,5(1) O(2)-Ru-O(1)  76,49(6) 0(2)-Ru-0(1) 76,27(10)
CI(2-Ru-N(2)  166,6(2) N(@2)-Ru-O(1)  84,37(7) N(2)-Ru-O(1) 85,63(11)
P(1)-Ru-N(1) 91,6(3) N(1)-Ru-P(1)  89,95(6) N(1)-Ru-P(1) 87,22(8)
P(2)-Ru-N(1) 174,3(3) O(2)-Ru-P(1)  97,38(5) 0(2)-Ru-P(1) 101,46(7)
N(1)-Ru-N(2) 76,7(3) O(1)-Ru-P(1)  173,53(4) O(1)-Ru-P(1) 176,63(8)
N@2)-RuP(@2)  171,28(6) | N(2)-Ru-P(2) 173,98(9)

*(QUEIROZ et.al., 1998)

No complexo precursor cis-[RuCly(dppb)(bipy)] observa-se que as
distancias Ru-ClI2 trans N1 e Ru-Cl1 trans P1 sdo 2,428 e 2484 A,
respectivamente. No complexo contendo o lap as distancias Ru-O2 trans N1 e
Ru-O1 trans P1 sdo 2,088 e 2,168 A, respectivamente. Nota-se que com a
substituicdo dos cloretos pelo lap ocorre uma diminuicdo nestes comprimentos
de ligacdo, indicando o efeito retirador de densidade eletronica do lap. O mesmo
comportamento foi observado para os complexos [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs €
[Ru(lau)(dppb)(fen)]PFe.
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Na Figura 4.20 é observada a estrutura de raios X para os ligantes
lap e lau, e na Tabela 4.10 s&o apresentadas as principais distancias de ligacéo

para 0S mesmaos.

A)

FIGURA 4.20 - Estrutura de raios X para o ligante (A) lap e (B) lau (LARSEN et. al., 1992;
TODKARY et. al., 2006).

TABELA 4.10 - Principais distancias de ligacdo [A] para os ligantes lap e lau, e o0s
complexos (1) [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs, (2) [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs e (3)
[Ru(lau)(dppb)(fen)]PFs

Distancias de ligagdo [A]

LigacOes
lap lau 1) 2 3
C1=01 1,236 1,212 1,249 1,245 1,253
C2-02 1,349 1,334 1,300 1,293 1,296
C4=03 1,232 1,231 1,234 1,246 1,233

De acordo com os dados da Tabela 4.10, verifica-se que apos a
coordenacdo pelos atomos de oxigénio Ol e O2 ocorreram variagcdes nas
distancias de ligagcdes quando comparado com os ligantes livres. Analisando a
ligacdo C1=01 do complexo [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs, a distancia de ligacéo
C1=01(1,249 A) é mais curta se comparado a ligacio C2-02 (1,300 A),
sugerindo assim uma ligacdo com carater de dupla mais forte e mais fraca
doagdo para o metal. Isso é consistente com o fato de a ligagio Ru—01(2,168 A)
apresentar uma maior distancia de ligacdo do que a ligagdo Ru—O2 (2,088 A).
Além disso, outro fator que deve ser levado em conta é que a ligacdo Ru-O1

esta trans ao atomo de fosforo da dppb, enquanto que a Ru—02 esta trans ao
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nitrogénio da bipy, e devido a influéncia trans do fésforo, a ligacdo Ru—O1 é
mais longa do que a ligagdo Ru-02,

Tal fato também é observado para outros complexos contendo lap
reportados na literatura (HERNANDEZ-MOLINA et. al., 2007, CARUSO et.
al.,, 2009). O mesmo comportamento foi observado para 0s complexos
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(lau)(dppb)(fen)]PFe.

4.2- Resultados e Discussdo — SERIE 2

4.2.1- Sintese dos complexos de formula geral
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(N-N)]PFs, onde N-N = bipy, mebipy, meobipy, fen e
PPhsz = trifenilfosfina

Os complexos da série 2 foram obtidos partindo-se de precursores
do tipo cis,trans-[RuCl,(PPhs)2(N-N)] pela substituicdo dos cloretos pela lau,
variando os ligantes bipiridinicos. No Esquema 2 é mostrado a rota sintética

empregada para obtencdo desta série de complexos.

0 -
o, /8§ /1\ /OH ,
6 10 3
\5¢ \4/ KPF6
F’F’hs g EtsN PPh3

N-N = 2,2'-bipiridina, 4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina, 4,4'-dimetoxi-2,2'-bipiridina e 1,10-fenantrolina
PPhg = trifenilfosfina
0O-O = lausona

ESQUEMA 4.2 - Rota sintética empregada para obtencdo dos complexos contendo lau do
tipo trans-[Ru(lau)(PPhs)2(N-N)]PFe.
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4.2.1.1- Condutancia molar e analise elementar

Os resultados de condutividade molar dos complexos foram obtidos
em CH,Cl, e indicaram gque os complexos sdo eletrdlitos 1:1 (faixa CH,Cl, 1:1 =
12 — 77 ohm™ cm? mol™) (VELHO, 2006). De acordo com estes resultados
verifica-se que os complexos apresentam o contra ion PFg, pois a lau esta
coordenada de forma anidnica. Na Tabela 4.11 sdo apresentados os dados

obtidos de condutividade molar para os complexos.

TABELA 4.11 - Dados de condutividade molar para os complexos da série 2 em CHCl;

coweexos B | Cond e
trans-[Ru(lau)(PPhs).(bipy)]PFs 0,044 33,96
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(mebipy)]PFs 0,078 40,20
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(meobipy)]PFs 0,057 31,60
trans- [Ru(lau)(PPhs).(fen)]PFs 0,036 39,30

Os dados de anélise elementar (Tabela 4.12) dos complexos estdo
de acordo com as composicdes esperadas, sendo que em alguns complexos séo
observadas moléculas de solventes.

TABELA 4.12 - Dados percentuais para os teores de C, H e N, tedricos e experimentais, para
os complexos do tipo trans-[Ru(lau)(PPhs)2(N-N)]PFs

ANALISE ELEMENTAR

COMPLEXOS %C % H %N
trans-[Ru(lau)(PPhs).(bipy)]PFs
CseHasFsN20sPsRU .1/3 CHOH (6115)6092  (394)402  (255)252

trans-[Ru(lau)(PPhs)2(mebipy)]PFs
CssHerFsN203PsRU.1C4H100 (61,76)61,95  (4.20)4.78  (2,48) 2,33

trans-[Ru(lau)(PPhs).(meobipy)]PFs
CsgHa7FsN20sP3Ru (60,05) 60,31 (4,08) 4,18 (241)212

trans-[Ru(lau)(PPhs).(fen)]PFs
Cs7HaaFsN203PsRuU (60,05) 62,03  (3,86)395  (249)2,33
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4.2.1.2- Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho para esta série
de complexos apresentaram um comportamento semelhante aos da série 1. A
partir dos espectros foi possivel observar deslocamentos de bandas referentes
aos ligantes devido a coordenacdo, e consequentemente mudanca de densidade
eletronica das ligacdes. Na Figura 4.21 é apresentado o espectro de absor¢do na
regido do infravermelho para o complexo trans-[Ru(lau)(PPhs).(bipy)]PFs € na
Tabela 4.13 sdo observados os principais estiramentos para o ligante lau e o
complexo trans-[Ru(lau)(PPhs).(bipy)]PFs.

80'_ —— trans-[Ru(lau)(PPh,) (bipy)]PF,

60

00¥

40-

169
e 864

3%°]
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3 2
3500 3000 2500 2000 11 500 1000 500
Frequéncia (cm )

TovaLX
927

FIGURA 4.21 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do complexo
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(bipy)]PFs, obtido em pastilhas de KBr.
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TABELA 4.13 - AtribuicGes dos principais estiramentos observados para o ligante lau e o
complexo trans-[Ru(lau)(PPhs)2(bipy)]PFs

Atribuicoes lau trans-[Ru(lau)(PPhs)2(bipy)]PFs
v(C1=01) 1640 1602
v(C2-02) 982 1091
v(C4=03) 1679 1618

Com base na Figura 4.21 observa-se o desaparecimento da banda
em 3175 cm™! referente ao estiramento v(O—H), tendo em vista a coordenagédo
pelo oxigénio da hidroxila. Também na regido de 1800 a 1700 cm™* o
deslocamento do estiramento da carbonila v(C1=01) que passou de 1640 cm™
para 1602 cm?, devido ao enfraquecimento da dupla ligacdo em decorréncia da
coordenacdo. A carbonila v(C4=03) também se deslocou para regides de
menores frequéncias, passando de 1679 cm™ para 1618 cm™. A ligacdo C2-02
que apresentava um estiramento em 982 cm no ligante livre deslocou-se para
1091 cm™, tendo em vista a ressonancia existente entre as ligacdes C1=01 e
C2-02. Em 841 e 558 cm™ séo observadas bandas referentes ao contra-ion PFg".
Em 691 cm™ é observada uma banda que pode ser atribuida a deformacdo do
anel piridinico da bipy. Em 514 e 400 cm™ sdo observadas duas bandas que
podem ser atribuidas a ligagdo v(Ru—O) e v(Ru—N), respectivamente (EL-
HENDAWY, 1991; NAKAMOTO, 2009). O mesmo comportamento foi
observado para os demais complexos da série e 0S respectivos espectros sdo

apresentados no apéndice.

4.2.1.3- Espectroscopia eletronica na regido do ultravioleta e visivel

Os espectros de absorcdo eletrbnica dos complexos desta série

também foram obtidos em DMSO, e na Figura 4.22 é mostrado o espectro do
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complexo trans-[Ru(lau)(PPhs).(bipy)]PFs. Os espectros para 0s demais

complexos s&o mostrados no apéndice.

1,0
—— 17,6 umol L™
08 —— 13,2 ymol L
—— 8,84 pmol L
—— 4,43 umol L

o
®»
]

Absorbancia
p
N
|

o
N
]

0,0

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.22 - Espectro de absorcdo eletrbnica na regido do UV-vis para o complexo
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(bipy)]PFs, em DMSO.

A banda observada em 290 nm pode ser atribuida a transi¢des
n — n* dos ligantes fosfinicos, bipiridinicos e da lau. Enquanto a banda em
580 nm pode ser atribuida a transi¢cdes IL, MLCT, d-d e transi¢cbes n — w*,
caracteristicas de complexos contendo quinonas, conforme discutido para 0s
complexos da série 1. Os complexos desta série apresentaram uma coloragéo
azul que pode ser relacionada com esta transicdo em torno de 580 nm. A banda
observada em torno de 268 nm nao foi atribuida, pois provavelmente trata-se de
absorcdo do solvente.

Na Tabela 4.14 sdo apresentados os dados de absortividade molar

(¢) para os complexos, bem como uma tentativa de atribuicéo das bandas.
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TABELA 4.14 - Dados de absortividade molar (g) e tentativa de atribuicao das bandas

Complexos A(mm) ¢ (mol~tcm™L) Transicao
290 ombro T— T~
trans-[Ru(l PPh i PF -
[Ru(lau)(PPhz)2(bipy)]PFs 530 11200 IL, MLCT, d-d e
N — T (lau)
290 ombro T — T*
t -[Ru(l PPh bi PF -
rans-[Ru(lau)(PPhz)z2(mebipy)]PFe £02 11500 IL, MLCZ,d de
N — T (lau)
287 ombro T — T
-[Ru(lau)(PPh ipy)]PF ]
trans-[Ru(lau)(PPhz)2(meobipy)]PFs 604 10800 IL, MLCI, d-de
N — T (lau)
290 ombro T— T~
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(fen)]PF IL, MLCT, d-
[Ru(lau)(PPhs)z(fen)]PFs 5go 19100 , MLCT, d-de

N — T (lau)

4.2.1.4 - Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN 3P{'H} para os complexos desta série
apresentaram um singleto em torno de 30 ppm, indicando a equivaléncia dos
atomos de foésforo das PPhs, 0s quais estdo trans entre si. Os espectros de RMN
31pL1H} dos precursores do tipo cis,trans-[RuCl.(PPhs)2(N-N)]PFs apresentam
singletos em torno de 20 ppm. Diante disso, pode-se inferir que a lau é um
ligante retirador de densidade eletrénica, deixando o fésforo mais desblindado e
consequentemente o deslocamento quimico dos complexos desloca-se para
regides de maiores frequéncias. Na Figura 4.23 € mostrado o espectro de RMN
31pL1H} do complexo trans-[Ru(lau)(PPhs)2(mebipy)]PFes. Os espectros para o0s
demais complexos da série séo apresentados no apéndice.
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FIGURA 4.23 - Espectro de RMN *!P{*H} do complexo trans-[Ru(lau)(PPhs)2(mebipy)]PFe,
em CH2Cl2/D20.

Na Tabela 4.15 sdo apresentados os deslocamentos quimicos para

0s complexos desta série.

TABELA 4.15 - Dados de deslocamentos quimico (8) para os complexos da série 2 em
CH2Cl,/D20

Complexo 6 (ppm)
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(bipy)]PFs 30,68
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(mebipy)]PFe 30,06
trans-[Ru(lau)(PPhz)2(meobipy)]PFs 31,46
trans-[Ru(lau)(PPhs)z(fen)]PFs 30,08

Na Figura 4.24 é apresentado o espectro de RMN *H do complexo
trans-[Ru(lau)(PPhs).(mebipy)]PFs. Os espectros para os demais complexos séo

apresentados no apéndice.
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FIGURA 4.24 - Espectro de RMN *H do complexo trans-[Ru(lau)(PPhs)z(mebipy)]PFs, em
DMSO-ds.

Com base no espectro de RMN !'H do complexo
trans-[Ru(lau)(PPhs).(mebipy)]PFs € possivel identificar o sinal de Hs referente
ao hidrogénio do anel da lau em 5,30 ppm. O sinal referente ao hidrogénio da
hidroxila ndo foi observado no espectro, indicando a coordenacgéo pelo oxigénio.
Os demais sinais da lau ndo foram identificados, visto que 0S mesmos
encontram-se sobrepostos, devido a presenca de varios anéis aromaticos no
complexo. No entanto, as integrais estdo de acordo com a estrutura proposta
para o complexo. O mesmo perfil foi observado em todos os complexos da série.

Na Figura 4.25 é mostrado o espectro de RMN ¥C{*H} para o
complexo trans-[Ru(lau)(PPhs).(mebipy)]PFs e na Tabela 4.16 estdo listados os
principais deslocamentos dos carbonos C1, C2 e C4 apos a coordenagdo. Os
espectros de RMN BC{*H} para os demais complexos da série encontram-se no
apéndice.
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FIGURA 4.25 - Espectro de RMN BC{*H} do complexo
trans-[Ru(lau)(PPhz)2(mebipy)]PFs, em DMSO-ds.

TABELA 4.16 - Deslocamentos quimico (8) de RMN *C{*H} do ligante lau e do complexo
(1) trans-[Ru(lau)(PPhz)2(mebipy)]PFs, em DMSO-ds

L () ppm
Ligacdes
lau 1)
C1=01 181,19 198,53
C2-02 159,56 170,66
C4=03 184,55 181,46

No espectro de RMN  BC{!H} do  complexo
trans-[Ru(lau)(PPhs).(mebipy)]PFs (Figura 4.25 e Tabela 4.16) foi possivel
observar um deslocamento dos sinais referentes aos carbonos C1 e C2, para a
regides de maiores frequéncias, devido a atracdo dos elétrons pelo metal,
deixando os atomos de carbono C1 e C2 mais desblindados. No caso do carbono
C4 foi observado um deslocamento para regido de menor frequéncia devido a
redistribuicdo eletrénica no anel por onde ocorre a coordenacdo, tornando o

carbono C4 mais blindado.
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4.2.1.5- Estudo eletroquimico

Os voltamogramas ciclicos dos complexos desta série apresentaram
potencias de oxidacdo mais alto do que para 0s respectivos precursores, como
também foi observado para os complexos da série 1.

Contudo, foi possivel observar um deslocamento dos potenciais
para regiées menos positivas, se comparados com 0s potenciais observados para
os complexos da série 1, contendo a dppb. Os complexos contendo a PPhs
possuem 0s centros metalicos mais ricos em elétrons, sugerindo uma estrutura
contendo os ligantes fosfinicos em posicéo trans. Assim a forte competicdo pela
densidade eletronica do centro metalico no eixo de ligacdo das fosfinas (efeito
trans competitivo) dificulta interacOes de retrodoacao ruténio-fésforo, deixando
0 centro metalico mais rico em elétrons e facilitando o processo de oxidacéo do
centro metélico.

Na Figura 4.26 é apresentado o voltamograma ciclico e de pulso
diferencial para o complexo trans-[Ru(lau)(PPhs).(mebipy)]PFs. O processo de
oxidacdo Ru'/Ru" foi observado em 1003 mV, diferentemente do precursor
cis,trans-[RuCl,(PPhs).(mebipy)]PFs que apresenta um processo reversivel em
310 mV.

Semelhante aos complexos da série 1, os voltamogramas obtidos
para estes complexos apresentaram processos irreversiveis, 0s quais
provavelmente refere-se a oxidacdo do ligante lau, causando uma modificacéo

no complexo, gerando assim uma nova espécie.
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FIGURA 426 - (A) Voltamograma ciclico e (B) de pulso diferencial do
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(mebipy)]PFs em 0,1 mol L~ de PTBA, em meio de CH,Cl..

Na Tabela 4.17 sdo apresentados os valores de potenciais de

oxidacdo Ru''"/Ru' para os complexos da série 2.

TABELA 4.17 - Valores de potenciais de oxidacdo Ru''"/Ru' para os complexos da série 2

COMPLEXOS Eox. (V)
trans-[Ru(lau)(PPha)z2(bipy)]PFs 1074
trans-[Ru(lau)(PPhz)2(mebipy)]PFe 1003
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(meobipy)]PFs 948
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(fen)]PFs 1085

4.3- Resultados e Discussao para o complexo cis-[Ru(PPhs)z(lap):]

Foi sintetizado um complexo contendo duas moléculas de lap, a

partir do precursor [RuCl,(PPhs)s], conforme descrito no Esquema 4.3.
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ESQUEMA 4.3 - Rota sintética empregada para a obtencédo do cis-[Ru(PPhs)2(lap)2].

Os dados de condutividade molar foram importantes para ajudar a
elucidar a estrutura do complexo obtido. Sabendo que a coordenacdo de duas
moléculas de lap levaria a um complexo neutro e a coordenacdo de uma
molécula acarretaria em um complexo anidnico, os dados obtidos (Tabela 4.18)
evidenciaram a formacgdo de um complexo neutro, contendo duas moléculas de

lap coordenadas.

TABELA 4.18 - Dados de condutividade molar para o cis-[Ru(PPhs)2(lap)2] em CH.Cl.

Medidas Condutividade molar
(ohm~ cm? mol?)
1 0,232
2 0,244
3 0,239
Branco 0,034

Faixa para CH,Cl, de eletrélito 1:1 = 12-77 ohm cm? mol?

Os dados de analise elementar do complexo cis-[Ru(PPhs),(lap).]
(Tabela 4.19) estdo de acordo com a composicdo esperada, sendo observado a

presenca de uma molécula de etanol.
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TABELA 4.19 - Dados percentuais para os teores de C e N, tedricos e experimentais para o
complexo cis-[Ru(PPhsz)z(lap):]

Resultado % C % H
cis-[Ru(PPhs)2(lap)2] .1C2HsO 70,76 5,41*
CesHs606P2RU 70,42 5,06

* Valores tedricos

Os dados de infravermelho também foram muito importantes para
comprovar a coordenacdo de duas moléculas de lap. A partir do espectro de
infravermelho foi possivel observar a duplicacdo das bandas referentes aos
estiramentos das carbonilas da molécula de lap. Na Figura 4.27 ¢é apresentado o

espectro de infravermelho do complexo juntamente com o do lap.
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FIGURA 4.27 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do complexo
cis-[Ru(PPhs)2(lap)2]PFs e do lap, obtidos em pastilha de KBr.

De acordo com o espectro da Figura 4.27 observa-se a auséncia da

banda em 3354 cm™ referente ao estiramento O-H do lap, indicando a sua
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coordenacédo. Ainda nessa regido sao observadas bandas em 3058, 2907 e 2850
cm! que referem-se a estiramentos dos grupos C—H aromaticos e alifaticos.

Na regido entre 1700 a 1500 cm™ observam-se estiramentos
referentes as carbonilas (C1=01) (ombro em 1561 e 1546 cm™). Vale ressaltar
que estes estiramentos se deslocaram para regides de menores frequéncias com
relacdo ao lap livre (1643 cm™) o que esta relacionado ao enfraguecimento do
carater de ligacdo dupla apds a coordenagdo do oxigénio pelo metal. A banda
referente ao estiramento C4=03 também sofreu deslocamento para a regido de
menor energia (1608 e 1593 cm™). Em 1094 cm é observada uma banda
referente ao estiramento da ligagdo C2-02, a qual sofreu um deslocamento para
a regido de maior frequéncia em virtude da coordenacdo do oxigénio pelo metal.
Na regido entre 900-600 cm™ estdo compreendidas as vibragdes de deformacéo
angular fora do plano &) para compostos aromaticos. As bandas que aparecem
na regido de 550-500 cm™ sdo referentes as ligacdes P—Ph. As bandas
observadas em 444 e 420 cm™ podem ser atribuidas as ligacdes Ru-O

(NAKAMOTO, 2009).
Na Figura 4.28 encontra-se o espectro eletronico do complexo

cis-[Ru(PPhs);(lap).], obtido em DMSO, cuja solucao é de cor azul.
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FIGURA 4.28 - Espectro eletrénico na regido do UV-vis do complexo cis-[Ru(PPhz)2(lap)],
em DMSO.
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A banda observada em 297 nm (¢ = 34500 mol-‘cm-!L) pode ser
atribuida as transicbes 1 — ©* dos ligantes fosfinicos e do lap. A banda em
665 nm (¢ = 13100 mol-‘cm-'L) pode ser atribuida como transicdes n — n*
caracteristicas de complexos contendo quinonas, bem como transi¢des IL,
MLCT e d-d. Esta banda em 665 nm é responsavel pela coloracdo azul
observada para o complexo.

Na Figura 4.29 é mostrado o espectro de RMN 3!P{*H} para o
complexo cis-[Ru(PPhs)2(lap).], o qual apresentou dois dubletos em 6 54,6 e 47,
7 ppm (3J = 34,3 Hz) (Figura 2). A partir deste resultado pode-se supor a

coordenacao de duas moléculas de lap e as PPh; em posicéo cis.

54,677
47.780

T

-
N
\\—54 465

I, , _JLL

55.0 50.0

L . e e e S B e e By S B B B By O B S Sy B L B
100 50 0 -50 =100 =150 -200

FIGURA 4.29 - Espectro de RMN 3*P{'H} do complexo cis-[Ru(PPhs)(lap)z], em
CH2ClI2/D20.

Na Figura 4.30 é mostrado o espectro de RMN !H do
cis-[Ru(PPhs)2(lap).] em CDCls-de.
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FIGURA 4.30 - Espectro de RMN *H para o complexo cis-[Ru(PPhs)2(lap)2], em CDCls-ds
com atribuicao dos principais sinais referentes as moléculas de lap.

Os sinais de hidrogénio no espectro do complexo
cis-[Ru(PPhs),(lap).] sofreram significativas mudancas em relacdo aos sinais do
lap livre. Houve duplicacdo dos sinais referentes as metilas do lap, como pode
ser observado no espectro da Figura 4.30. N&o foi possivel a atribuicdo de todos
0s sinais, principalmente na regido dos aromaticos, devido a presenca de varios
anéis aromaticos no complexo.

Da mesma forma, no RMN BC{*H} houve duplicacdo dos sinais
dos carbonos do lap, e os carbonos C1=01, C2-02 e C4=03 sofreram
significativos deslocamentos no complexo, sugerindo coordenacdo pela
carbonila C1=01 e pelo oxigénio da hidroxila C2—-02. O espectro de 3C{*H} do
complexo cis-[Ru(PPhs),(lap).] é apresentado na Figura 4.31 e na Tabela 4.20

encontram-se as atribuic¢6es dos principais sinais encontrados no espectro.
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FIGURA 4.31 - Espectro de RMN 3C{*H} para o complexo cis-[Ru(PPhs)z(lap)z], em
CDCl3-ds.

TABELA 4.20 - Deslocamentos quimicos (3) de RMN *C{*H} para o ligante lap e o
complexo cis-[Ru(PPhs)z(lap)2], em CDClz-ds

o (3) ppm
Ligacdes :
lap cis-[Ru(PPhs)z(lap)2]
C1=01 181,05 203,33 e 193,76
C2-02 155,02 172,42 e 167,99
C4=03 184,16 182,25e 181,91

O deslocamento para regides de maiores frequéncias observado
para os carbonos C2 e C1 se deve a diminuicdo de densidade eletrbnica nos
carbonos C1 e C2, deixando os mesmos mais desblindados. O deslocamento
para maiores frequéncias do sinal do C4 se deve a redistribuicdo de densidade
eletronica do anel apos a coordenagéo do lap (KANDIOLLER et. al., 2013).

Na Figura 4.32 é apresentado o voltamograma ciclico e de pulso
diferencial para o complexo cis-[Ru(PPhs).(lap).] em CH,Cl,. No voltamograma
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ciclico é observado um processo de oxidacdo Ru"/Ru" em 783 mV e um
processo de reducdo Ru"/Ru" em 548 mV, com um potencial de meia onda
(E1) para o par redox (Ru"'/Ru'") de 621 mV e I/l = 1,05, indicando um

processo reversivel.

75| 60 '
50 N 15 N
& 3
- ol — =
451
-254 154
.50 - -60+
T T T T T 0 T T T T T T T T
250 E(m\sl())ovs_ Ag/7A580|saL 1000 1250 200 400 E(mV)G\(IJg. AgiAg 8?5(:‘ 1000 200 400 E(mV%O\[IJs. AgIA:CO(I)saL 1000
FIGURA 432 - Voltamograma ciclico e de pulso diferencial do complexo

cis-[Ru(PPhs)2(lap)2] em 0,1 mol L~ de PTBA, em CH,Cl>.

A partir da estrutura cristalografica do  complexo
cis-[Ru(PPhs),(lap),] mostrada na Figura 4.33, pode-se comprovar a
coordenacdo de duas moléculas de lap, com as PPh; em cis. De acordo com a
estrutura de raios X, verifica-se que um atomo de fosforo se encontra trans a um
atomo de oxigénio da carbonila e o outro trans ao atomo de oxigénio da
hidroxila do lap, o que justifica os dois dubletos apresentados no RMN 3P{‘H}.
Observa-se ainda que a ligacdo C1=01 apresenta carater de ligacédo dupla (1,257

°A) e a ligacdo C2—02 apresenta carater de ligacdo simples (1,309 A).

FIGURA 4.33 - Estrutura cristalina do cis-[Ru(PPhs)2(lap).] com uma molécula de etanol
como solvato.
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4.4- Avaliagdo da interacao dos complexos com o DNA

Sabe-se que determinar com certeza 0 mecanismo de acdo de um
farmaco é uma tarefa muito complexa, tendo em vista que nao se sabe como sera
0 comportamento do mesmo no organismo. Pode ser que ocorra a perda de
algum ligante no meio bioldgico ou ainda que o farmaco interaja com alguma
biomolécula, a qual podera ser carreadora do mesmo até o local de interesse, ou
ainda a interacdo com esta biomolécula pode acarretar algum dano a célula e
impedir sua replicagdo. Assim, diversos mecanismos podem ocorrer
simultaneamente. Um estudo que pode ser realizado é avaliar a intera¢do dos
complexos com biomoléculas, como por exemplo, o DNA. E relatado que o
possivel mecanismo de acdo do cisplatina (fa&rmaco inorgénico utilizado no
tratamento de cancer) seja pela interacdo com as bases nitrogenadas do DNA,
impedindo o0 mesmo de se replicar. Diante disso, neste trabalho foi realizado um
estudo para avaliar o comportamento dos complexos sintetizados frente ao
DNA.

A espectroscopia de absorcdo na regido do UV-vis € amplamente
empregada para estudos de interacdo de moléculas como o DNA. De acordo
com este estudo é possivel determinar a afinidade que os complexos apresentam
para interagir com o DNA, por meio da determinagdo da constante de ligacdo
(Kp) entre o complexo e o DNA. Esta constante foi determinada com base nos

méaximos de absorc¢éo para cada complexo, empregando a seguinte equacao:

[DNA]_[DNA] 1
(ea- &)  (8p-8p)  [Kp(ep- &p)]

Onde: &, = € 0 coeficiente de exting¢do aparente, que corresponde a razao entre a
absorbancia medida e a concentragdo do complexo (Aobservada’/[ Complexo]); & =

absortividade molar do complexo livre (sem adi¢do de DNA); g, = absortividade



molar do complexo ligado ao DNA; K, = constante de ligacdo (WOLFE, 1987).

A determinacdo das constantes foi efetuada com base nos maximos de absorcao

em torno de 298 nm.

Na Figura 4.34 sdo ilustradas as variagcdes nos espectros eletronicos
dos complexos [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs, da série
1. O espectro inicial (vermelho) corresponde ao complexo livre (na auséncia de

DNA), enquanto as demais curvas foram obtidas apos adigdes sucessivas de

DNA-ct a solugdo do complexo.
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FIGURA 4.34 - Espectros de titulacGes espectroscépicas dos complexos da série 1 com o
DNA. (A) [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs e (B) [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs, nas concentragdes de
4 x 1075 e 3,5 x 107> mol L', respectivamente, [DNA] = 4,48 x 1073 mol L™, em pH 7,4.

Observa-se na Figura 4.34 que a adicdo de DNA a solugdo contendo
0s complexos provoca um hipocromismo (diminui¢ao do coeficiente de extingédo
molar do complexo) nas bandas dos espectros a medida que sdo adicionadas
pequenas quantidades de ct-DNA, sem alteracdo significativa nos valores de
Amax.- A partir das titulacbes espectrofotométricas determinou-se os valores de Ky

para os complexos da série 1, e os resultados sdo apresentados na Tabela 4.21.
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TABELA 4.21 - Resultados obtidos para as constantes de interacdo com o DNA

COMPLEXO Kp (L mol™) % Hip. Amax.
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFe (4,50 + 0,50) x 102 26,43 298/2 nm
[Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFe (1,17 £ 0,23) x 10° 49,27 298/2 nm
[Ru(lap)(dppb)(fen)]PFe (1,15 + 0,50) x 103 29,82 298 nm
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFe (5,61 + 1,75) x 10° 1,53 298 nm
[Ru(lau)(dppb)(mebipy)]PFe (2,68 + 0,18) x 103 9,45 297/2 nm
[Ru(lau)(dppb)(fen)]PFs (2,44 +0,63) x 10 7,00 298 nm

Os valores de K}, obtidos sdo menores do que aqueles obtidos para
complexos de ruténio testados em condicdes semelhantes, com capacidade de
intercalacdo com o DNA. Estes complexos apresentaram constantes da ordem de
10%-10°: [Ru(tpy)(dppt)]?* (Ks = 2,49 x 10* M-1), [Ru(tpy)(pta)]** (Kb = 9,51 x
10* M-1) e [Ru(tpy)(ptp)]** (1,62 x 10° M-1) (onde tpy = 2,2":6',2"-terpiridina,
dppt = 3-(1,10- fenantrolina-2-il)-as-triazina, pta = 3-(1,10-fenantrolina-2-il)-as-
triazino[5,6-flacenaftileno e ptp = 3-(1,10-fenantrolina-2-il)-as-triazino[5,6-
f]fenantreno) (CHAO et. al., 2002). Isso indica que os complexos da série 1
apresentam uma fraca interagdo com o DNA.

O mesmo estudo foi realizado para os complexos da série 2 e para o
complexo cis-[Ru(PPhs),(lap).], no entanto ndo foi observada nenhuma
interacdo com o DNA, por meio desta técnica. Em outras palavras, a variacao
espectral observada ndo provém da interacdo com o DNA e sim € apenas efeito

de diluicdo.
4.5- Avaliacdo da interacdo dos complexos com a BSA
Sabe-se que muitos metalofarmacos sdo chamados de “pro-drogas”,

pois seus ligantes podem ser substituidos por outros presentes no meio

bioldgico, em processos de hidrdlise ou reagdes com biomoléculas presentes no
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sangue ou no interior da célula, ou ainda sofrer reacdes de oxido-reducdo antes
de alcancar o alvo bioldgico. Diante disso, quando se busca novos candidatos a
farmacos é essencial buscar entender como sera o comportamento dos
complexos no organismo.

Embora o DNA seja o alvo biolégico mais estudado, existem
evidencias quimicas e bioguimicas do envolvimento de outros alvos. Tendo em
vista que a administracdo intravenosa do farmaco deve seguir um longo caminho
até alcancar a célula cancerosa, a sua interacdo com possiveis alvos biologicos
presentes no plasma sanguineo, na membrana celular ou no citoplasma precisam
ser avaliados. Dentre as biomoléculas que podem ser alvos destaca-se a
albumina.

A albumina é a proteina mais abundante no plasma sanguineo,
apresentando uma importancia muito grande, pois participa de varias funcoes
fisioldgicas, como a regulacdo da pressdo osmatica sanguinea e manutencéo do
pH do sangue. Outra propriedade interessante desta proteina € a capacidade que
ela apresenta de ligar-se a uma grande variedade de moléculas. A HSA
(Albumina Soro Humana) realiza o transporte e distribuicdo de Varias
substéncias enddgenas e exogenas como hormonios, aminoacidos, ions
metélicos e farmacos (HE e CARTER, 1992). A HSA ¢é a principal
transportadora de acidos graxos que sdo insolveis no plasma sanguineo, além
de desempenhar funcdes como o sequestro de radicais livres de oxigénio e a
inativacdo de varios metabdlitos toxicos lipofilicos como a bilirrubina (CURRY
et. al., 1999).

A BSA (Albumina Soro Bovina) é empregada como proteina
modelo em sistemas biomiméticos, pois € a proteina mais abundante no sangue
bovino (concentracéo tipica de 50 mg/mL) e possui uma estrutura muito similar
a estrutura da HSA, apresentando uma percentagem de sequéncias idénticas de

aminoacidos de 76%.
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A BSA é uma cadeia polipeptidica simples de 583 residuos de
aminoacidos que sdo divididos em 3 dominios homologos I, 11 e 11l. A BSA
apresenta 2 residuos de triptofano Trp-134 e Trp-212, localizados no
subdominio IB e IIA, respectivamente. O Trp-134 ¢ localizado em uma regido
hidrofilica, proximo a superficie da BSA, enquanto o Trp-212 esta localizado
em um ambiente hidrofébico, dentro de uma regido protéica. Em solucdo a BSA
exibe um forte sinal de fluorescéncia devido aos residuos de triptofano, com um
méaximo em 340 nm quando excitada em 280 nm (KANDAGAL et. al., 2006).

Diversos estudos tém sido realizados com a finalidade de investigar
as interacbes da albumina com diferentes complexos metalicos
(GANESHPANDIAN et. al., 2014; MORAIS et. al., 2014).

Neste contexto, os complexos sintetizados foram avaliados quanto a
interacdo com a BSA em diferentes temperaturas. Para isso 0 espectro de
fluorescéncia da BSA foi obtido na presenca de diferentes quantidades dos
complexos, numa faixa de 300 a 460 nm sobre uma excitagdo em 280 nm.

Na Figura 4.35 é observado o espectro de fluorescéncia da BSA na
presenca do complexo [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs, onde observa-se a diminuigédo
na intensidade de fluorescéncia a partir da adicdo do complexo, indicando

interagdo com a BSA.
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FIGURA 4.35 - Espectro de emissdo da BSA em concentragdes crescentes do complexo
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs. Concentragdo da BSA = 2,5 pmol L™, dex. = 280 nm, pH = 7,4 ¢
T=310K.
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Uma analise quantitativa do processo de supressdo de fluorescéncia

da BSA pode ser realizada empregando a equacao de Stern-Volmer:

Fo/F =1+K[Q] =1+ kqgto[Q]

Onde F, equivale a intensidade de fluorescéncia na auséncia do complexo; F € a
intensidade de fluorescéncia na presenca do complexo; [Q] € a concentracdo do
complexo e Ksy € a constante de Stern-Volmer, ky é a constante de velocidade
de supressdo biomolecular, t, € o tempo médio de vida de fluorescéncia da BSA
sem o complexo (WANG et. al., 2007). A constante K, € obtida por meio de um
grafico de Fo/F versus [Q] e a constante kq € obtida pela razéo entre K, e 15 (6,2 x
1079s).

A supressdao da fluorescéncia refere-se a Vvarios processos que
diminuem a intensidade da fluorescéncia em uma amostra. Essa supresséo pode
ser classificada como dinamica ou estatica. Uma supressdo dinamica resulta da
colisdo entre o fluoréforo e o supressor, ja a estatica € devido a formacdo do
complexo com estado de menor energia entre o fluoroforo e o supressor. Em
geral, podem-se distinguir os supressores dinamicos e estaticos pela diferente
dependéncia da temperatura e da viscosidade. Uma supressdo dindmica depende
da difuséo, assim altas temperaturas resultam em um coeficiente de difusao alto,
e consequentemente as constantes de supressdo devem aumentar com o aumento
da temperatura. Em contrapartida, na supressdo estatica um aumento da
temperatura resulta em valores baixos das constantes de supressdo
(GANESHPANDIAN et. al., 2014). Dessa forma o espectro de fluorescéncia da
BSA foi registrado em duas temperaturas para determinar se 0 mecanismo de
interacdo é estatico ou dinamico.

Nas Tabelas 4.22 e 4.23 séo apresentados os valores das constantes de
Stern-Volmer K, assim como a constante velocidade de supressao
biomolecular (ky), calculadas levando em consideracdo o tempo de vida no
estado excitado da BSA (to = 6,2 x 10° s).
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TABELA 4.22 - Resultados obtidos para Ksv, kg, n e Ky para os complexos da série 1 e

ligantes lap e lau
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Com |exos T st X 104 kq X 1012 n Kb X 104
i (K) (M) (M1 s7) (M)

. 205 (3.74+0.15) 6,03 112 (1,20 % 0.41)
[Ru(lap)(dpp)BIPY)IPFs 515 (355 4 0.20) 5,72 112 (1,12+0,15)
. 205 (2,35+031) 3,79 089  (210+0,07)
[Ru(lap)(dppb)(MebIpY)IPFs 515 (5204 0,25) 3,58 094 (1,09 +0,19)
205 (3,36 +0,49) 5,42 098  (3,20+0,29)
[Ru(lap)(dppb)(fen)]PFe 310 (3,28+0,42) 5,29 1,00 (3,05+0,54)
. 205 (2,90+0,07) 4,68 097 (2.21+0,69)
[Ru(lau)(dppb)GipY)IPFs 515 (5 86 + 0,05) 4,61 097 (211+077)
_ 205 (2,09 +0,44) 3,37 089  (1,39+0,52)
[Ru(lau)(dppb)(Mebipy)IPFs 515 (1 934 0,35) 3,11 0,90  (1,28+0,20)
205  (376+0,13) 6,06 114 (570+0,16)
[Ru(lau)(dppb)(fen)]PFe 310 (3,72+0,06) 6,00 114  (4,88+051)
" 205 (7,69+022) 12,4 075 (7,31+0,38)
P 310 (7,37 +0,10) 11,9 0,76  (7,90+0,53)
s 205 (4,23+0,06) 6,82 121 (4,58 +0,65)
310 (4,17 +0,08) 6,72 127 (530+0,18)

TABELA 4.23 - Resultados obtidos para Ksv, kq, n e Ky para 0s complexos da série 2

Complexos T Ko x_104 " )j 1?12 KE

(K) (M) (M5 (M)
trans-[Ru(lau)(PPhs)z(bipy)]PFs gig ggg i 822; 2;8 283 gi; z 8233 z 181
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(mebipy)]PFs gig g;g i ggg 232 g;? ggg i 822; i igz
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(meobipy)]PFe gig gig :__: 882 22; iéi 8;73 i 828 i 18:
trans-[Ru(lau)(PPhs)z(fen)]PFe 22(5) ggg i gi% 2ii 8;; 8;2 i 882; i 182
is RUPPH)(p)] Mo (w009 b 11 (aos05) 110

De acordo com os valores obtidos para Ks e kq observa-se uma

diminuicédo das constantes com o0 aumento da temperatura, 0 que é observado em

casos de mecanismo estatico. Além disso, verifica-se que os resultados obtidos

para kq S840 maiores do que o valor maximo possivel para 0 mecanismo dindmico

(2,0 x 10* L mol~! s7!), podendo sugerir desta forma que a supressdo da BSA
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ndo ocorre por uma colisdo dinamica, e sim pela formacdo de uma espeécie
intermediaria.

Considerando entdo que a supressdo da fluorescéncia da BSA
ocorre pelo modo estatico, ou seja, pela formacgdo de uma espécie intermediéria,
0 equilibrio entre os reagentes (BSA e complexo) e o produto (BSA:complexo)
pode ser representado em funcéo da intensidade da fluorescéncia e desta forma

0s parametros de ligacdo podem ser determinados pela seguinte equacéo:

(Fo—F)

log = logKy+nlog[Q]

Onde K, é a constante de ligacdo entre o complexo e a BSA, n é o nimero de
sitios de ligacdo por molécula de BSA. A constante K, € obtida a partir do
coeficiente linear da reta obtida por meio do grafico de log(Fo — F)/F versus
log[Q]. O numero de sitios de ligacdo do complexo (n) também pode ser
calculado a partir do coeficiente angular desta mesma equacdo da reta
(TABASSUM et. al., 2012).

Nas Tabelas 4.22 e 4.23 também sdo apresentados os resultados
obtidos para a constante de ligacdo Ky, e n para os complexos sintetizados e para
os ligantes livres lap e lau.

De acordo com os dados da Tabela 4.22, observa-se uma fraca
interacdo dos complexos com a BSA, tendo em vista que Ky é da ordem de 10%.
No caso dos complexos da série 2 (Tabela 4.23) foi observada uma maior
interacao com a BSA para 0 complexo
trans-[Ru(lau)(PPhs),(meobipy)]PFs, 0 qual apresentou Ky, da ordem de 10°.

E desejado que ocorra interaco entre os complexos e a BSA, mas
que esta seja fraca a ponto de que o complexo seja liberado para atingir o alvo
desejado. Caso a interacdo for muito forte, 0 complexo néo atingira o alvo e

ficara ligado a albumina.
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A fim de avaliar o tipo de interacdo incluindo interagéo hidrofobica,
interacdes eletrostaticas, forcas de van der Waals, ligacdes de hidrogénio, entre
outras, que atuam entre 0s complexos e a BSA, varios parametros
termodinamicos como energia livre de Gibbs (AG°), variacdo de entalpia (AH°),
e variacoes de entropia (AS°) foram determinados. Estes pardmetros puderam ser

determinados com base nas seguintes equacoes:

AG° =—-RTInK = AH° — TAS®

In——=
Ky

Ky [ 1 17AH°
T, T, R
Onde R = constante dos gases (8,314 J mol*K™) e K é a constante de interacéo
com a BSA (Kp) (GANESHPANDIAN et. al., 2014).
Na Tabela 4.24 séo apresentados os resultados obtidos para os

parametros termodindmicos encontrados.
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TABELA 4.244 - Parametros termodinamicos para os complexos sintetizados

Complexos T AG AR As?

P (K)  (kImol)  (kImol) (3 molK-)
Ru(lap)(dppb)(bipy)]PF 295 - 23,04 3,50 06,24
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFe 310 24,03 -3, 66,22
R —— 295 — 24,41 330 71,49
[Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFe 310 2396 -3 66,58
mu(lan) doob) (fer P 295 — 25,44 243 78,00
[Ru(lap)(cppb)(fen)]PFs 310 -26,61 -4 78,00
Ru(lau)(dppb)(bipy)]PF 295 - 2453 2,35 7519
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFe 310 _ 95,66 -2, 7519
Ru(lau)(dppb)(mebipy)]PF 295 - 2340 4,18 6515
[ U( au)( pp )( e Ipy)] 6 310 _24,37 - 65,12
Ru(lau)(dppb)(fen)]PF 295 - 2686 7,87 04,37
[Ru(lau)(dppb)(fen)]PFs 310 —27.82 - b 64,35
. 295 - 69,05
trans-[Ru(lau)(PPhs)(bipy)]PFe 310 j g?gg - 6,58 £9.03
. 295 ~19,91 40,51
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(mebipy)]PFs 310 ~ 22’22 - 7,96 43.10
. 2 - 60,17
trans-[Ru(lau)(PPhs).(meobipy)]PFs 322 B gggg —-11,07 56.97
295 _ 17,56
trans-[Ru(lau)(PPhs)(fen)]PFs 310 i 122; ~13,19 1755
. 295 — 29,58 140,78
cis-[Ru(PPhs)2(lap)2)] 310 3046 11,95 136.81
295 — 2747 79,80
lap 310 ~ 29,06 -3.93 81,06
295 — 25,44 61,15
lau 310 _ 28,04 ~ 740 66,58

Os tipos de interacdo que atuam entre os complexos e a BSA podem
ser indicados a partir do sinal e da magnitude dos parametros termodinamicos:
(i) Valores positivos para AH° e AS° indica o envolvimento de forgas
hidrofébicas entre os complexos e a BSA,;

(if) Valores negativos para AH® e AS° corresponde a forgas de van der Waals e
interacdes por pontes de hidrogénio;
(iii) Valor negativo de AH° e positivo para AS° indica interacdo eletrostatica
(GANESHPANDIAN et. al., 2014).

De acordo com os dados da Tabela 4.24 é evidente que a interacado

dos complexos com a BSA € espontanea, uma vez que os valores de AG° sdo
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negativos. Pode-se dizer ainda que as forcas de interacdo dos complexos com a
BSA sdo eletrostaticas devido aos valores negativos de AH° e positivos de AS®,
exceto para o complexo cis-[Ru(PPhs),(lap)2)], que apresenta interagdes

hidrofdbicas.

4.5- Testes Bioldgicos — Ensaios de Citotoxicidade

A citotoxicidade dos complexos sintetizados bem como dos ligantes
lap e lau puderam ser comparados por meio dos valores obtidos de 1Csy (menor
concentracdo de complexo capaz de inibir o crescimento de 50% das células)
nas linhagens MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e L929 (normal de fibroblasto
de camundongo). Os testes de citotoxicidade foram comparados com o farmaco
inorganico cisplatina.

Os ensaios para os ligantes lap e lau mostraram altos valores de ICs
nas linhagens avaliadas (Figura 4.36). Contudo, o lap mostrou-se mais ativo na
linhagem normal L929 conforme mostrado na Tabela 4.25. Foi possivel
observar ainda uma maior toxicidade para os ligantes na linhagem L929 se

comparado com a MCF-7.

L929

MCF-7
150+ 150
® lap
8 100+ -
= g 100+
8 E:
= 50+ —= 50+
= =
© 3
> o : .
S T T T T T ) S —— r T r r ,
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-50~ log [ ] pmolL™ -50- log [ ] pmolL?

FIGURA 4.36 - Gréafico de viabilidade celular contra as linhagens L929 para os ligantes lap e
lau e MCF-7 para o lap.
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Com a complexacédo foram obtidos resultados promissores para 0s
complexos, com valores de I1Csy abaixo do valor encontrado para o cisplatina,
como pode ser observado na Figura 4.37 e na Tabela 4.25.

Fazendo uma relacdo entre os resultados de 1Csq para as linhagens
MCF-7 e L929 observa-se que os complexos foram muito ativos nas duas
linhagens, apresentando valores de 1Cs, muito inferiores aos resultados para o
cisplatina. Os complexos [Ru(lap)(dppb)(fen)]PFs e [Ru(lau)(dppb)(fen)]PFs
apresentaram maior atividade na linhagem MCF-7, se comparado com o

resultado para a L929.

MCF-7
150+ .
e [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFe
5 100 A [Ru(lau)(dppb)(mebipy)]PF¢
= ¢ [Ru(lau)(dppb)(fen)]PFg
8
= 50+
Ko}
T
g
O\o O- L L L L L]
-2 -1 0 1 2
-50~ log[] umoIL'l
MCF-7
1501 .
e [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFg
5 1004 4 [Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFe
S ¢ [Ru(lap)(dppb)(fen)]PF4
S
= 50+
Q
8
>
O\o 0- L] L] L] L] 1
-2 -1 0 1
-50- log [] ;,LmoIL'l

FIGURA 4.37 - Grafico de viabilidade celular contra a linhagem MCF-7 para os complexos
da série 1.
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TABELA 4.255 - Valores de ICso em pmol L~'e indice de seletividade (IS) para os
complexos da série 1 nas linhagens L929 e MCF-7

Complexos L929 MCF-7 IS
lap 4,05+0,21 74,26 £ 0,25 0,05
lau 173,80 £ 0,31 > 200 -
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs 0,80 £0,15 0,70 £ 0,59 1,14
[Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFs 0,26 £0,18 0,27 £0,19 0,96
[Ru(lap)(dppb)(fen)]PFs 1,00 £ 0,38 0,62 £ 0,28 1,61
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs 0,70 £ 0,23 0,30 £ 0,18 2,33
[Ru(lau)(dppb)(mebipy)]PFs 0,26 £ 0,25 0,22 +0,12 1,18
[Ru(lau)(dppb)(fen)]PFs 1,22 +0,74 0,20 £ 0,19 6,10
Cisplatina 20,14 £ 0,19 8,91+ 2,60 2,26

Na Figura 4.38 é apresentado o grafico de viabilidade celular para
0s complexos da série 2, e na Tabela 4.26 sdo apresentados os resultados de 1Cs
obtidos. Os complexos desta série, assim como os da serie 1 mostraram-se muito

ativos, com valores de ICs abaixo do valor para o cisplatina.
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MCF-7
150+ .

e trans-[Ru(lau)(PPhz),(meobipy)]PFg
= A trans-[Ru(lau)(PPh3),(mebipy)]PFg
5 10 o trans-[Ru(lau)(PPhs),(bipy)]PFq
8_ 50 m trans-[Ru(lau)(PPhs),(fen)]PFg
E
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>
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-50- log [] p,moIL'1

FIGURA 4.38 - Gréfico de viabilidade celular contra as linhagens L929 e MCF-7 para 0s
complexos da série 2.

TABELA 4.266 - Valores de ICso em pmol L' e IS para os complexos da série 2 nas
linhagens L929 e MCF-7

Complexos L929 MCF-7 IS
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(bipy)]PFs 0,55+ 0,25 0,26 £ 0,18 2,11
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(mebipy)]PFs 0,31+0,18 0,23+0,18 1,35
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(meobipy)]PFs 0,37+0,19 0,32 +£0,23 1,16
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(fen)]PFs 0,27 + 0,18 0,24 £ 0,18 1,12
Cisplatina 20,14 +£0,19 8,91 £+ 2,60 2,26

Todos os complexos da série 1 apresentaram valores de ICs
inferiores aos do cisplatina. Apesar dos baixos resultados obtidos para a L929,
vale ressaltar que os valores de 1Csy sdo muito inferiores ao do farmaco

cisplatina, além disso apresentam indices de seletividade proximos ao do
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farmaco. Ressalta-se ainda que com a complexacéo a atividade dos ligantes lap e
lau foi potencializada.

Analisando os valores de 1Cs; na linhagem MCF-7 para 0s
complexos da série 1 contendo a lau e os da série 2, onde a diferenca consiste na
presenca da dppb (série 1) e de duas PPhs (série 2), observou-se que ndo ha
diferencas significativas nos valores de I1Cso. Dessa forma, a atividade pode estar
relacionada com o ligante lau.

Vale ressaltar que os mesmos estudos foram realizados para o
complexo cis-[Ru(PPhs).(lap),], no entanto ele ndo apresentou nenhuma
atividade nas linhagens L929 e MCF-7.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES

Neste trabalho foram sintetizados 11 novos complexos de ruténio
contendo as naftoquinonas lapachol e lausona, bem como ligantes fosfinicos e
bipiridinicos, o0s quais foram caracterizados por diversas técnicas
espectroscopicas.

As composicdes dos complexos foram evidenciadas por resultados
de analise elementar (C, H, N), e as caracterizacbes pelas tecnicas de
condutividade molar, espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho e
ultravioleta/visivel, RMN de 3P{'*H}, 'H e C{'H}, voltametria ciclica e de
pulso diferencial e difracdo de raios X.

Os dados de condutividade molar mostraram que os complexos
sintetizados sdo eletrélitos 1:1. Apenas o complexo cis-[Ru(PPhs)z(lap)]
mostrou-se neutro.

A partir dos espectros de absorcdo na regido do infravermelho foi
possivel observar bandas caracteristicas dos ligantes lap e lau, indicando a
coordenacdo. A banda referente ao estiramento O-H dos ligantes ndo foi
observada nos espectros dos complexos, indicando a coordenacdo pelo oxigénio
da hidroxila. As bandas correspondentes aos estiramentos das carbonilas C1=0,
sofreram deslocamentos para regides de maior frequéncia, pois apds a
coordenacdo a ligacdo C1=0 perde um pouco do carater de ligacdo dupla. A
presenca do contra ion PFg~ foi confirmada por suas bandas caracteristicas em
torno de 840 e 550 cm-1.

Os dados de voltametria ciclica mostraram que 0s complexos
obtidos apresentam potenciais de oxidacdo mais elevados do que os respectivos
precursores. 1sso indica que a substituicdo dos ligantes cloretos pelo lap e/ou lau
provocou uma diminuicdo de densidade eletronica no ruténio, conduzindo a um

aumento do potencial de oxidacdo, tendo em vista que os cloretos sdo bons
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doadores o e m, enquanto 0s atomos de oxigénio dos ligantes lap e lau
apresentam fraco carater doador de densidade eletrdnica.

Os espectros de RMN *!P{*H} permitiram verificar a influéncia da
coordenacdo dos ligantes lap e lau na esfera de coordenacdo do ruténio. Os
ligantes lap e lau deixam os &tomos de fosforo mais desblindados, sendo
observado um deslocamento dos sinais para regides de maior frequéncia, se
comparado com os precursores. Os dados de RMN ¥C{*H} e 'H indicam a
coordenacédo dos ligantes pelo oxigénio da hidroxila e o oxigénio da carbonila
C1=0.

A técnica de difracdo de raios X foi muito importante na elucidacéo
das estruturas dos complexos. As estruturas de raios X dos complexos
confirmou a coordenacdo dos ligantes lap e lau de forma bidentada, onde o
atomo de oxigénio da carbonila se encontra trans ao atomo de fosforo e o
oxigénio da hidroxila trans ao nitrogénio dos ligantes bipiridinicos.

Os complexos sintetizados foram avaliados quanto a interagcdo com
as biomoléculas DNA e BSA, na tentativa de avaliar o possivel mecanismo de
acdo dos mesmos.

Os complexos da série 1 apresentaram uma fraca interacdo com o
DNA, com constantes na ordem de 102-10° L mol~!. Os complexos da série 2
ndo apresentaram nenhuma interagdo com o DNA, tendo em vista que a variacédo
espectral observada foi apenas efeito de diluicdo. Provavelmente 0 mecanismo
de acéo destes complexos seja por outra via.

A partir dos estudos de supressdo de fluorescéncia da BSA, foi
possivel determinar que o mecanismo de interacdo dos complexos com esta
proteina ocorre pelo modo estatico. Além disso, observou-se uma fraca interacéo
dos complexos da série 1 com a BSA. Contudo, o complexo da série 2
trans-[Ru(lau)(PPhs).(meobipy)]PFs apresentou uma interacdo relativamente
forte com a BSA, com constante Ky, da ordem de 10°.
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Os parametros termodindmicos obtidos foram importantes para
ajudar a elucidar a forma de interacdo dos complexos com a BSA. Com base nos
resultados negativos AG° foi possivel inferir que a interacdo € espontanea e
pode-se dizer ainda que as forcas de interacdo dos complexos com a BSA séo
eletrostaticas devido aos valores negativos de AHC e positivos de AS°, exceto
para 0 complexo neutro cis-[Ru(PPhs).(lap),], que apresentou interagdes
hidrofobicas.

Os testes de citotoxicidade mostraram resultados promissores nas
linhagens MCF-7 e L929, com resultados de 1Csg inferiores ao resultado para o
farmaco de referéncia, o cisplatina. Vale ressaltar que os ligantes lap e lau ndo
apresentaram resultados satisfatorios nas linhagens estudadas. No entanto, com a
coordenacéo a atividade dos mesmos foi potencializada.

O complexo cis-[Ru(PPhs),(lap).] ndo foi ativo nas linhagens

avaliadas.
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FIGURA Al. Espectro de absorcéo na regido do infravermelho do ligante lap e do complexo
[Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFs, em pastilhas de KBr.
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FIGURA A2. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do ligante lap e do complexo
[Ru(lap)(dppb)(fen)]PFs, em pastilhas de KBr.
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FIGURA A3. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do ligante lau e do complexo
[Ru(lau)(dppb)(mebipy)]PFe, em pastilhas de KBr.
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FIGURA A4. Espectro de absorcéo na regido do infravermelho do ligante lau e do complexo
[Ru(lau)(dppb)(fen)]PFs, em pastilhas de KBr.
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FIGURA A5. Espectros de absorcdo eletrénica na regido do UV-vis para os complexos (A)
[Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFs, (B) [Ru(lap)(dppb)(fen)]PFe, (C) [Ru(lau)(dppb)(mebipy)]PFs
e (D) [Ru(lau)(dppb)(fen)]PFs, em DMSO.
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FIGURA AB6. Espectro de RMN 3'P{*H} do complexo [Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFs, em
CH2Cl2/D20.
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FIGURA A7. Espectro de RMN 3*P{*H} do complexo [Ru(lap)(dppb)(fen)]PFs, em
CH2ClI,/D20.
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FIGURA A8. Espectro de RMN 3P{*H} do complexo [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs, em
CH2Cl2/D20.
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CH2ClI,/D20.
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FIGURA A23. Espectro de RMN de HMBC do lap, em DMSO-ds.
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TABELA Al. Dados das estruturas de raios X dos complexos (1) [Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFe,
(2) [Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs e (3) [Ru(lau)(dppb)(fen)]PFs

Complexo 1) (2) 3
Foérmula Cs4Hs51CloFsN2O3PsRu Ca9H43CloFsN,03P3Ru Cs1H43ClFgN203P3Ru
Massa molar 1154.85 1086.73 1110.75
Sistema cristalino Triclinico Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P-1 P2(1)/c P2(1)/n
a=11.7860(2) A a=13.7656(3) A a=18.0711(5) A
o = 94.5210(10)° o=90° a=90°

Dimensdes da cela
unitaria

Volume

Z
Densidade (calculada)

Coeficiente de
absorcéo

F(000)

Tamanho do cristal

Alcance de 0 para
coleta

Alcances dos indices

Reflexdes coletadas

Reflexdes
independentes

Correcdo de absorgéo
Max. e min. de
transmicao

Método de
refinamento

indices R final
[I>20(1)]

indices R (todos)

Residual max.. min.

b =12.8648(2) A
B =100.4210(10)°
c=17.3677(3) A
y = 92.8070(10)°

2576.50(7) A3

2
1.489 mg/m3

0.569 mm-1
1180

0.394 x 0.124 x 0.071mm3

1.59 para 25.44°
-14<=h<=14,
-15<=k<=15, -20<=I<=20

30352

9463 [R(int) = 0.0211]
Semi-empirico para
equivalentes
0.9613 e 0.8087

Matriz dos minimos
quadrado em F2

R1 =0.0346,
WR2 =0.0836
R1=0.0417,
wR2 =0.0888

0.781 ¢ -0.836 e.A-3

b=14.7135(3) A
B=91.8920(10)°
¢ =23.3155(5) A
y=90°

4719.75(17) A3

4
1.529 mg/m?3

0.615 mm-1
2208

0.338 x 0.172 x 0.101 mm3

1.64 para 25.39°
-15<=h<=16,
-17<=k<=186, -27<=1<=28

31214

8631 [R(int) = 0.0260]
Semi-empirico para
equivalentes

0.9410 e 0.8180

Matriz dos minimos
quadrado em F2

R1 = 0.0469,
wR2 =0.1331
R1=0.0571,
wWR2 = 0.1417

1.237 e -0.824 e.A-3

b = 14.5940(4) A

B=100.8130(10)°

c =18.6875(5) A
y=90°

4840.9(2) A3

4
1.524 mg/m?3

0.602 mm-1
2256

0.33x 0.24 x 0.12 mm3

1.78 para 25.48°
-21<=h<=21,
-17<=k<=15, -21<=I<=22

31854

8895 [R(int) = 0.0365]
Semi-empirico para
equivalentes

0.9313 ¢ 0.8261

Matriz dos minimos
quadrado em F2

R1 = 0.0500,
WR2 = 0.1492
R1 = 0.0609,
wR2 =0.1591

0.795 ¢ -1.335 e.A-3
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FIGURA A25. (A) Voltamograma ciclico e (B) de pulso diferencial para o complexo
[Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFsem 0,1 mol L de PTBA, em CH.Cl>.
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FIGURA A26. (A) Voltamograma ciclico e (B) de pulso diferencial para o complexo
[Ru(lap)(dppb)(fen)]PFsem 0,1 mol L de PTBA, em CH.Cl..
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FIGURA A27. (A) Voltamograma ciclico e (B) de pulso diferencial para o complexo
[Ru(lau)(dppb)(mebipy)]PFsem 0,1 mol L de PTBA, em CHCl..
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FIGURA A28. (A) Voltamograma ciclico e (B) de pulso diferencial para o complexo
[Ru(lau)(dppb)(fen)]PFsem 0,1 mol Lt de PTBA, em CH,Cl>.
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FIGURA A29. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do ligante lau e do
complexo trans-[Ru(lau)(PPhs)2(mebipy)]PFes, em pastilhas de KBr.
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FIGURA A30. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do ligante lau e do
complexo trans-[Ru(lau)(PPhs)2(meobipy)]PFe, em pastilhas de KBr.
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FIGURA A3l. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do ligante lau e do
complexo trans-[Ru(lau)(PPhs).(fen)]PFe em pastilhas de KBr.
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FIGURA A32. Espectros de absorgéo eletronica na regido do UV-vis para 0os complexos (A)
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(mebipy)]PFs, (B) trans-[Ru(lau)(PPhs)2(meobipy)]PFs e (C) trans-
[Ru(lau)(PPhs)(fen)]PFs, em DMSO.
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FIGURA A33. Espectro de RMN 3'P{*H} do complexo trans-[Ru(lau)(PPhs)z(bipy)]PFs em
CH2Cl,/D20.
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FIGURA A34. Espectro de RMN 3'P{*H} do complexo trans-[Ru(lau)(PPhs)2(meobipy)]PFe,
em CH2Cl2/D20.
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FIGURA A35. Espectro de RMN 3P{*H} do complexo trans-[Ru(lau)(PPhs)2(fen)]PFs, em
CH2Cl2/D20.
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FIGURA A37. Espectro de RMN *H do complexo trans-[Ru(lau)(PPhs)2(meobipy)]PFs, em

DMSO-ds.



Oliveira, H. M. éndice 119

10.237
10.224
8.180
8.160
7.935
7. ?46
7.693
7.680
7.673
7.659
7.025
6.840
6.829
6.822
5.760
5.593
2.676
2.334

=
0
[
[

9.707
9.694
8.474
8.454
8.260
8.242
8.239
7.779

(L ]

S\se) i
égw\% ol
QNS

M—7T0—T

N

-
=
-=
-=
-

G0 € =——
—
r

] ——

RO € ‘——

BED =
LOEL €
1

=]

=g

60 <
1 WP *

MR

i
. i

a I11I.DI o I‘1IJ|.DI - IB.IDI I 3.0 7.0 6.0 5.0 4.0 30 2.0

pm (t1)
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FIGURA A39. Espectro de RMN C{*H} para o complexo trans-[Ru(lau)(PPhs)2(bipy)]PFe,
em DMSO-ds.
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FIGURA A42. (A) Voltamograma ciclico e (B) de pulso diferencial para o complexo
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(bipy)]PFs em 0,1 mol Lt de PTBA, em CH.Cl>.
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FIGURA A43. (A) Voltamograma ciclico e (B) de pulso diferencial para o complexo
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(meobipy)]PFsem 0,1 mol Lt de PTBA, em CH,Cl..
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FIGURA A44. (A) Voltamograma ciclico e (B) de pulso diferencial para o complexo
trans-[Ru(lau)(PPhs)2(fen)]JPFs em 0,1 mol L't de PTBA, em CH.Cl..
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FIGURA A45. Espectros de titulacdes espectroscopicas dos complexos da série 1 com o

DNA. (A) [Ru(lap)(dppb)(mebipy)]PFe, (B) [Ru(lap)(dppb)(fen)]PFs, ©

[Ru(lau)(dppb)(mebipy)]PFs e (D) [Ru(lau)(dppb)(fen)]PFs nas concentragdes de 3,5 x 10>,

25 x 10° mol L% 35 x 10° mol L! e 35 x 10° mol L™, respectivamente,

[DNA] = 4,64 x 10 mol L em pH 7,4.



