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RESUMO
“AVALIACAO DAS PROPRIEDADES ANTICANCER DE COMPOSTOS
ORGANOMETALICOS DE Ru(Il) COM ACILTIOUREIAS”Esta tese apresenta
um estudo baseado na sintese, caracterizacdo e avaliacdo bioldgica de 19 novos
complexos organometalicos de Ru(ll) com aciltioureias. Os complexos
apresentam formula geral [Ru(n®-p-cimeno)CI(PPhs)Tu]PFs e [Ru(n®-p-
cimeno)(PPh3)Tu]PFs onde PPhs= trifenilfosfina e Tu= N-(metilfuroil)-N’-2-
furoiltioureia (1 e 1a); T= N-(metiltiofenil)-N-2-tiofeniltioureia (2); N-
(metilfuroil)-N’-2-furoiltioureia;  N-(metilfuroil)-N’-2-tiofeniltioureia (3); N-
(metil-1,3-benzodioxolil)-N’-2-furoiltioureia (4 e 4a);  N-(metil-1,3-
benzodioxolil)-N’-2-tiofeniltioureia (5); N,N-(dimetil)-N’-benzoiltioureia (1m e
1b); N,N-(dietil)-N’-benzoiltioureia (2m e 2b); N,N-(dimetil)-N’-2-furoiltioureia
(3m e 3Db); N,N-(dietil)-N’-2-furoiltioureia (4m e 4b); N,N-(dimetil)-N’-2-
tiofeniltioureia (5m e 5b); N,N-(dietil)-N’-2-tiofeniltioureia (6m e 6b). A
caracterizacdo dos complexos foi realizada mediante analise elementar,
condutividade molar, espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho,
ressonancia magnética nuclear de 3P {*H}, *H e *C {*H} e difracdo de raios X
(monocristal). Trés distintos modos de coordenacao dos ligantes aciltioureia,
monodentado via atomo de S (1-5 e 1m-6m), e bidentandos via &tomos de S e O
(1b-6b) ou via atomos de S e N (1a e 4a), foram obtidos a partir de diferentes
rotas sintéticas. Uma das rotas sintéticas baseia-se na reacdo de hidrélise dos
complexos monodentados, que propicia a conversdo do modo de coordenagédo dos
ligantes aciltioureias para o bidentado. A citotoxicidade dos complexos foi
avaliada nas linhagens tumorais de mama (MDA-MB-231), pulméo (A549) e
prostata (DU-145) e linhagens ndo tumorais de mama (MCF-10A) e pulméo
(MRC-5). Os valores de 1Csp dos complexos 1-5, 1a e 4a, na linhagem A549 que
corresponde a faixa de 0,25 a 0, 61 uM, apos 48 h de incubacdo, indicam uma
pronunciada citotoxicidade dos complexos com valores significativamente

menores do que o observado para o farmaco de referéncia, cisplatina (11,84 uM).
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Para os complexos 1m-6m e 1b-6b, os valores de ICs, para a linhagem de prostata
(2,89-7,49 uM), apesar de indicarem a inibicdo da proliferacdo celular,
apresentaram menor citotoxicidade do que o cisplatina (2,00 uM). Para as
linhagens tumorais de mama (ICso= 0,28-0,74 uM) e pulmao (ICsp= 0,51-1,83
uM), os complexos 1m-6m e 1b-6b foram notavelmente mais ativos do que a
cisplatina, também apresentaram expressiva seletividade frente a linhagem
tumoral de mama (1S= 4,66-19,34). Baseando-se na atividade e seletividade, os
complexos 1la, 5b e 6b, bem como seus respectivos complexos andlogos na
coordenacdo monodentada 1, 5m e 6m, foram selecionados para a continuidade
das investigacdes bioldgicas na linhagens tumorais de pulméo (1 e 1a) e mama
(5m, 6m, 5b e 6b). Esses complexos induziram alteracdes morfologicas nas
respectivas linhagens, como também foram capazes de inibir a formacdo de
coldnias e migracéo celular. Além disso, os complexos promoveram acumulo na
fase Sub-G; do ciclo celular e induziram morte por apoptose. Os Estudos de
interacdo com o DNA realizados por meio de medidas de viscosidade, mobilidade
eletroforética e ensaio de competitividade, sugerem a interacdo dos complexos
com o0 DNA via sulco menor. Os complexos também apresentaram alta afinidade
a proteina HSA (Ky=10* a 10°). O ensaio competitivo com o dansilglicina sugere

interacdo com o sitio 11 (subdominio 111A) desta proteina.
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ABSTRACT
"EVALUATION OF ANTICANCER PROPERTIES OF ORGANOMETALLIC
Ru(ll) COMPLEXES WITH ACYLTHIOUREAS"This thesis shows a study
based on the synthesis, characterization and biological evaluation of 19 new
organometallic Ru(ll) complexes with acylthioureas. The complexes have general
formula Ru(n®-p-cymene)CI(PPh3)Tu]PFs e [Ru(n®-p-cymene)(PPhs)Tu]PFs
where PPhs= triphenylphosphine and Tu= N-(methylfuroyl)-N’-2-furoylthiourea
(1 e 1a); N-(methyltiophenyl)-N-2-tiophenylthiourea (2); N-(methylfuroyl)-N’-2-
furoyltiourea; N-(methylfuroyl)-N’-2-tiophenylthiourea (3); N-(methyl-1,3-
benzodioxolyl)-N’-2-furoylthiourea (4 e 4a); N-(methyl-1,3-benzodioxolyl)-N’-
2-tiophenylthiourea (5); N,N-(dimethyl)-N’-benzoylthiourea (Im e 1b); N,N-
(diethyl)-N’-benzoyltiourea (2m e 2b); N,N-(dimethyl)-N’-2-furoyltiourea (3m e
3b); N,N-(diethyl)-N’-2-furoyltiourea (4m e 4b); N,N-(dimethyl)-N’-2-
tiophenylthiourea (5m e 5b); N,N-(diethyl)-N’-2-tiophenylthiourea (6m e 6b).
Complexes characterization was carried out by elemental analysis, molar
conductivity, absorption spectroscopy in infrared region, 3P {*H}, 'H e *C {!H}
nuclear magnetic resonance and single crystal X-ray diffraction. Three different
coordination modes of the acylthiourea ligands, monodentate via S atom (1-5 e
1m-6m), bidentate via S and O atoms (1b-6b) or via S and N atoms (1a e 4a),
were obtained from different synthetic routes. One of the synthetic routes base on
hydrolysis reaction of monodentate complexes, which promotes the conversion of
coordination mode of acylthioureas to bidentate. The cytotoxicity of the
complexes was evaluated in breast (MDA-MB-231), lung (A549) and prostate
(DU-145) human tumor cell lines and breast (MCF-10A) and lung (MRC-5)
human nontumorigenic cell lines. 1Csq values of the complexes 1-5, 1a e 4a, in
A549 cells, which correspond the range from 0.25 to 0.61 uM, after 48 h
incubation, indicate a considerable cytotoxicity with values significantly lower

than the reference drug, cisplatin (11.84 uM). For the complexes 1m-6m e 1b-
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6b, the 1Cso values in the prostate cell line (2.89-7.49 uM), despite indicating cell
proliferative inhibition, showed lower cytotoxicity than cisplatin (2.00 uM). For
breast (2.89-7.49 uM), and lung (ICsp= 0.51-1.83 uM) cell lines, the complexes
1m-6m e 1b-6b were notably more active than cisplatin, as also showed
expressive selectivity (1S=4.66-19.34) toward breast tumor cell line. Base on both
activity and selectivity, the complexes 1a, 5b e 6b, as well as their respective
analogous complexes in monodentate coordination 1, 5m e 6m, were chosen to
continuity of biological investigations in the breast (5m, 6m, 5b e 6b) and lung
(1 e 1a) tumor cell lines. These complexes induced morphology changes in their
respective cell lines, were able to inhibit the colony formation, and cell migration.
In addition, the complexes promoted cell cycle arrest at Sub-G; phase and induced
apoptosis cell death. Interaction studies carried out by viscosity measurements,
electrophoretic mobility and competitive assays suggest the interaction between
the complexes and DNA is via minor groove. The complexes also showed high
HSA protein affinity (Kp= 10%-10°). The competitive assay using dansylglycine

indicates complexes interaction with HSA site Il (subdomain I11A).
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Nesta tese se descreve uma investigacdo acerca de complexos
organometalicos de Ru(ll) coordenados a ligantes aciltioureias e trifenilfosfina e
exploraracdo de seus potenciais citotoxicos. Assim, neste capitulo se discutira

topicos de relevancia do ponto de vista desse estudo.
1.1- Céncer: aspectos gerais

O cancer ¢ uma doenca de impacto global, constituindo um complexo
cenario que abrange esferas epidemioldgica, social e econémica. Integra o nucleo
das doencas e agravos ndo transmissiveis (DANT) que sdo responsaveis pela
maior parte dos dbitos em escala mundial. No ano de 2008 estimou-se que 21%
dos oObitos ocorreram em decorréncia do cancer, sendo que estimativas futuras
apontam para uma pior tendéncia, tanto em relagcdo ao numero de novos casos,

quanto as taxas de mortalidade.?

A alta complexidade do cancer relaciona-se a elevados niveis de
especificidade, englobando um conjunto de mais de 100 doengas que possuem em
comum o crescimento celular desordenado. A origem desse processo, conhecido
como carcinogénese, € a mutacdo genética ocasionada por fatores internos e
externos. Se os fatores internos estdo relacionados a condicdes genéticas pré-
determinadas, os externos estdo associados ao ambiente e ao estilo de vida,
compreendendo habitos e aspectos socioculturais. Assim, a multiplicacdo celular,
que é um processo intrinseco a manutencdo da vida, passa a ser um Processo
desregulado que possibilita a formacdo de um ndmero indiscriminado de células
anormais, que originam os tumores. Tais células séo autossuficientes em relacao
aos sinais de crescimento, sdo insensiveis a sinais inibitorios de crescimento,

capazes de burlar o mecanismo de morte celular e invadir tecidos vizinhos.??

Os tumores sdo classificados como benignos e malignos. Tumores
benignos caracterizam-se por um crescimento celular, de certa forma mais

ordenado com expansdo lenta, também ndo s@o capazes de invadir tecidos
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vizinhos. Ja os tumores malignos (Figura 1.1), possuem autonomia quase
irrestrita, onde seu crescimento é bem pronunciado, possuindo a capacidade de se
infiltrar em tecidos diferentes ao de origem, 0 que corresponde ao processo de
metastase. A metastase € uma severa caracteristica dos tumores malignos que ap6s
um estagio inicial, em que a disseminacéo das células cancerigenas restringe-se a
seus tecidos de origem, adquire a capacidade de migrar via corrente sanguinea
para diferentes tecidos. O processo metastatico é a principal caracteristica do

cancer, estando intimamente relacionado as taxas de mortalidade desta doenca.*

4 N/ N\
Metastase
Tumor Maligno &
. o \® ¥
L.ocalizado A J

J

FIGURA 1.1 - Tumores malignos: localizado (estégio inicial do cancer) e a

metastase (estagio avancgado).

Em ambito mundial os tipos de cancer mais incidentes compreendem
ao de pulmdo, mama, intestino e préstata. Considerando o sexo masculino os tipos
mais frequentes sdo pulmao, 16,7% dos casos, e prdstata, 15%, enquanto que para
as mulheres o cancer de mama é o mais incidente (25,2%). No Brasil esta
tendéncia é mantida, estimando-se para os anos de 2018-2019 a ocorréncia de
mais de 600 mil novos casos anualmente, sendo os canceres de prostata, pulméo

e mama feminina os mais incidentes. !
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O cancer de prostata é o segundo tipo mais incidente entre o sexo
masculino no mundo, enquanto que no Brasil é o tipo mais frequente. De modo
geral, € um tipo com bom prognostico, entretanto, taxas de mortalidade sdo
maiores em paises de baixa renda, quando comparado a paises de alta renda. O
avanco da idade (acima de 50 anos) e historico familiar sdo os principais fatores
associado a este tipo de cancer. Os subtipos de cancer de prdstata mais recorrentes
sdo 0 adenocarcinoma, sarcoma, carcinoma e o tumor endoenddcrino que

corresponde ao subtipo mais raro e mais agressivo.!

O céancer de pulmdo é um dos tipos mais agressivos, tendo como
consequéncia sua alta taxa de mortalidade, que corresponde cerca de 90% dos
casos incidentes. Tal letalidade associa-se ao diagndstico tardio, uma vez que 0s
sintomas geralmente ndo sdo manifestados no estagio inicial da doenca. O
tabagismo esta intimamente relacionado a esse tipo de cancer, sendo a causa de
85% dos casos diagnosticados e por este motivo tornou-se uma das principais
causas de mortes evitaveis do mundo todo. A neoplasia de pulmao subdivide-se
em duas principais classes: 0s carcinomas de células pequenas e os carcinomas de
células ndo pequenas. Nesta ultima classe estdo incluidos o adenocarcinoma, o

carcinoma de células escamosas e o carcinoma de grandes células.®

O céancer de mama é o tipo mais incidente em mulheres, sendo
também a principal causa de morte entre elas devido a cancer, com taxas que
representam 14,7% dos 6bitos. Um conjunto de fatores apresenta influéncia neste
tipo de céncer, a destacar: heranga genética, sexo feminino, idade superior a 45
anos, menarca precoce, nuliparidade, menopausa tardia, uso prolongado de
anticoncepcionais, terapias de reposi¢cdo hormonal, sedentarismo, alcoolismo
dentre outros. Muitos séo os subtipos de cancer de mama que compreendem ao
ductal ou lobular nas formas in situ (ndo invasiva) e invasiva e 0 cancer de mama
“triplo negativo”, onde tal nomenclatura se deve a auséncia de receptores de

estrogénio (RE), progesterona (RP) e proteinas associadas ao crescimento tumoral
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(HER-2). O céncer de mama triplo negativo € o subtipo mais agressivo

apresentando as maiores taxas de mortalidade, também é altamente metastatico.'®

As principais formas de tratamento do cancer baseiam-se na cirurgia,
radioterapia e quimioterapia, mas avancos cientificos e tecnoldgicos tém
possibilitado a utilizacdo de novas modalidades terapéuticas como a terapia alvo.
A etapa de diagnostico é particularmente determinante na eficacia do tratamento,
onde de modo geral, o diagndstico precoce esta intimamente correlacionado ao
processo curativo da doencga. Assim, a depender do estagio e tipo de cancer o
tratamento pode se restringir a um unico procedimento ou a uma combinacao
deles. Mas atualmente, a combinacéo de terapias séo as formas de tratamento mais

empregadas.

A cirurgia € um tratamento efetivo para tumores localizados, os quais
encontram-se em estagio anterior a metastase. Também indicada ao tratamento de
tumores locais, a radioterapia trata-se da irradiacdo de uma area alvo do
organismo. Esta modalidade pode ser empregada objetivando a cura do paciente,
a diminuicdo do tumor ou a erradicacdo de focos de tumores microscopicos, e
ainda a um tratamento paliativo destinado a minimizacao de sintomas vinculados

a doenca.>’

A quimioterapia € um tratamento sistémico com maior efetividade,
uma vez que é adequado tanto para tumores localizados, quanto para metastaticos.
Os medicamentos utilizados nesta modalidade sdo conhecidos como
quimioterapicos, 0s quais sdo administrados, geralmente, por via oral ou
intravenosa. Assim como na radioterapia, a quimioterapia pode ser utilizada em
varias etapas do tratamento com o intuito de curar, melhorar a sobrevida ou
promover efeito paliativo. A despeito dos avancgos alcangados em diversas formas
de tratamento, um velho empecilho é recorrente, os severos efeitos colaterais

causados pelo uso de quimioterdpicos e aquisicdo de resisténcia ao longo do
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tratamento, sdo os principais limitantes, sobretudo para o tratamento

quimioterapico, o qual é o mais abrangente.’
1.2- Metalofarmacos na terapia do cancer

Apesar da quimica inorganica medicinal ser uma area recente do
conhecimento, a utilizacdo de metais em porc¢des farmacéuticas remete a antigas
civilizagbes da Mesopotamia, Egito, india e China. Mas o composto de maior
destaque, o qual se tornou simbolo desta area do conhecimento é o cisplatina. As
propriedades anticancer do cisplatina foi descoberta acidentalmente, em 1965,
enquanto Barnett Rosenberg e Loretta VanCamp estudavam o efeito de uma
corrente elétrica em bactérias Escherichia coli. O que se descobriu foi que o
composto diaminodicloridoplatina(ll), cisplatina (Figura 1.2) inibiu a divisao
celular destas bactérias e posteriormente as investigacdes permitiram verificar que
tal propriedade se estendia a células tumorais. Estudos mais avancados foram
realizados culminando na aprovacéo do uso clinico do cisplatina, pela FDA (Food
and Drug Administration) em 1978. Assim, o cisplatina foi o primeiro agente
medicinal a base de metal a entrar em uso clinico mundial para o tratamento do

cancer.®

@///,, \\\\\®_|3 4 /Q/'

C NH; @ © ad

FIGURA 1.2 - Estrutura quimica do composto cisplatina,

diaminodicloridoplatina(ll).

Desde sua aprovagdo o cisplatina tem sido utilizado sozinho ou

combinado com outras drogas, no tratamento quimioterapico de primeira linha,
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estando associado ao tratamento de cancer de bexiga, cervical, pulméao, ovario,
testiculo, bem como carcinomas de cabeca e pescoco.® Especificamente, no que
tange ao cancer de testiculo, ap6s a utilizacao do cisplatina como quimioterapico,
a taxa de cura deste cancer saltou de 10% para em torno de 90%.° O cisplatina
também pode estar associado ao tratamento de outros tipos de cancer, nos quais o
tratamento indicado para a primeira linha ndo obtiveram resultados satisfatorios.
Assim, estima-se que 70% de todos os pacientes com cancer fazem uso do

cisplatina em seus tratamentos.!

E bem aceito que a atividade antitumoral do cisplatina esta
relacionada a sua interacdo com o DNA. Esse processo € iniciado por reacoes de
hidrdlise que ocorrem em meio intracelular. Sabe-se que na corrente sanguinea a
concentragdo de ions cloretos € elevada, o que mantem o cisplatina em sua
estrutura original. Entretanto, no interior da célula a concentracdo dos ions
cloretos diminui drasticamente (3-4 mM), o que favorece a aquagdo do composto,
como demonstrado na Figura 1.3. Ap6s a permeacdo no nucleo celular, as
moléculas de agua séo labilizadas para a formacao de ligagcdes covalentes entre a
Pt?*, e mais especificamente ao N-7 da guanina (G) ou adenina (A) (bases
nitrogenadas do DNA) (Figura 1.3). Tais adutos estdo diretamente relacionados
as respostas fisiologicas que ocasionam a parada do ciclo celular, reparo do DNA

e apoptose.®
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Mcmbrana\

[CI']=3-4 mM

cr-

[CI'] =100 mM

. J

FIGURA 1.3 - Esquema representativo do modo de acdo proposto para o
cisplatina (adaptado de BENEDETTI 1?),

Mas apesar do inquestionavel avanco na terapia do cancer, com
metalofarmacos, desencadeado pelo cisplatina, uma serie de efeitos colaterais e a
aquisicao de resisténcia, problemas que nédo sdo exclusivos deste composto, tém
limitado consideravelmente o tratamento da doenca. Nesse ambito, pesquisas
pautadas na busca por metalodrogas mais efetivas tém despertado interesse da
comunidade cientifica. Nesse sentido, uma segunda geracdo de compostos de
platina, carboplatina e oxaliplatina, também foi aprovada pela FDA (Figura 1.4).
Em uma linha similar os compostos nedaplatina, lobaplatina e heptaplatina
encontram-se na etapa de ensaios clinicos nos Estados Unidos, mas estdo em uso
clinico no Japdo, China e Coreia do Sul, respectivamente (Figura 1.4). Novas
formulacBes de nanoparticulas de lipossomos de cisplatina (lipoplatina) e
oxaliplatina (lipoxal) reduzem significativamente as reacdes adversas dos

respectivos medicamentos, estando tambéem em fase de ensaios clinicos. A
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satraplatina (Figura 1.4), composto com nucleo de platina (IV), tem como
principal vantagem sua disponibilidade oral, que permite sua administragao via
oral, sendo um procedimento mais confortavel para pacientes além do custo mais

baixo.13

Heptaplatina Carboplatinao

@///, ”

Satraplatina

FIGURA 1.4 - Estruturas quimicas de compostos a base de platina relacionados

a terapia do cancer.

E evidente que um maior nimero de investigacdes, no cenario de
desenvolvimento de quimioterapicos, esta pautado na platina, mas pesquisas com
complexos com outros centros metalicos, como o ruténio, também tem recebido
consideravel atencdo. Por apresentar propriedades quimicas similares ao ferro,
metal que desempenha inimeras funcdes bioldgicas, investigacbes com ruténio
foram impulsionadas visando a obtencdo de compostos com menor toxicidade e

estabilidade em relacdo a complexos nédo sé a base de platina.
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Os dois compostos de ruténio que promoveram consideravel
destaque para estudos com ruténio, sdo 0 NAMI-A, (Him)[RuCl4(DMSO)(Him)]
(Him=imidazol) e o KP1019, (indH)[trans-RuCl4(ind),] (ind=indazol), os quais
alcancaram a etapa de ensaios clinicos (Figura 1.5). Ambos compostos foram
inspirados pelo complexo KP418 (Figura 1.5), o qual teve seu estudo divulgado
por Keppler e colaboradores na década de 80, que evidenciou sua atividade

terapéutica contra leucemia de murinho e melanoma.

.
1R
o H HNT X
N N
( /7 ( /7 / Na'*
HN HN
NAMI-A KP418 KP1019/NKP1339

FIGURA 1.5 - Estruturas quimicas de compostos de ruténio: NAMI-A, KP418 e
KP1019/NKP1339.

Os primeiros estudos relatando as propriedades anticancer do
complexo NAMI-A datam de 1992. A caracteristica principal desse composto é
sua excelente atividade e seletividade contra tumores metastaticos. Resultados
baseados em estudos de modelos in vivo evidenciaram significativa reducao de
metastase pulmonar, alcancando reducéo de até 100%. Assim, sua atividade aliada
a sua baixa toxicidade foram descobertas particularmente interessantes, ja que um
dos maiores desafios do tratamento do cancer concentra-se no processo de
metéstase. Investigacbes com 0 NAMI-A prosseguiram até a etapa Il de ensaios

clinicos. 15
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O composto KP1019 mostrou pronunciada atividade contra cancer
de colén. Em modelos animais, o tratamento com KP1019 promoveu eficicia com
reducdo de até 95% do volume tumoral, sem ocasionar mortalidade. Seu
mecanismo de acdo, de forma similar ao NAMI-A, envolve a etapa de ativacdo
do composto no meio intracelular que compreende a reducdo do Ru(lll) para
Ru(ll). Uma das principais limitacbes que dificultou o prosseguimento da
realizacdo de estudos na etapa | de ensaio clinico se desencadeou em torno da
solubilidade do composto. Desta forma, visando a continuidade dos testes o
composto NKP-1339, Na[RuCly(ind).], (Figura 1.5), andlogo ao KP1019, foi
sintetizado. A substitui¢do do contraion imidazol pelo ion sddio conferiu ao NKP-
1339 significante aumento da solubilidade, quando comparado a apresentada pelo
KP1019.1817 Qs estudos clinicos fase | do NKP-1339 foram completados
satisfatoriamente contra tumores solidos, mas a terapia combinatdria segue como

uma das vertentes a ser investigada.®°
1.2.1 - Complexos organometalicos de ruténio

A quimica organometalica se desenvolveu consideravelmente apos a
elucidacdo estrutural do ferroceno, na década de 1950.%° A partir dai, houve a
inser¢do das terminologias “sanduiche” ¢ “semi-sanduiche” na area, que permitiu
classificar os complexos onde o metal liga-se paralelamente a dois anéis planos
(sanduiche) ou a apenas um (semi-sanduiche). Nesses complexos a ligacdo é
estabelecida através dos orbitais m e n* do anel aromatico com orbitais
apropriados do metal. Considerando os ligantes que apresentam o anel de seis
membros em suas estruturas, arenos, os nimeros de ligagoes possiveis sdo n2, n*
ou n® sendo descritas pela notagdo hapto (n).?!Tratando especificamente aos
complexos Ru(ll)-areno, a ligagdo é mantida pela ligagdo o, formada pela
interacao dos orbitais moleculares pr ligantes cheios, do areno, com o orbital ¢

aceitador, vazio, do Ru. E devido os arenos serem ligantes n-acido/r-aceptores, a
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retrodoacdo m da ligagdo compreende a interagdo de um orbital 4d° do metal com

0 orbital pn*, vazio, do areno.

Particularmente, para pesquisas focadas em metalofdrmacos com
aplicabilidade no cancer, os compostos organometalicos Ru(ll)-areno tem sido
identificados como uma promissora classe de compostos. O primeiro estudo de
um metal de transicdo-areno com atividade citotoxica foi reportado por Tocher e
colaboradores em 1992.22 Nesse estudo, o antibiético metronidazol foi
incorporado como ligante para a formacdo do complexo [Ru(n®-p-
benzenoCl,(metronidazol)] (Figura 1.6), o qual apresentou citotoxicidade e
seletividade superiores ao metronidazol livre. Entretanto, estudos futuros com este
composto ndo foram divulgados. Uma nova perspectiva para 0os compostos de
ruténio vem sendo estabelecida pelos grupos de pesquisa dos Professores Dyson
e Sadler. Suas investigacdes sdo pautadas em complexos organometalicos semi-
sanduiches de Ru(ll)-areno, onde as series RAPTA e RAED tem apresentado

resultados animadores.??

Os compostos da série RAED, [Ru(n®t-areno)Cl(en)]*, (Figura 1.6)
tem em comum o ligante etilenodiamina (en) e apresentam citotoxicidade em
diversos tipos de linhagens celulares que incluem cisplatina resistentes. Ja a série
RAPTA, descrita por Dyson et. al, caracteriza-se pela estrutura “piano-stool”,
onde trés dos seis sitios de coordenacéo do ruténio séo ocupados por nt-areno, tal
ligante confere alta estabilizacdo do estado de oxidacdo do Ru(ll). Outro sitio €
ocupado pelo ligante PTA (1,3,5-triaza-7-fosfoadamantano), que desempenha
fundamental papel na solubilidade dos compostos desta série, e 0 sitio
remanescente € ocupado, normalmente, por ligantes labeis como o cloro. Desta
série 0 composto RAPTA-C, [Ru(n®-p-cimeno)Cl,(PTA)] (Figura 1.6), se destaca
apresentando similaridades ao NAMI-A; ambos apresentam baixa citotoxicidade
in vitro, mas sdo capazes de inibir metastase em ensaios in vivo. Estudos

realizados com carcinoma de ovario humano (A2780) apontaram que 0 RAPTA-
12
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C inibiu o desenvolvimento do tumor em 75% e ainda revelou alta atividade
antiangiogénica. Além disso, estudos in vivo ndo evidenciaram toxicidade
associada a tratamentos com o RAPTA-C. Também, resultados muito
promissores tém sido obtidos a partir de estudos combinatérios do RAPTA-C com

outras drogas ja aprovadas.?®%*
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FIGURA 1.6 - Estruturas quimicas de compostos organometalicos Ru(ll)-areno:
1) [Ru(n®-p-benzeno)Cl,(metrodonidazol)]; 2) [Ru(n®-p-benzeno)Cl(en)],
representante da série RAED; 3) RAPTA-C, representante da série RAPTA.

O mecanismo de acdo de complexos Ru(ll)-areno envolve, de
maneira geral, a reacdo de hidrolise da ligacdo Ru-X para a formacao de espécies
Ru-OH,. Similarmente ao processo de hidrolise do cisplatina, a aquagao ocorre
em meio intracelular, consistindo em uma via de ativacdo seletiva. Assim como
para a grande parte das metalodrogas com atividade antitumoral, o DNA é o alvo
primario para os complexos Ru(ll)-areno, e a interagdo complexo-DNA pode ser
estabelecida por ligagOes covalentes, preferencialmente ao N7 da guanina.
Entretanto, ligacdes ndo covalentes tais como ligagbes de hidrogénio e
intercalacdo sdo também especialmente importantes para esta classe de

complexos.?
1.3- Ligantes Aciltioureias

A classe de compostos das aciltioureias, que corresponde a um dos

derivados das tioureias, tem como requisito estrutural a presenca de uma carbonila

13
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ligada ao cerne da tioureia, -C(O)NC(S)N-, como mostrado na Figura 1.7. Uma
infinidade de substituintes (R) pode ser conectada na estrutura principal,
permitindo uma enorme diversidade de compostos. A depender dos substituintes,
as aciltioureias sdo classificadas como monossubstituidas ou dissubstituidas. Esta
classe de compostos € bem estabelecida na literatura, sendo que o primeiro relato
de sintese data a mais de um século.?® Entretanto, um vasto leque de aplicagdes
das aciltioureias tem despertado o interesse cientifico de muitos pesquisadores,
justificando o consideravel nimero de publicacdes recentes, compreendendo tais
compostos. Suas aplicacdes englobam uma grande variedade de areas a se

destacar: medicina, agricultura, quimica e ciéncia de materiais.?’?°

FIGURA 1.7 - Estrutura basica dos compostos aciltioureias.

No gue tange a quimica de coordenacéo, as aciltioureias podem atuar
como ligantes versateis, uma vez que em sua estrutura ha a presenca de diferentes
atomos doadores de elétrons, O, N e S. As aciltioureias sdo capazes de assumir
diferentes formas como ligantes, incluindo a neutra, monoaniénica e bianidnica.
Como decorréncia de tais caracteristicas, variados modos de coordenacdo com
diferentes centros metélicos séo relatados para esta classe de compostos: 1)
coordenagdo (anidnica) bidentada, via atomos de O e S;% 2) coordenacéo (neutra)

monodentada, via atomo de S;*! 3) coordenacéo (neutra) monodentada, via &tomo
14
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de N;* 4) coordenacdo (anidnica) bidentada, via atomos de O e N;* 5)
coordenacdo (aniénica) bidentada, via atomos de O e S, e em ponte (anidnica) via

atomo de N;** 6) coordenacéo (ani6nica) bidentada, via &tomos de S e N.*

Uma das vertentes de investigacbes do nosso grupo de pesquisa,
Laboratorio de Estrutura e Reatividade de Compostos Inorgéanicos (LERCI),
baseia-se em estudos que compreendem a sintese, caracterizacao e aplicacdo de
complexos metalicos coordenados a ligantes de interesse bioldgico, como a classe
das aciltioureias. Nesse sentindo, diferentes complexos de Pd(I1) coordenados aos
ligantes bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf) e aciltioureias dissubstituidas,
demonstraram resultados promissores contra tuberculose e Chagas.*® Todos 0s
compostos sintetizados apresentaram atividade consideravelmente superior aos
respectivos ligantes aciltioureias livres, bem como para as drogas de referéncia de
ambas as doencas. Complexos similares de Pt(11) também foram avaliados in vitro
contra M. tuberculosis H37Rv, onde a atividade dos mesmos foram comparaveis
a agentes comumente utilizados para o tratamento da tuberculose. 3 Estudos
realizados com compostos de Pd(Il) com ligantes, trifenilfosfina (PPhs) e
aciltioureias, evidenciaram satisfatorios resultados para diferentes linhagens
tumorais, DU-145 (cancer de préstata) e MDA-MB-231 (cancer de mama). O
complexo com o substituinte furoil do ligante aciltioureia foi o mais ativo e
seletivo da série de compostos, indicando que substituintes que apresentam

atomos doadores ndo coordenado podem ter influéncia na atividade.®

Mas, a maior parte das investigacdes do LERCI foca em complexos
de ruténio. Diferentes ligantes aciltioureias (Tu) compuseram os complexos com
formula geral [Ru(bipy)(Tu)(PPhs);]PFs, onde bipy= 2,2’-bipiridina (Figura 1.8).
Nos ensaios in vitro os complexos demonstraram expressiva citotoxicidade em
linhagens de cancer de pulméo (ICso= 0,28-0,93 uM) e prostata (1Cso= 0,22-0,46
uM). O composto mais ativo, com o substituinte benzoil, na linhagem de pulméo,
foi em torno de 50 vezes mais ativo do que o farmaco de referéncia, cisplatina.
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Além disso, todos os complexos apresentaram maior atividade do que o0s
respectivos ligantes livres.®® Tal observacdo vem sendo constatada repetidamente
em nossas investigaces, o que nos permite afirmar que a complexacdo dos
ligantes potencializa suas atividades. Complexos de Ru(l1) coordenados a ligantes
bifosfinicos, bipiridinicos e  aciltioureas, com forma  geral
[Ru(bipy)(dppb)(Tu)]PFs (Figura 1.8) também seguiram a mesma tendéncia,

sendo significativamente mais ativos do que a cisplatina e os ligantes livres.*

SSRTRE L
54 3415188 &

FIGURA 1.8 - Complexos de ruténio com atividade antitumoral.

De modo geral, todos os compostos coordenados a aciltioureias
estudados pelo LERCI exibem o modo de coordenacdo bidentado, via &tomos de
enxofre e oxigénio, o qual é o modo mais comum dessa classe de ligantes. Mas o
distinto modo de coordenacdo monodentado (S), bem como o bidentado (S,0)
foram observados em complexos Ru(ll)-areno coordenados a aciltioureias
monossubstituidas e dissubstituidas, respectivamente (Figura 1.9). A
citotoxicidade dos complexos foi avaliada frente a linhagens tumorais de mama e
pulméo, e apesar dos compostos apresentarem maior atividade do que os ligantes
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livres e o precursor, em geral, ndo superaram a citotoxicidade do farmaco de

referéncia, cisplatina (Tabela 1.1).*
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FIGURA 1.9 - Complexos Ru(ll)-areno com atividade antitumoral.
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TABELA 1.1 — Valores de I1Cs, (uM) de complexos Ru(ll)-areno nas linhagens
tumorais humanas de pulméo (A549) e mama (MDA-MB-231).

Compostos A549 MDA-MB-231
1 442 +2 4 11,9+0,8
2 38,0+4)9 8,1+0,7
3 453+19 124 +172
4 441+20 37,1+16
3) 226+10 6,2+0,7
6 254 +0,6 6,6+0,9
7 10,8 +0,8 5,8+0,8
8 16,1+ 0,7 59+172
Ligantes 1-8 >100 >100
Precursor >100 >100
Cisplatina 144+14 2,4+0,2

Os complexos

organometalicos

investigados

LERCI

apresentaram citotoxicidade menos pronunciada, quando comparado aos demais

complexos, que incluem tanto o ruténio como outros centros metéalicos.

Entretanto, a coordenacdo do ligante fosfinico estava presente nos demais

complexos. Tal observacdo nos instiga a continuar o estudo com o sistema

organometalico com ligantes aciltioureias, bem como com o ligante fosfinico, que

parece indicar consideravel influéncia na atividade citotdxica dos compostos de

coordenacao, permitindo-nos assim uma melhor compreensao da atividade de tais

complexos.
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2.1 - Objetivo geral

A fim de aprofundar nossos conhecimentos no ambito da classe de
compostos das aciltioureias e verificar a influéncia do ligante fosfinico na
atividade biologica, este trabalho visou estudar as propriedades estruturais e
biolégicas de complexos Ru(ll)-areno coordenados tanto a aciltioureias
monossubstituidas, quanto dissubstituidas. Assim, o objetivo principal deste
trabalho foi sintetizar e caracterizar novos complexos organometalicos de
ruténio(ll) coordenados a ligantes aciltioureias (subdivididos em duas séries, 1-
aciltioureias monossubstituidas e 2-aciltioureia dissubstituidas)) e a
trifenilfosfina, bem como avaliar suas propriedades citotoxicas frente a diferentes
linhagens celulares. Estudar as possiveis interacdes dos complexos com
biomoléculas e 0 mecanismo de morte celular ocasionado por eles também foram

focos deste trabalho.

2.2 - Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral foram cumpridos os seguintes

objetivos especificos:

e Sintetizar os complexos de férmula geral [Ru(n®-p-
cimeno)CI(PPh3)(Tu)]PFs e [Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)(Tu)]PFs onde PPhs=
trifenilfosfina e Tu= N-(metilfuroil)-N’-2-furoiltioureia (1 e 1a); T= N-
(metiltiofenil)-N-2-tiofeniltioureia (2); N-(metilfuroil)-N’-2-furoiltioureia; N-
(metilfuroil)-N’-2-tiofeniltioureia (3); N-(metil-1,3-benzodioxolil)-N’-2-
furoiltioureia (4 e 4a); N-(metil-1,3-benzodioxolil)-N’-2-tiofeniltioureia (5); N,N-
(dimetil)-N’-benzoiltioureia (1m e 1b); N,N-(dietil)-N’-benzoiltioureia (2m e 2b);
N,N-(dimetil)-N’-2-furoiltioureia (3m e 3b); N,N-(dietil)-N’-2-furoiltioureia (4m
e 4b); N,N-(dimetil)-N’-2-tiofeniltioureia (5m e 5b); N,N-(dietil)-N’-2-

tiofeniltioureia (6m e 6Db).
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e Caracterizar 0s complexos mediantes diversas técnicas
espectroscopicas (RMN de H, BC{*H} e 3P{H} e IV), andlise elementar,
condutividade e difracdo de raios X de monocristal (quando possivel a obtencéo
dos mesmos).

e Determinar a citotoxicidade dos complexos frente a linhagens
tumorais humanas de pulméo (A549), prostata (DU-145) e mama (MDA-MB-
231), e ndo tumorais humanas, pulmao (MRC-5) e mama (MCF-10A);

e Avaliar o mecanismo de morte celular por meio dos ensaios de
morfologia e migracdo celular, sobrevivéncia clonogénica (formacgdo de
colbnias), ciclo celular e apoptose;

o Realizar testes de interacdo dos complexos com DNA ( calf thymus
e plasmideo pBR322) por meio de ensaios de eletroforese em gel, viscosidade e
competitividade com Hoescht 33258 e Tiazol Laranja (TO);

e Avaliar a interagdo dos complexos com HSA (albumina do soro

humano) por meio da técnica de espectroscopia de fluorescéncia.
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Neste capitulo estdo descritos os materiais utilizados, as sinteses e
caracterizacbes dos compostos organometalicos de ruténio com ligantes
aciltioureias, bem como a descri¢do de procedimentos referente aos estudos a

cerca da atividade bioldgica dos complexos.

3.1- Obtencao da atmosfera de Argonio

Todos os procedimentos experimentais foram realizados sob
atmosfera de Argonio, de procedéncia AGA, para garantir atmosfera inerte. O gas
é conduzido por uma coluna com silica gel e posteriormente para uma coluna com
catalisador BTS-R-3-11 (Fluka Chemika), aquecida a 60°C para eliminacdo de
oxigeénio.

3.2- Solventes

Os solventes organicos utilizados neste trabalho foram submetidos a
purificacdo prévia, segundo os metodos usuais. A acetona deuterada foi utilizada

como fornecida (Aldrich).

3.3- Reagentes quimicos em geral

O sal base RuCl;.xH;0O e os ligantes a—felandreno e trifenilfosfina (PPhs)

sdo de procedéncia Aldrich.
3.4-Sinteses

3.4.1 - Sintese dos ligantes

A sintese dos ligantes foi realizada como reportado previamente.*®* O
respectivo cloreto de acila (30 mmol) dissolvido em acetona (50 mL) foi gotejado
em uma suspensdo de KSCN (30 mmol) do mesmo solvente. O precipitado
formado, cloreto de amonio, indica a formacdo do isotiocianato de acila. A
solugéo foi resfriada em banho de gelo e a amina de interesse (40 mmol),
previamente dissolvida em acetona (5 mL), foi adicionada, lentamente, sob

constante agitacdo. A agitacdo foi mantida durante 2-9 h, até a completa formacao
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do produto, a qual foi monitorada por meio de cromatografia de camada delgada.
Adicionou-se agua gelada para a precipitacdo do sélido de interesse, que foi

filtrado e recristalizado em etanol.

3.4.2 - Sintese dos precursores

3.4.2.1 - Sintese dos precursores [Ru(n°-p-cimeno)Clz]-

Dissolveu-se 1,00 g (3,50 mmol) de RuCl3.3H,O em 80 mL de
metanol desaerado e adicionou-se 5 mL de a-felandreno (35 mmol). A solucéo
resultante foi refluxada por 4 h, mediante constante agitacdo. A solucdo foi
concentrada, sob pressédo reduzida, até a precipitacdo do solido vermelho escuro.
A mistura foi resfriada e o solido foi filtrado, lavado com etanol (3 x 5 mL), éter
dietilico (3 x 5 mL) e seco sob vécuo.
3.4.2.2 - Sintese do precursor [Ru(n®-p-cimeno)Clz(PPhs)]

Solubilizou-se 1,00 g (1,63 mmol) de [Ru(n®-p-cimeno)Cl,], em 80
mL de metanol desaerado e adicionou-se 0,94 g de trifenilfosfina (3,59 mmol). A
mistura foi refluxada, sob agitacdo, durante 4 h. A solucdo foi concentrada, sob
pressao reduzida, e o solido vermelho filtrado. O produto foi lavado com etanol

(3 x5 mL), éter dietilico (3 x 5 mL) e seco sob vacuo.

3.4.3- Sintese dos complexos [Ru(n®-p-cimeno)CI(PPhs)(Tu-

kS)]PFs (Série 1- complexos 1 a 5, Série 2- complexos 1m a 6m)

O respectivo ligante aciltioureia (0,19 mmol) foi adicionado a 50 mL
de uma solucédo do precursor [Ru(n®-p-cimeno)Cl,(PPh3)] (0,18 mmol; 0,10 g) em
metanol. A mistura foi mantida, em atmosfera inerte, em agitagdo por 1 h. Em
seguida, adicionou-se 0,05 g de NH4PFs (0,30 mmol) e concentrou-se a solucao,
por meio de pressao reduzida, até a precipitacdo do solido de coloracéo laranja. O
solido foi lavado com &gua (3 x 5 mL), metanol gelado (3 x 5 mL) e seco sob

vacuo.
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3.4.4- Sintese dos complexos [Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)(Tu-
kS,N)]PFs (Série 1- complexos 1a e 4a)

O respectivo ligante aciltioureia (0,190 mmol) foi dissolvido em 25
mL de uma solugdo do precursor [Ru(n®-p-cimeno)Cl,(PPhs)] (0,18 mmol; 0,10
g) em metanol. Apos agitacdo de 0,5 h, em atmosfera inerte, foi adicionado 25
mL de agua previamente desaerada. A solucdo resultante foi refluxada, sob
agitacdo, durante 3 h. Para a precipitacdo do sélido amarelo, adicionou-se 0,50 g
de NH4PFs (0,30 mmol). O sélido foi lavado com agua (3 x 5 mL), metanol gelado

(3 x5 mL) e seco sob vacuo.

3.45- Sintese dos complexos [Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)(Tu-

kS,0)]PFe (Série 2- complexos 1b e 6b)

3.45.1-Rotal

O respectivo ligante aciltioureia (0,19 mmol) e o sal NaHCO3 (0,198
mmol; 0,017 g) foram dissolvidos em 20 mL de metanol desaerado. Em seguida,
0,10 g (0,18 mmol) do precursor [Ru(n®-p-cimeno)Cl(PPhs3)] solubilizado em
metanol, foi adicionado. O sistema foi mantido em agitacdo por 3 h, em atmosfera
inerte. Para a precipitacdo do solido amarelo, adicionou-se 0,05 g de NH4PF; (0,30
mmol). O solido foi lavado com agua (3 x 5 mL), éter dietilico (3 x 5 mL) e seco

a vacuo.

3.45.2 - Rota 2

O respectivo ligante aciltioureia (0,19 mmol) foi adicionado em 20
mL de uma solugdo do precursor [Ru(n®-p-cimeno)Cl,(PPhs)] (0,180 mmol;
0,100 g) em metanol desaerado. Apos agitacdo de 0,5 h, em atmosfera inerte,
acidionou-se 20 mL de agua desaerada. A solucéo resultante foi agitada por 15 h,
sendo o produto de interesse obtido apés adicdo do NH4PFs (0,300 mmol; 0,050
g). O solido de coloracdo amarela foi lavado com &gua (3 x 5 mL), éter dietilico

(3 x5 mL) e seco sob vacuo.
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3.5- Instrumentacao

3.5.1 - Condutancia Molar

As medidas de condutancia foram feitas utilizando um aparelho
Meter Lab., modelo CDM230. As medidas foram realizadas mediante solugdes
dos complexos em acetona na concentracéo de 10 mol L. As faixas de valores
foram previamente tabeladas por VELHO #4,

3.5.2 - Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros vibracionais de absorcéo na regido do infravermelho
foram obtidos utilizando-se o espectrofotdmero Bomem Michelson FT MB-102,
na regido compreendida entre 4000 e 240 cm™. As amostras sélidas foram diluidas
com KBr (mantido em estufa a 120°C) e preparadas minutos antes das analises.
3.5.3 —Espectroscopia de absorcao eletronica UV-Vis

Os espectros na regido do ultravioleta e visivel foram obtidos por
meio de um espectrofotdometro de arranjo de diodo da Hewlett Packard, modelo
8452A ou Cary 500 de duplo feixe, Varian. Os espectros foram obtidos a partir
de solucbes dos complexos em diclorometano. Utilizou-se celas de quartzo com
caminho optico de 1 cm e 4 mL de capacidade volumetrica.

3.5.4 -Anélise elementar (C, H, N e S)

Os teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre dos
complexos foram determinados em um analisador CHN modelo EA 1108 da
FISONS, no Laboratdrio de Analise Elementar do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de S&o Carlos.

3.5.5 - Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN de 'H (400 MHz), BC{*H} (100 MHz) e
SIP{1H} (162 MHz) foram registrados a partir de analises realizadas no
equipamento BRUKER 9.4 T, modelo AVANCE IIl. Utilizou-se solvente

deuterado (acetona) para as medidas relacionadas aos experimentos de 'H,
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BC{*H}, COSY, HSQC e HMBC, enquanto que para 0s experimentos de 3P{*H}
usou-se capilar D,O (referéncia externa).
3.5.6 - Difracdo de raios X

As estruturas cristalinas obtidas foram resolvidas pelo Professor Dr.
Eduardo Ernesto Castellano do Grupo de Cristalografia do Instituto de Fisica de
Séo Carlos (IFSC-USP). As medidas foram realizadas em difratdmetros do tipo
automatico Enraf-Nonius Kappa-CCD e Apex Il Duo, ambos utilizando radiacao
da linha Ko do molibdénio (0,71070 A). O refinamento das estruturas foi
realizado mediante o programa SHELXS 97 usando métodos diretos. Sucessivos
mapas de Fourier-Diferenca permitiram a localizacdo dos atomos néo
hidrogénios. Excetuando-se os atomos de hidrogénio, todos os demais foram
refinados anisotropicamente. Detalhes especificos sobre coleta de dados e os
parametros para cada complexo sdo fornecidos na se¢éo de apéndice.

3.5.7 — Célculos tedricos

A otimizacdo e obtencdo dos espectros de RMN 3C teéricos dos
compostos 1, 1a, 1m-6m, 1b-6b, bem como dos seus respectivos ligantes, foram
calculados pelos métodos de estrutura eletrénica com objetivo de comparar com
os deslocamentos quimicos experimentais de *C{*H} principalmente para os
carbonos dos grupos C=0 e C=S. Para as otimizacgGes realizadas busca-se sempre
a melhor relacéo entre precisdo e esforco computacional, usando DFT/SVWN5
com funces de base 6-31G+(d,p) para C, H, N, O, P e para o centro metalico, Ru
foi usada LANL2DZ com pseudo potencial (ECP), pois este nivel de teoria
apresenta com boa concordéancia com dados experimentais para muitos complexos
de ruténio disponiveis na literatura.**’

Os arquivos de input foram gerados a partir das coordenadas
cristalogréficas para otimizacao, exceto para 0 composto 3b, para a obtencéo dos
espectros tedricos usou-se 0 pacote de programas Gaussian 09. Para as
otimizacbes ndo foram impostas restricdes de simetria e as frequéncias

harmonicas foram verificadas quanto a auséncia de frequéncias imaginarias. Para
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a obtencdo dos deslocamentos quimicos de RMN de BC{*H} tedrico, usou-se 0

método GIAO e comparados com os dados experimentais usando a Equacéo 1. %

Sisocalc = Oref — Oiso (1)
Onde ot = 182.4254 ppm é usado para 0 RMN 3C{*H} calculado (TMS). A
estrutura cristalina do TMS foi otimizada a partir das coordenadas cristalograficas
disponiveis na base de dados cristalograficos CCDC 678366, sendo entdo

otimizada no mesmo nivel de teoria das estruturas dos complexos.

3.6-Avaliagdo Biologica

3.6.1 - Cultura celular

As linhagens celulares humanas MDA-MB-231 (ATCC No. HTB-
26), cancer de mama, A549 (ATCC No. CCL-185), cancer de pulmao, e a MRC-
5 (ATCC No.CCL-171), ndo tumoral de pulmao, foram mantidas em meio de
cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS). A linhagem
DU-145 (ATCC No.HTB-81), tumoral de prostata humano, foi mantida em meio
de cultura RPMI-1640, também suplementado com 10% de FBS. J& a linhagem
ndo tumoral de mama humano, MCF-10A (ATCC No. CRL-10317), foi cultivada
em meio DMEM/F12 contendo 5% de soro de cavalo, fator de crescimento
epidermal humano (EGF) (0.02 mg/mL); hidrocortisona (0.05 mg/mL); insulina
(0.01 mg/mL); penicillina e estreptomicina (1%) e L-glutamina (2mM). Todas as
linhagens foram mantidas em estufa de cultura de células com atmosfera de 5%

CO,e95% O, a 37 °C.
3.6.2 - Ensaio de proliferacao celular

A avaliacdo da citotoxicidade dos complexos em celulas tumorais
MDA-MB-231, A549 e DU-145 e ndo tumorais MCF-10A e MRC-5, foi realizada
atraves do ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de
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tetrazolium).*® Este ensaio consiste em um método colorimétrico amplamente
utilizado para determinar proliferacdo celular e citotoxicidade. Neste ensaio o
MTT apenas é reduzido a formazan, cristais de coloracdo violeta, por células
viaveis, sendo que o numero de células é proporcional ao nimero de cristais
formados. Para a realizacdo do ensaio, uma densidade de 1,5 x 10* células/poco,
em 150 uL de meio suplementado, foram plaqueadas em placas de 96 po¢os. Apos
24 h de incubacéo (5% de CO, a 37°C), as células foram tratadas com diferentes
concentragdes dos compostos (dissolvidos em DMSO estéril) e incubadas
novamente por 48 h. Um volume de 30 uL de uma solucdo de MTT (1 mg/mL)
foi adicionado em cada poco e ap6s 4 h de incubacéo, os cristais de formazan
foram solubilizados em 100 pL de isopropanol. A atividade optica (medidas de
absorbancia) foi determinada a 540 nm em um leitor de microplacas. Os controles
receberam 0,5 % do solvente DMSOQO. Os valores de 1Csy (concentracdo que inibe
50% da proliferacao celular) dos complexos foram determinados a partir de uma
curva de concentragéo utilizando o software GraphPad Prism®.
3.6.3 - Morfologia celular

Para analisar a capacidade dos complexos em induzir alteracdes
morfoldgicas nas células A549, MDA-MB-231, MCF-10A e MRC-5, 1,0 x 10°
celulas/poco foram plaqueadas e incubadas, em estufa de cultura de células, em
meio suplementado por 24 h. Diferentes concentragfes dos complexos foram
adicionadas e a morfologia celular foi examinada mediante imagens capturadas,
com o auxilio de um microscépio invertido (Nikon Eclipse TS 100) acoplado a
uma camera fotografica (Moticam 1000), em intervalos de tempo de O h, 24 h e
48 h,

3.6.4 - Formacao de colonias
Para avaliar os efeitos ocasionados pelos complexos na formacao de
coldnias e/ou tamanho das mesmas, as células tumorais das linhagens A549 e

MDA-MB-231 foram plaqueadas (3,0 x 10%) em placas de Petri de 6 cm ou em
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placas de 6 pocos e incubadas a 37°C e 5% CO; por 24 h, em estufa de cultura de
celulas. Apos o periodo de incubacdo, as células foram tratadas com diferentes
concentracdes dos complexos e mantidas em estufa, nas condicOes apropriadas,
por mais 48 h. O meio foi substituido por um novo meio, sem a adicdo dos
complexos, e as células foram novamente incubadas durante 10 dias. As células
foram lavadas, delicadamente, com tampé&o fosfato salino (PBS) e fixadas com
solugdo de metanol e &cido acético (3:1) durante cinco minutos e em seguida,
coradas com uma solucdo de metanol e cristal violeta a 5% por 30 minutos. O
numero de col6nias e seu tamanho foram determinados por meio do software

Image J.
3.6.5 - Migracao celular
3.6.5.1 - Wound Healing

O ensaio de wound healing é comumente utilizado para o estudo das
caracteristicas da migracao celular. Células das linhagens A549 e MDA-MB-231
(1,5x10°) foram semeadas em placas de 12 pocos e incubadas em estufa imida
com 5% de CO; a 37°C até a cultura atingir uma confluéncia proxima a 100%.
Em seguida, um risco central foi feito, com o auxilio de uma ponteira de 100uL e
uma régua, em cada pog¢o. Cuidadosamente, cada poco foi lavado com PBS para
remover fragmentos celulares e células desaderidas da area riscada. Os
complexos, na respectiva concentracdo do 1Csy (48 h), foram adicionados.
Imagens foram capturadas nos tempos de O h e 24 h com o auxilio de um
microscopio invertido (Nikon Eclipse TS 100) acoplado a uma camera fotografica
(Moticam 1000).

3.6.5.2 - Camara de Boyden

O comportamento da migracdo celular também foi verificado pelo
ensaio de cAmara de Boyden. Neste ensaio 5,0 x 10* células/poco (A549 e MDA-
MB-231) foram plaqueadas em insertos com membranas de polietileno tereftalato

microporosas de 8 um (BD Biosciences) de placas de 24 pocos. As células foram
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distribuidas em 350 pL de meio sem adicdo de FBS, juntamente com diferentes
concentragdes dos complexos. Nos pogos da placa onde foram mergulhados os
insertos, foram adicionado 750 uL de meio de cultura com de 10% de FBS, o soro
atua como um quimioatraente para a migracdo. No controle positivo houve a
adicdo de meio com FBS (sem complexo), enquanto que o controle negativo néo
foi adicionado complexo nem o FBS. As placas foram incubadas por 22 h a 37°C,
5% CO,. As celulas que ndo migraram foram removidas do interior do inserto
com auxilio de hastes flexiveis de algoddo, ja as que penetraram através dos poros
foram fixadas em metanol e coradas com uma solucdo de azul de toluidina (1%).
As membranas dos insertos foram recortadas e montadas em laminas histologicas.
A contagem das celulas foi realizada manualmente, com o auxilio de um
microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100).
3.6.6 - Ciclo celular

A anélise do ciclo celular foi realizada por meio da técnica de
citometria de fluxo. Para esta analise uma densidade de 4,0 x 10° células/poco
(A549 e MDA-MB-231) foram semeadas em placas de 6 pogos em 2 mL de
DMEM suplementado com FBS. Apods 24 h de incubacdo, as células foram
tratadas com variadas concentracdes dos complexos e camptotecina, utilizada
neste ensaio como controle positivo, seguido de nova incubacao (37°C, 5% COy,)
por mais 24 h. As células foram coletadas e lavadas duas vezes com PBS e
posteriormente ressuspensas e fixadas, durante 12 h, com etanol gelado (70%). As
células foram novamente lavadas com PBS e incubadas com RNaseA (0,2
mg/mL) durante 30 min a 37°C. Em seguida, as células foram marcadas com
iodeto de propideo (Pl) uma hora antes da realizacdo da medida. As amostras
foram analisadas no citobmetro BD Accuri C6.
3.6.7 - Apoptose

A atividade apoptotica dos complexos em linhagens tumorais A549
e MDA-MB-231 foi avaliada por citometria de fluxo utilizando o kit PE - Annexin

V Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences). As células foram plagueadas (7,0 x
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10%) em placas de 12 pocos e incubadas ( 37°C e 5% CO,) durante 24 horas. Os
complexos, em diferentes concentragdes, foram adicionados nos pocos e as placas
novamente incubadas por 24 h. As células foram lavadas com PBS e ressuspensas
em 200 uL de tampéo de liga¢do (10 mM Hepes\NaOH; 140 mM NaCl; 2,5 mM
CaCly), proveniente do kit. As células foram incubadas com 6 pL de ambos
compostos, 7AAD e PE Anexina V, por 20 min, no escuro. Apés a incubacao, o
sobrenadante foi removido e 200 uL de tamp&o de ligagao adicionado aos pogos.
As células foram transferidas para tubos de citometria para a realizacdo das
medidas no citdbmetro BD Accuri C6 e a fluorescéncia foi quantificada com o

software CSampler.

3.7- Estudos de interac¢do dos complexos com o DNA

3.7.1 - Viscosidade
O ensaio de viscosidade foi realizado utilizando o viscosimetro de

Ostwald mantendo-se a temperatura em 25°C. A concentracao da solucdo de CT-
DNA (Calf Thymus), em tampéo Trizma (5 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, pH 7.4)
foi fixada (250 uM), enquanto a concentracdo dos complexos, solubilizados em
DMSO (a concentracdo final do DMSO correspondeu a 10% em todas as
medidas) variaram, afim de se obter diferentes relacées complexo/DNA. O tempo
das medidas, que foram repetidas cinco vezes, foi determinado com crondmetro
digital. Os valores de viscosidade especifica (n/mo)*3, onde n corresponde a
viscosidade relativa do DNA na presenga dos complexos e 1o € a viscosidade
relativa do DNA, foram plotados versus [complexo]/[DNA].
3.7.2 -Eletroforese em gel

Neste ensaio, diferentes concentracdes dos complexos foram incubados
com o plasmideo pBR322 (38 uM) a 37 C° por 18 h. As medidas de mobilidade
eletroforética foram realizadas em gel de agarose 1%, em tampdo TAE (0.45 M
Tris-HCI, 0.45 M &cido acético, 10 mM EDTA), marcado com brometo de etideo
(2 uL/50 mL). Uma cuba de eletroforese horizontal (BioRad) foi utilizada e os
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parametros de corrida corresponderam a 80 V durante 1,5 h. Os géis foram

revelados usando um transluminador ChemiDoc.

3.7.3 - Ensaio de competitividade

O ensaio de competitividade utilizando os compostos fluorescentes
Hoechst 33258 e Tiazol Laranja (TO) foi realizado mediante experimentos de
supressdo de fluorescéncia do complexo Hoechst (5,0 uM)/CT-DNA (175 uM)
ou TO (5,0 uM)/CT-DNA (175 uM) em tampao Trizma (pH=7,4). A extingédo da
intensidade de emissdo do Hoechst/DNA em 495 nm (comprimento de onda de
excitacdo 343 nm) ou TO/DNA em 530 nm (comprimento de onda de excitacdo
480 nm) foi monitorada utilizando os complexos, em diferentes concentracdes (0-
50 uM), dissolvidos em DMSO, como supressores. O experimento foi realizado

em triplicata usando placas opacas de 96 pogos.
3.8 - Estudo de interagdo dos complexos com a HSA

Os estudos de interacdo dos complexos com a HSA foram realizados
através de experimentos de supressdo de fluorescéncia, onde a concentracdo da
HSA em tampéo Trizma (pH 7,4) foi mantida constante (5 uM), enquanto que a
concentragdo dos complexos, dissolvidos em DMSO, variaram entre 5 a 50 uM.
A extincdo da intensidade de emiss&o dos residuos de triptofano da HSA, em 305
nm (comprimento de onda de excitacdo 270 nm) foi monitorada a 25 °C e 37 °C.
Para a avaliacdo da interacdo entre o sitio 1l da HSA com os complexos, o
experimento de competitividade utilizando o composto fluorescente dansilglicina,
foi realizado. O ensaio foi realizado por meio de sucessivas adi¢des de variadas
concentragdes dos complexos (0-50 uM) a um mistura de HSA (5 uM) e
dansilglicina (5 uM) em tampdo Trizma (pH 7.4). A extincdo da intensidade de
emissdo do dansilglicina/HSA em 470 nm (comprimento de onda de excitacdo

340 nm) foi monitorada a 25 °C.
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A fim de situar o leitor acerca dos resultados discutidos nesta se¢éo,
descrevemos sucintamente o processo que delineou a obtencéo dos 19 complexos
coordenados a ligantes aciltioureias aqui abordados. Os compostos foram

divididos em duas séries, baseadas em:

1. ligantes aciltioureias monossubstituidos;

2. ligantes aciltioureias dissubstituidos.

Nosso estudo foi primeiramente pautado na série 1, onde a priori
sintetizamos e caracterizamos 5 novos complexos. Resultados oriundos dos
estudos de estabilidade desses complexos, nos possibilitou a sintese de outros 2
complexos, 0 que nos permitiu concluir esta série com um total de sete novos
compostos (1-5, la e 4a). Também, visando aprofundar nossos estudos e
compreender muitos resultados provenientes da série 1, avangamos com a sintese
e caracterizacdo de 12 outros compostos, 0s quais agrupamos na serie 2 (1m-6m

e 1b-6b). Assim esta secdo sera dividida em dois tdpicos:

1. Sintese e caracterizacdo dos complexos da série 1 e 2;

2. Estudos biologicos dos complexos das séries 1 e 2.
4.1- Sintese e Caracterizacdo dos Complexos

A sintese dos complexos com formula geral [Ru(n®-p-cimeno)CI(PPhs)
(Tu)]PFs, que compreende os complexos da série 1 (1-5) e da série 2 (1m-6m) foi
realizada através da reagdo do precursor [Ru(n®-p-cimeno)Cly(PPhs)] com os
respectivos ligantes aciltioureias, monossubstituidos ou dissubstituidos, em
metanol, como descrito nos esquemas 4.1 e 4.2 J4 os complexos do tipo [Ru(n®-
p-cimeno)(PPh3)(Tu)]PFes, série 1 (1a e 4a) e série 2 (1b-6b), foi procedida a partir
de uma mistura dos solventes metanol e dgua (1:1). Os mesmos complexos da
série 2 também foram obtidos por uma alternativa rota sintética, onde foi

acrescentado no meio reacional (precursor, ligantes, em metanol) o sal NaHCO:s.
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O bicarbonato de sédio é um sal que sofre hidrolise basica o que possibilita a

desprotonacéo do ligante aciltioureia.

Para coordenacdo dos ligantes aciltioureias é necessario a labilizacdo de
um ou dois ligantes clorido, a depender do tipo de coordenagdo do ligante
aciltioureia, monodentada ou bidentada. A troca de ligantes promove alteracdo na
carga do complexo, sendo neutra no precursor e cationica (+1) nos complexos
formados. Os dados de condutividade molar suportam essa alteracéo, indicando a
presenca do contraion PFg na estrutura dos complexos, onde as medidas em
acetona caracterizam o intervalo para eletrélitos 1:1(100-180 S cm? mol?) (Tabela
4.1). Os dados da analise elementar também sdo coerentes com as estruturas

propostas, como evidenciado na Tabela 4.1.

RV N Ry O @A@ N
CH,OH é CH,OH / H,0
1-5 0"” la/4a
o o

\ l-!
o/\u (1, 1a) 5\?:"
4/9

5/10 \ 3{8 R1 /Ry

T 2)

10 (4 4a)

ESQUEMA 4.1 - Rota sintética para a obtencdo dos complexos da série 1.
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ESQUEMA 4.2 - Rota sintética para a obtencdo dos complexos da série 2.
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TABELA 4.1 - Dados de analise elementar e condutividade molar (A) dos complexos.

Complexo | % C* 9%H* %N* 06S* A Complexo | % C* % H* O%N* 06S* A**
5074 457 314 394 5054 492 307 327
L (5056) (4.23) (3.02) (345) 138 AM - 5047) (479) (3.10) (355) o0
, 882 469 304 1029 . 835 454 315 70l
(48.67) (4.29) (2.91) (10,00) (48.46) (441) (3.14) (7.19)
; 4960 400 304 715 o 4963 491 320 679 .
(4961) (4.16) (2.97) (6.79) (4959) (471) (3.04) (6.97)
. 570 460 295 372 . " 5436 490 340 419
(51.36) (4.20) (2.85) (3.26) (5371) (474) (330) (3.77)
- 5047 454 286 674 . " 5475 537 316 382 o
(5053) (4.14) (281) (6.42) (5473) (505) (319) (3.65)
5041 464 315 391 5131 446 420 3,69
la (5252) (429) (3.14) (3.60) SO 30 5149) (456) (381) (382) 12
5372 416 267 340 5302 466 374 354
4a (53.33) (4.26) (2.96) (3.39) °F 4659 48s) (323) (369) 13O
5138 460 317 333 5060 418 376 7,85
1m (5150) (4.66) (3.16) (3.62) 27 o0 s052) (448) (332) (7.49) 138
5240 494 308 325 51,70 449 366 721
2m (5254) (496) (3.06) (351) 40 b 5162y (790 G17) (720 %
4934 463 360 355 _ ] _ ] _
3m (4935) (449) (320) (3.66) o0 -

*valores tedricos entre parénteses  ** valores obtidos a partir de solugdes dos complexos (10 M) em acetona
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Avaliar o comportamento da hidrélise de complexos que possuem
ligacOes do tipo M-X (onde X=ClI, Br ou I) € muito relevante, uma vez que sabe-
se que a reacdo de hidrdlise é responsavel pela ativacdo do cisplatina no ambiente
celular. O estudo de estabilidade em meio aquoso foi uma etapa importante deste
estudo permitindo-nos obter os complexos l1a e 4a da série 1. A estabilidade dos
complexos 1-5 foi investigada mediante a técnica de RMN 3P{‘H}.

O espectro de RMN de *!P{*H} do complexo 1, como mostrado na Figura
4.1, apresenta um comportamento representativo para os complexos 2-5 (secao de
apéndice), onde observa-se um singleto préximo a 29 ppm e um septeto em -144,5
ppm. O primeiro sinal € atribuido ao atomo de fésforo do ligante trifenilfosfina
dos complexos e o segundo atribuido ao atomo de fosforo do contraion PFs". No
precursor observa-se um unico singleto em 24 ppm (referente ao fésforo da
fosfina). O deslocamento deste sinal nos complexos em relagao ao precursor, para
regides mais desblindadas do espectro, € em decorréncia da substituicao do ligante

clorido, que é um forte ligante c e = doador, pelo ligante aciltioureia que possuli

carater doador—receptor.

o e
o )
M (SN_H ) ®
H %
». L/ : .J L. .

T T T T T T T T T T T T T T T T
40 30 20 10 0 -10 20 -30 -40 -50 -60 -70 -80 -90 -110 -130 -150
ppm

FIGURA 4.1 - Espectro de RMN 3P{*H} do complexo 1 (série 1) em acetona
com capilar externo de D,0.

Apoés a solubilizacdo do complexo 1 em solucdo de DMSO/H,0
(1:1), inicialmente observa-se a presenca de trés sinais no espectro de RMN
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$IPLIH} proximos a 29 (complexo 1), 35 e 36 ppm. Apds o periodo de 1 h, outro
sinal foi detectado em 40 ppm. Devido o DMSO ser um solvente fortemente
coordenante, 0 mesmo procedimento foi realizado usando-se as misturas acetona/
H,O (1:1) e metanol/ H,O (1:1). O resultado obtido foi muito similar ao
apresentado pela mistura DMSO/H,O, e apesar das intensidades dos sinais
variarem com o solvente utilizado, apds sete dias de monitoramento destas
reacdes o Unico sinal presente no espectro foi 0 em 40 ppm, como pode ser visto

na Figura 4.2.

DMSO/H 0
L 24 h
N wd . |

(CH.),CO/H,0
|

24 h
MWJ\_ MMMMM B o 'MJLMW wwwwwwwwwwwww WJ".M_W_,\
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(CH;),CO ou DMSO ou CH;0OH/H,0

7 dias
e —

a1 40 30 38 37 36 35 34 33 32 31 30 20 28 27
Ppm
FIGURA 4.2 - Espectros de RMN 3!P{*H} do complexo 1 em diferentes
misturas de solventes, em temperatura ambiente, com capilar D,O nos tempos de

24 h e 7 dias (o sinal referente ao PFs em -144,5 foi omitido).

A realizacdo do estudo com diferentes solventes (com diferentes

capacidades coordenante), permitiu descartar a possibilidade de coordenacéo dos
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solventes organicos (DMSO, acetona e metanol). Assim, a presenca dos demais
sinais no espectro (~35, 36 e 40 ppm) deve-se a reacdo de hidrdlise dos
complexos. De posse destes dados, a reacdo de hidrolise foi simulada (como
descrita no esquema 4.1) e os complexos 1a e 4a foram isolados. Como esperado,
em seus respectivos espectros de RMN 3P{*H} observou-se um singleto em 40
ppm e um septeto em -1445 (Figura 4.3). Apesar dos complexos 2, 3 e 5
apresentarem um comportamento inicialmente similar ao apresentado pelos
complexos 1 e 4, ndo se observou a conversdo da mistura reacional para um Gnico
composto. Com o passar do tempo, 0 monitoramento dos espectros foi sendo

dificultado devido ao alargamento da linha de base (Figura 4.4).

1a

o " 11“1

50 40 30 20 10 0 -10 -20 -30 -40 -50 -60 -70 -80 -90 -110 -130 -150

FIGURA 4.3 - Espectro de RMN 3!P{*H} do complexo 1a (série 1) em acetona

com capilar externo de D,0.
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FIGURA 4.4 - Espectros de RMN de 3P{*H} do complexo 2 em metanol/H,O

com capilar D,O em diferentes tempos (o sinal referente ao PFs” foi omitido).

A partir de tais resultados, acerca da hidrélise dos complexos da série
1, nossa proposicao e que em presenca de 4gua, o ligante clorido é substituido por
uma molécula deste solvente. Entretanto, como os ligantes aciltioureias possuem
a capacidade de ligarem ao metal por diferentes modos, incluindo a coordenacéo
monodentada e bidentanda, acreditamos que a molécula de agua é também
substituida para propiciar a coordenacdo bidentada do ligante. A coordenacao
bidentada deve ser favorecida como descrito pelo efeito quelato. Como pode ser
observado no esquema 4.3, sugerimos que as espécies detectadas no espectro de
RMN de 3P{*H} em torno de 35 e 36 ppm estdo associadas as coordenacdes: 1)
bidentada do ligante aciltioureia, via atomos de S e O; e 2) monodentada do
ligante aciltioureia via S e a coordenacdo da &gua. Assim, independente da

coordenacdo bidentada ou monodentada da aciltioureia, a esfera de coordenacéo
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de ambos 0s complexos permanece similar (coordenacdo de atomos de S e O ao
ruténio), o que explica a proximidade dos sinais no espectro. Ja o sinal proximo a
40 ppm, atribuimos a um outro possivel modo de coordenacdo do ligante

aciltioureia, via atomos de S e N.

>_©_—| + W oul
0235 A
@.:?\I HSN O ‘L mfiogyzo l
l H,0 W ok

(CH),CO/H,0
> T =

N A CH,0H/H,0
/ \\ . -
- oo A

(CH,CO ou DMSQ ou CH,OH/H,0
7 dias

R I

ESQUEMA 4.3 - Esquema proposto para as espécies detectadas no espectro de

RMN de 3P (estudo de estabilidade em H,0, conforme ilustrada na Figura 4.1)

para 0s complexos 1 e 4 (série 1).

A sintese dos complexos da série 2 (1m-6m e 1b-6b) foi idealizada
a partir dos resultados obtidos da série 1, onde a reacédo de hidrdlise dos complexos
1m-6m (esquema 4.2) permitiu a obtencdo dos complexos 1b-6b. A respeito da
técnica de RMN de 3P{*H} (Figura 4.5 e secdo de apéndice), nos espectros dos
complexos 1m-6m observou-se um singleto préximo a 29 ppm e um septeto em -
144,5 ppm, exatamente o mesmo perfil apresentado para os complexos 1-5. J& 0s

complexos 1b-6b apresentaram em seus respectivos espectros um singleto, em
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torno de 35 ppm e o septeto referente ao contraion PFg. Estes resultados
corroboram perfeitamente com nossa proposicao, onde o ligante aciltioureia nos
complexos 1-5 e 1m-6m possuem coordenacdo monodentada (via S) e uns dos

sinais préximo a 35 ppm deve-se a coordenacdo bidentada (via S e O).
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FIGURA 4.5 - Espectros de RMN 3!P{*H} dos complexos 1m e 1b, em acetona

com capilar externo de D,0.

Dos 19 complexos apresentados neste trabalho, obteve-se estruturas
cristalinas para 18 complexos (Figura 4.6 e 4.7). Todos os compostos da série 1 e
1m-6m foram cristalizados a partir de uma difusdo de éter etilico em solucéo dos
complexos dissolvidos em acetona. J& os compostos 1b, 2b e 4b-6b foram obtidos
por meio de evaporacdo lenta da solugdo dos complexos em
diclorometano/metanol. Os dados cristalograficos encontram-se na secdo de
apéndice.

O modo de coordenacdo dos ligantes aciltioureias, que
corresponderam: 1) coordenacdo monodentada via &tomo de S (forma neutra) para
os complexos 1-5 e 1Im-6m; 2) coordenacdo bidentada via a&tomos de S e O (forma
monoanidnica) para os complexos 1b, 2b e 4b-6b; 3) coordenacédo bidentada via
atomos de S e N amidico (forma monoanibnica) para os complexos 1a e 4a, foi
indiscutivelmente determinado mediante a técnica de difracdo de raios-X de

monocristal. A confirmacdo dos modos de coordenacdo dos complexos também
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evidencia a coeréncia da nossa proposicdo em relacdo aos diferentes complexos
formados a partir da reacao de hidrolise, que promove a conversédo da coordenacao
monodentada (S) dos ligantes aciltioureias para a forma bidentada. Os modos de
coordenacdo monodentado (S) e bidentado (S,N) sdo modos pouco usuais para
complexos de ruténio. O primeiro trabalho que demonstra 0 modo de coordenacao
monodentado (S) destes ligantes em complexos de ruténio data de 2014.%° Ja em
relacdo ao modo bidentado (S,N) das aciltioureias ao ruténio, até onde sabemos,
h& um unico trabalho, mas o consideramos um tanto especulativo, uma vez que o
autor baseia sua constatacdo do modo de coordenacdo apenas por meio dos dados
obtidos da técnica de espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho.>!
Assim, os complexos 1a e 4a sdo os primeiros relatos de estrutura cristalina em
que a aciltioureia coordena-se ao ruténio via S e N(amidico).

Todos os complexos apresentam a estrutura semi-sanduiche (“piano-
stool”), na qual o ruténio possui uma geometria pseudo-octaédrica. Nesta
estrutura, o ligante p-cimeno ocupa trés dos seis sitios de coordenacéo,
hapticidade n®, enquanto os outros trés sitios sdo ocupados pela a coordenagéo
dos ligantes trifenilfosfina, e dos ligantes aciltioureia nas formas monodentada (1-
5e 1m-6m) ou bidentada (1a e 4a,1b, 2b e 4b-6b), e ao ligante clorido (1-5 e 1m-
6m). Os comprimentos de ligacdo selecionados dos complexos 4, 4a, 4m e 4b
estdo apresentados na Tabelas 4.2 (demais complexos na sec¢éo de apéndice). A
faixa das distancias das ligagdes Ru-C (2,177-2,313 A), de todos os complexos,
confirmam a hapticidade n® do areno. As demais distancias de ligacéo referentes
as ligacdes Ru-P, Ru-Cl, Ru-S, Ru-O e Ru-N sdo comparaveis a complexos

similares, os quais foram anteriormente reportados na literatura.*1-°253
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FIGURA 4.6 — Estruturas cristalinas dos complexos 1-5, 1a e 4a (série 1)
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FIGURA 4.7 — Estruturas cristalinas dos complexos 1m-6m, 1b, 2b e 4b-6b

(série 2)
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Apls a complexacdo do ligante aciltioureia, observou-se um
aumento do comprimento da ligagdo S-C do grupo tiocarbonila (S(1)-C(1)), em
todos os complexos, quando comparado aos comprimentos determinados a partir
de estruturas cristalinas dos ligantes livres.**5*% Tal aumento é esperado, uma
vez que devido a coordenacdo do ligante aciltioureia ao metal hd um
enfraguecimento desta ligacdo. Entretanto, o carater da dupla ligacao foi mantido
nos complexos com as coordenacdes monodentada (S) e bidentada via S e N. De
modo geral, os comprimentos das ligacOes referente aos ligantes aciltioureias,
tanto nos complexos com coordenacdo monodentada (S) quanto para a
coordenacdo bidentada (S,N), obedecem a mesma tendéncia. A respeito das
ligacdes O(1)-C(2), N(1)-C(1), N(2)-C(1) e N(2)-C(1), também néo se observa
significantiva alteracdo nos comprimentos de ligacdo em relacdo aos ligantes
livres. Entretanto, um comportamento distinto € evidenciado para os complexos
bidentados com coordenacdo via S,0, onde ambas as ligacdes S-C e O-C
aumentaram seus comprimentos de forma pronunciada, tanto em relacdo aos
ligantes livres, quanto aos complexos com coordenacdo distinta. J& 0s
comprimentos referentes as ligacdes N(1)-C(1) e N(1)-C(2) diminuem quando
comparado aos apresentados pelos ligantes.

O que se observa para os complexos bidentados (S,0) € que os
comprimentos das ligagdes C-S, C-O e C-N do fragmento (SCNCO) equivalem a
valores intermediarios entre as respectivas duplas e simples ligacdes. Tal
caracteristica ocorre em decorréncia da deslocalizacdo dos elétrons = no anel de
seis membros formados apos a coordenacdo do ligante ao metal. Tal resultado ja
é bem estabelecido na literatura, uma vez que este tipo de coordenagédo € 0 mais
comum para esta classe de ligantes.*® A partir de tais resultados fica evidente que
0 mesmo ndo ocorre para 0s complexos la e 4a, sugerindo que ndo ha
deslocalizacéo eletrdnica no anel de quatro membros formado apds a coordenacao

do ligante via &tomos de S e N.
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TABELA 4.2 -Comprimentos de ligacio (A) selecionados das estruturas

cristalinas dos complexos 4, 4a, 4m e 4b e seus respectivos ligantes aciltioureia.

Comprimento Ligantes Complexos
de ligacdo (A)  4* 4 4 4a 4m 4b
Ru-P - - 2,377(1) 2,369(2) 2,377(1) 2,343(2)
Ru-S - - 12,380(1) 2,389(2) 2,385(1) 2,348(2)
Ru-Cl - - 2,427(1) - 2,410(1) -
Ru-O - - - - - 2,094(3)
Ru-N - - - 2,144(3) - -
S(1)-C(1) | 1,660 1,666 | 1,710(5) 1,714(4) 1,702(4) 1,732(5)
O(1)-C(2) | 1,226 1,228 | 1,198(7) 1,224(4) 1,216(4) 1,278(6)
N(1)-C(1) | 1,395 1,433 |1,358(7) 1,367(4) 1,384(5) 1,341(7)
N(2)-C(1) | 1,328 1,324 | 1,309(7) 1,312(5) 1,325(5) 1,340(6)
N(1)-C(2) = 1,370 1,352 |1,399(6) 1,372(5) 1,380(4) 1,308(6)

*Aciltioureias monossubstituidas (série 1); ** aciltioureias dissubstituidas (série
2).

As aciltioureias podem assumir diferentes conformacdes, que séo
comumente conhecidas como S, M, Z e U, onde tais letras referem-se a posicéo
das ligacdes C=0 e C=S em relacéo a ligacdo central N-H (Figura 4.8).>” Por meio
das estruturas cristalinas dos complexos, observa-se duas diferentes
conformac0es dos ligantes aciltioureias, S e U. Os complexos com coordenacao

monodentada (S) e bidentada (S,N) apresentam a conformacao S.
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FIGURA 4.8 - Principais conformacdes das moléculas aciltioureias.

No caso do ligante dos complexos da série 1, que compreendem 0s
ligantes aciltioureias monossubstituidas, esta conformacéo favorece a formacéo
de um anel de seis membros estabelecido pela ligagdo de hidrogénio N2-H...O=C.
Na literatura é disseminado que esta interacdo possui consideravel influéncia nos
modos de coordenacdo das aciltioureias, sendo um requisito para os modos
monodentados (S) e bidentados (S,N), 0s quais sdo poucos usuais, sobretudo para
complexos de ruténio.3*>*8 Modos de coordenacéo que nao incluem o 4tomo de
oxigénio sdo favorecidos, uma vez que este atomo esta envolvido na ligacdo de
hidrogénio. Porém, estas interacbes ndo podem ser consideradas requisitos, ao
menos para 0 modo de coordenacdo monodentado (S), ja que este mesmo modo
de coordenacdo é também observado para os complexos da série 2 (1m-6m).
Nestes complexos ha os ligantes aciltioureias dissubstituidas, onde a ligacéo de
hidrogénio, N2-H...O=C né&o esta presente. Também ha relatos de complexos de
cobre (1), coordenados a aciltioureias dissubstituidas através apenas do atomo de
enxofre.®® Para os complexos 1b-6b a conformacdo adotada dos ligantes
aciltioureias é a U, a qual é indispensavel para a formacao do anel de seis membros
que desempenha papel fundamental na deslocalizacdo eletrénica observada para
este modo de coordenacéo.

A converséo da coordenacdo monodentada para bidentada (S, N) dos
complexos da serie 1, devido a reacdo de hidrolise, foi observada apenas para 0s
complexos 1 e 4. Ambos o0s compostos apresentam substituinte R=furoll,

sugerindo que a natureza do substituinte R poderia ser a principal influéncia para
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este modo de coordenacdo. Contudo, ndo observamos a conversao para este modo
de coordenacdo para os complexos da série 2, onde os ligantes 3 e 4 contém o

substituinte R=furoil em suas estruturas.

Os espectros de absorcdo eletrénica na regido do ultravioleta visivel
dos complexos foram obtidos a partir de solugbes dos complexos em
diclorometano. A Figura 4.9 ilustra o espectro eletronico do complexo 1 (demais
complexos na secdo de apéndice) e a Tabela 4.3 mostra 0os comprimentos de onda
méaximos das bandas observadas, bem como o0s respectivos valores de
absortividade molar () de todos os complexos. Em geral, 0s espectros evidenciam
bandas, na faixa de 252-302 nm, referentes a transi¢cbes m—n* intraligantes,
presentes nos aneis aromaticos dos ligantes p-cimeno, trifenilfosfina e
aciltioureia. Ja a banda na regido do espectro de 316-342 nm, compreende a
transi¢Oes n-7* do ligante aciltioureia sobrepostas as bandas de transferéncia de
carga metal-ligante, Ru(dm)-ligante(x*). Estes resultados estdo de acordo com 0s
resultados obtidos para complexos similares, Ru(ll)-areno coordenados a

aciltioureias.*1:60.61
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FIGURA 4.9 - Espectro de absorcdo na regido do UV-visivel do complexo 1, em
CH,Cl,.
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TABELA 4.3 - Comprimento de onda de absor¢cdo maxima (A, nm) e

coeficientes de absortividade molar (loge, M+ cm-) dos complexos.

Complexos M) Complexos Me)
1 282 (4.36); |, 268 (4.50);
342 (3,90) 342 (3,91)
_ 256 (4,46);
n %%% ((229332)) Em 296 (4,22);
, 338 (3,83)
262 (4,30); 258 (4,50);
2 302 (4,08); |6m 342 (3,90)
342(3,76) ’
260 (4,47); 252 (4,55);
3 302 (4,25); |1b 316 (3,88)
342(3,95) ’
\ 284 (4,49); |, 252 (3,50);
326 (3,98) 316 (3,90)
282 (4,31); 252 (4,44);
4a 326 (3,99) | P 316 (4,33)
296 (4,31);
] S ab 316 (4,38)
254 (4,57); 254 (4,54);
1m 338 (3.85) |°P 320 (4,38)
254 (4,53); 262 (3.45);
Zm 338 (3,92) |°° 322 (4,33)
266 (4,53);
3m 338 (3,91) ) _

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos ligantes
apresentam bandas caracteristicas de estiramentos das ligacbes N-H (vN-H),
como esperado para os ligantes aciltioureias monossubstituidas (série 1), onde
observa-se duas bandas na regido de 3200-3150 cm™, enquanto que para as
aciltioureias dissubstituidas (série 2) observa-se apenas uma, na regido de 3194-
3116 cm™ (Tabela 4.4). Como evidenciado nas Figuras 4.10 e 4.11 e Tabela 4.4,
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para 0s complexos com coordenacdo monodentada (S) (1-5 e Im-6m), tais bandas
sdo mantidas, indicando a natureza neutra dos ligantes apds a coordenacdo ao
metal. Entretanto, as bandas deslocaram-se para regides de menor energia como
consequéncia da coordenacdo. Para os complexos la e 4a apenas uma das duas
bandas referentes ao vN-H foi observada nos respectivos espectros, enquanto que
para os complexos 1b-6b ndo se observou tal banda, confirmando a natureza

anibnica dos ligantes.
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FIGURA 4.10 - Espectros de absorcao na regido do 1V em pastilha de KBr do
ligante 1*(serie 1) e complexos 1 e 1a.
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FIGURA 4.11 - Espectros de absorcdo na regido do 1V em pastilha de KBr do

ligante 4** (série 2) e complexos 4m e 4b.

Uma das bandas mais elucidativas dos complexos e respectivos
ligantes ¢ a banda vC=0. Apds a coordenacdo do ligante observamos
deslocamentos caracteristicos, desta banda, para os distintos modos de
coordenacdo. De modo geral, os complexos com coordenacdo monodentada
apresentaram os menores deslocamentos desta banda em relacdo aos ligantes
livres, mas uma tendéncia foi observada: as bandas deslocaram (Av = 3-47 cm'!)
para regides de maiores energias. Para os complexos com coordenacéo bidentada
uma tendéncia oposta foi mantida, na qual observou-se deslocamentos para
regibes de menores energias. Entretanto, estes deslocamentos também
apresentaram coeréncia a depender do modo bidentado. Para os complexos com

coordenacdo S,N os deslocamentos referentes a banda vC=0O em relacdo ao
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ligante livre compreenderam faixas em torno de 70 cm™, enquanto que para 0s
complexos com coordenacdo S,0O esta faixa, em geral, foi em torno de 100-200
cm. Tendéncia similar foi observada para complexos com ligantes N-fosforil-
N’-feniltioureia, onde nesta classe de ligantes os &tomos de carbonos dos grupos
C=0 e C=S s&o substituidos por atomos de fésforo.>> Deslocamentos para regides
de menores energias da banda P=0O quando comparado ao ligante livre,
correspondeu a uma média de 46 cm™ para os complexos de niquel e paladio com
coordenacdo S,N. J& o complexo de cobalto com coordenacdo S,0 apresentou

deslocamento de 114 cm™.

A banda vC=S dos complexos (1286-1199 cm™) foi deslocada para
regides de menores energias apds a complexacdo do ligante ao ruténio devido ao
enfraguecimento da ligacdo, como esperado. A intensa banda proxima a 840 cm-
! presente em todos os complexos, refere-se ao estiramento da ligacdo P-F,
indicando a presenca do contraion PFg’, como também suportado pelos valores de
condutividade. As bandas pouco intensas na regido de 490-501 cm™ e 557-559
cm?, as quais sdo observadas nos espectros de todos os complexos, s&o
caracteristicas de vRu-S e vRu-P, respectivamente. Para os complexos 1a e 4a
também observamos as bandas referentes aos vRu-N em 460 cm, enquanto que
para 0s complexos 1b-6b as bandas vRu-O compreendem a regido de 336-377

cm,
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TABELA 4.4- Proposta de atribuicdo das principais bandas caracteristicas nos

espectros de absorcédo na regido do infravermelho dos ligantes aciltioureias.

Ligantes | vN!-H (cm?) vN2-H (cm?) vC=0 (cm?) vC=S (cm?)
1* 3296 3249 1668 1289
2* 3366 3195 1659 1277
3* 3297 3219 1650 1280
4* 3385 3260 1664 1288
5* 3308 3219 1656 1281
1** 3201 - 1690 1287
2** 3267 - 1652 1286
3** 3178 - 1686 1264
4** 3349 - 1667 1285
o** 3180 - 1677 1287
6** 3234 - 1665 1280

*Aciltioureias monossubstituidas (série 1); ** aciltioureias dissubstituidas (série

2).

Como esperado o espectro de RMN de 'H do precursor apresenta

sinais referentes aos hidrogénios dos ligantes p-cimeno e trifenilfosfina, como

pode ser observado na Figura 4.12. Ja para 0s espectros dos complexos das séries

1 e 2, além dos sinais observados do precursor, observa-se tambem sinais

referentes aos hidrogénios do ligante aciltioureia, como consequéncia da

coordenagdo do mesmo. As Figuras 4.13, 4.14 e 4.15 ilustram os espectros de *H

do complexo 1, la, e 4b, respectivamente (demais espectros na secdo de

apéndice), os quais apresentam numeros de picos e integrais apropriados para as

estruturas propostas.

57



Beatriz Nogueira da Cunha Resultados e Discussio

TABELA 4.5 — Proposta de atribuicdo das principais bandas caracteristicas nos espectros de 1V dos complexos.

Complexo | vN*-H vN?H vC-H vC=0O vC=S +vC-P VvRu-P vRu-S vRu-N vRu-O
1 3223 3169 3105, 2967, 2873 1687 1273 1089 525 501 - -
la - 3053 2967, 2876 1595 1199 1092 528 493 459 -
2 3222 3158 3068, 2968, 2873 1665 1272 1091 524 501 - -
3 3212 3152 3063, 2963, 2874 1666 1271 1092 525 497 - -
4 3223 3146 3060, 2974, 2928 1682 1283 1094 524 499 - -
4a - 3062 3060, 2967, 2876 1600 1199 1094 529 490 460 -
5 3210 3149 3064, 2971, 2869 1659 1274 1091 525 497 - -
Im 3178 - 3055, 2962, 2871 1697 1282 1094 528 501 - -
2m 3142 - 3058, 2987, 2870 1699 1262 1095 526 501 - -
3m 3146 - 3058, 2963, 2870 1706 1263 1096 527 500 - -
4m 3116 - 2979, 2936, 2876 1693 1284 1093 526 499 - -
Sm 3179 - 3059, 2961, 2865 1683 1256 1090 528 501 - -
6m 3170 - 3054, 2961, 2872 1685 1267 1092 526 500 - -
1b - - 3057, 2964, 2873 1507 1286 1094 529 500 - 374
2b - - 3059, 2971, 2873 1503 1248 1095 528 501 - 341
3b - - 3056, 2966, 2873 1578 1263 1096 528 495 - 340
4b - - 3055, 2970, 2872 1577 1258 1095 528 498 - 336
5b - - 3056, 2963, 2870 1500 1263 1095 528 496 - 352
6b - - 3056, 2972, 2871 1496 1252 1095 528 500 - 346
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FIGURA 4.12 - Espectro de RMN *H do precursor, em acetona-de.

Apds a coordenacdo dos ligantes aciltioureia ao metal os sinais
referentes aos hidrogénios dos grupos CH aromaticos do p-cimeno, que no
precursor apresentavam-se como pares de dois dubletos, passaram a ser quatro
dubletos nos espectros dos complexos. Esta mudancga de multiplicidade dos sinais
indica uma perda de simetria do anel p-cimeno, em decorréncia da formacéao do
centro estereogénico (ruténio), apos a coordenacdo do ligante aciltioureia. Este
comportamento ja foi relatado para outros complexos Ru(l1)-arenos.**%? De modo
geral, os sinais referentes aos hidrogénios do p-cimeno, apés a coordenacdo do
ligante aciltioureia, deslocaram-se para regides mais desblindadas do espectro,
como consequéncia do enfraguecimento da ligacdo de retrodoacédo estabelecida
entre o ruténio e o areno, que ocorre em decorréncia da diminuigédo da densidade
eletrbnica demandada do metal para o p-cimeno. Esta tendéncia € mais nitida nos

complexos com coordenacéo bidentada.
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FIGURA 4.13 - Espectro de RMN *H do complexo 1, em acetona-ds.

Os complexos 1, 3 e 4 apresentam dois sinais referentes aos
hidrogénios dos grupos N-H das aciltioureias monossubstituidas, evidenciando a
coordenacdo do ligante em sua forma neutra. Nos complexos 2 e 5, estes sinais
estdo sobrepostos. Em relacdo aos ligantes livres, os sinais referentes aos
hidrogénios do grupo N-H dos complexos apresentaram deslocamentos para
regibes mais desblindadas do espectro apos a coordenacdo. Como pode ser
observado na Tabela 4.6, tais deslocamentos devem-se a proximidade destes
hidrogénios ao ponto de coordenacgéo, assim espera-se que 0S mesmos devam ser
afetados com a coordenacéo do ligante. O complexo 1a (Figura 4.14), assim como
0 complexo 4a (secdo de apéndice), apresenta um unico sinal referente ao
hidrogénio do grupo N-H, indicando a forma anibnica do ligante devido a
coordenacdo bidentada (S, N). Mas esse hidrogénio também foi deslocado para
regides mais desblindadas do espectro, indicando que a coordenacdo da

aciltioureia ocasiona uma diminuigéo da densidade eletronica do ligante.
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FIGURA 4.14- Espectro de RMN *H do complexo 1a, em acetona-ds.

TABELA 4.6 - Deslocamento quimico dos hidrogénios dos grupos N-H dos

ligantes aciltioureias e dos complexos.

Ligantes Complexos

N-H N2-H Ni-H N2-H

1 10,83 9,63 11,72 11,55

la 10,83 9,63 - 10,28

11,05 10,16 - 11,62

10,99 10,12 11,7 11,6

10,83 9,66 11,66 11,6

4a 10,83 9,66 - 10,78

5 10,98 10,13 - 11,67
im 9,65 - 11,37 -
2m 9,46 - 11,18 -
3m 9,33 - 11,23 -
4m 9,19 - 11,05 -
5m 9,63 - 11,33 -
6m 9,45 - 11,14 -

Em relacdo aos hidrogénios dos ligantes aciltioureias, em geral, a

coordenacdo promoveu um deslocamento dos sinais para regides mais
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desblindadas do espectro dos complexos com coordenacdo monodentada,
sugerindo que o carater doador do ligante é predominante neste modo de
coordenacdo. O oposto € observado para os complexos com coordenacdo
bidentada, onde os sinais deslocam-se para regi6es mais blindadas do espectro. A
variacdo dos deslocamentos quimicos para os complexos com ambos modos de
coordenacdo ndo foram pronunciados (~ 0,1 ppm), entretanto, é existente a

presenca desta tendéncia.
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FIGURA 4.15- Espectro de RMN H do complexo 4b, em acetona-ds.

A técnica de COSY !H-'H permitiu uma correta atribuicdo dos
hidrogénios dos diferentes ligantes, sendo muito Gtil em regides de sobreposicdo
de sinais que compreende a faixa de 7,50-7,75 ppm dos espectros dos complexos.
Por meio do acoplamento entre o hidrogénio de um dos grupos N-H dos ligantes
aciltioureias monossubstituidas, com os hidrogénios referentes ao grupo CH,

deste ligante, atribuiu-se, seguramente, que tal hidrogénio refere-se ao grupo N2-
H.
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A Figura 4.16 ilustra uma ampliacdo do experimento de COSY H
do complexo 1, na faixa 6,30-8,30, onde observa-se acoplamentos referentes aos
ligantes trifenilfosfina e aciltioureia. Uma ilha de acoplamento entre os sinais dos
hidrogénios em 7,54 ppm e 7,71 ppm, é estabelecida entre os hidrogénios da
trifenilfosfina (9 hidrogénios orto/para e 6 hidrogénios meta, respectivamente).
Uma outra regido de acoplamento é formada por um hidrogénio do multipleto em
7,71 ppm com outros dois hidrogénio, um do sinal em 6,85 ppm (de forma mais
intensa) e com o outro em 8,08 ppm ( de forma menos intensa), 0 que permitiu
atribuir que um dos hidrogénios do sinal em 7,71 ppm refere-se ao hidrogénio 4
da aciltioureia, enquanto os outros correspondem aos hidrogénios 5 e 6,

respectivamente, que constituem o grupo R;.
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FIGURA 4.16- Experimento de RMN - COSY *H, ampliado, do complexo 1,em
acetona-ds.

Uma terceira ilha de acoplamento, também nessa regido, refere-se
aos sinais dos hidrogénios do substituinte R, da aciltioureia. Um dos hidrogénios
do sinal em 7,54 ppm (H11), sobreposto aos hidrogénios da trifenilfosfina, acopla
com os hidrogénios dos sinais em 6,32 (Ho) e 6,40 (H1o). Este mesmo hidrogénio

(7,54 ppm) se acopla fracamente com os hidrogénios do grupo CH; da aciltioureia,
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0 gue indica que de fato trata-se do grupo R,. Em geral, a mesma analise foi

realizada para os demais complexos a fim de elucidar os sinais apresentados.

Os espectros de RMN de BC{'H} para todos os complexos
apresentam nameros de sinais apropriados para as estruturas propostas. Com
relacdo aos ligantes aciltioureias, os sinais mais elucidativos dos complexos
correspondem aos carbonos dos grupos C=S e C=0, assim basearemos,
principalmente, as discussbes deste tOpico nesses grupos. Para todos o0s
complexos o sinal mais desblindado do espectro corresponde ao carbono do grupo
C=S, seguindo pelo sinal do carbono do grupo C=0. Esse comportamento €é
justificado estruturalmente, uma vez que na estrutura do ligante aciltioureia o
carbono do grupo C=S encontra-se ligado a dois &tomos de nitrogénio, enquanto

que o carbono da carbonila esté ligado a apenas um nitrogénio.
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FIGURA 4.17- Espectro de RMN 3C do complexo 1, em acetona-de.

Como mostrado na Figura 4.17, para os complexos com coordenagéo
monodentada do ligante aciltioureia, o sinal referente ao carbono do grupo C=S
apresenta-se como dubleto. Esta multiplicidade s6 foi observada apos a
coordenacdo do ligante e ocorre em decorréncia do acoplamento do 4tomo de
carbono (C=S) com o atomo de fésforo do ligante trifenilfosfina. Acoplamentos
P-C também sdo observados no espectro dos precursor, para 0s sinais dos

carbonos dos grupos CH aromaticos do p-cimeno, CH orto, CH meta e do carbono
64



Beatriz Nogueira da Cunha Resultados e Discussao

quartenario da trifenilfosina.%® Tais acoplamentos também estdo presentes nos
espectros dos complexos. Este comportamento ndo foi observado para o sinal
referente ao carbono do grupo C=0, sendo um indicativo da coordenacdo do
enxofre.

A partir dos acoplamentos P-C, diferenciamos o0s carbonos
quartenario, orto, meta e para dos anéis aromaticos do ligante trifenilfosfina. No
ligante livre, estes acoplamentos geralmente apresentam-se na ordem
2Jpc>Npc>%Jpc, entretanto, apds a coordenacdo do ligante essa ordem passa a ser
diferente, 1Jpc>3Jpc>2Jpc, em decorréncia da perda do par isolado de elétrons do
atomo de fosforo.% Tal comportamento foi constatado nos complexos, onde
observou-se Jpc (Cquartensrio) €M torno de 48,0 Hz, 3Jpc (Cieta) 10,5 Hz € 2Jpc (Corto)
9,5 Hz, e como esperado ndo houve acoplamento P-C para 0 Cpaa.
Adicionalmente, o espectro de RMN HSQC também apoia esta atribuicdo.

Apb6s a coordenacdo do ligante aciltioureia, observou-se um
deslocamento dos sinais referentes aos carbonos do ligante p-cimeno para regioes
mais desblindadas do espectro, independente do modo de coordenacao do ligante.
Indicando que a entrada da aciltioureia na esfera de coordenacdo dos complexos
promoveu uma diminuicdo da densidade eletronica do p-cimeno. Entretanto,
diferentemente dos deslocamentos pouco significativos dos sinais de hidrogénio
dos espectros de RMN de *H, em relagéo ao ligante livre, esses deslocamento para
0s sinais dos carbonos compreenderam a faixa entre 1-5 ppm nos espectros de
RMN de B¥C{*H}.

A atribuicéo de todos os atomos de carbono do espectro de RMN de
BC{*H} foi facilitada mediante a interpretacdo dos experimentos bidimensionais
de HSQC (Figura 4.18), que mostram acoplamento entre carbono e hidrogénio
que estdo diretamente ligados. Assim, para os carbonos quartendrios ndo ha
acoplamentos, o que permite também identifica-los seguramente. Entretanto, a
correta atribuicdo dos carbonos quartenarios foi possivel a partir dos dados
obtidos pela técnica bidimensional HMBC (Figura 4.19), que consiste na
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visualizacdo de acoplamentos entre carbonos e hidrogénios a longas distancias.
Através do acoplamento entre o sinal do carbono na regido mais desblindada do
experimento de HMBC com o sinal dos hidrogénios referentes ao grupo CH, (C5),
pode-se confirmar que de fato este carbono pertence ao grupo C=S. A mesma

analise foi realizada para os demais carbonos quartenarios dos complexos.
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FIGURA 4.18- Experimento de RMN - HSQC do complexo 1, em acetona-ds.
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FIGURA 4.19- Experimento de RMN - HMBC do complexo 1, em acetona-ds.

Diferentes tendéncias, em relacdo aos deslocamentos dos sinais dos
carbonos referentes aos grupos C=S e C=0, quando comparado aos respectivos
ligantes livres, foram observadas para os distintos modos de coordenacdo das
aciltioureias, como por ser observado na Tabela 4.7 e Figura 4.20. Para 0s
complexos monodentados ndo foram observados significativos deslocamentos em
relacdo aos ligantes livres, entretanto uma tendéncia foi mantida: o sinal referente
ao carbono do C=S deslocou-se para regides mais blindadas do espectro, enquanto
que o carbono da carbonila deslocou-se para regides mais desblindadas. Com a
coordenacdo da aciltiouria via atomo de enxofre, houve um enfraquecimento da
ligacdo C=S como evidenciado pela técnica de raios X, onde observou-se o
aumento da distancia desta ligacdo. Em contrapartida, os comprimentos das
ligacdes HN!-C(S) e HN?-C(S) apresentaram discreta diminuicdo, enquanto que
a distancia da ligacdo HN-C(O) apresentou um discreto aumento. Este
comportamento pode estd relacionado com uma deslocalizagédo de carga dos
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atomos de nitrogénio para o grupo C=S, a fim de compensar a perda de carga do
enxofre com a coordenacgéo. Neste sentido, o grupo C=0 perde um pouco da sua
densidade eletrdnica como consequéncia da carga demanda do &tomo de

nitrogénio para o enxofre.

A mesma tendéncia foi observada para os complexos com
coordenacdo S,0 (1b-6b), entretanto com deslocamentos pronunciados, proximos
a 10 ppm. Este comportamento ocorre devido a deslocalizacdo dos elétrons t no
quelato de seis membros formado ap6s a complexacdo da aciltioureia ao ruténio,
como suportado pela técnica de difragdo de raios-X.*>®° Ja os complexos 1a e 4a,
com coordenacdo S,N, apresentaram deslocamentos para regides mais
desblindadas para ambos os sinais referentes aos carbonos dos grupos C=S e C=0.
A fim de suprir a defeciéncia de carga negativa do atomo de nitrogénio, devido a
coordenacdo do mesmo, houve uma deslocalizagao eletronica dos grupos C=S e
C=0 em direcdo a este atomo, como consequéncia observou-se deslocamentos

para regides mais desblindadas do espectro destes atomos de carbono.
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TABELA 4.7 - Deslocamentos quimicos para os sinais referentes aos carbonos
dos grupos C=0 e C=S dos ligantes aciltioureias e dos respectivos complexos,

em acetona-dg (exprimental) e teorico.

RMN de BC Experimental RMN de *C Tedrico

Ligantes Complexos Ligantes Complexos

C=O0 C=s | C=0 C(C=s | C=O0 C=Ss | C=O0 C=S

1 ] 158,0 181,1 | 1589 180,6 | 157,3 17/9,2 | 156,8 177,2
la - - 166,4 190,1 - - 164,1 184,7
2 | 1626 1811 | 163,3 1804 - - - -

3 | 1628 1814 | 1634 180,8 - - - -

4 | 157,7 180,8 | 158,8 180,1 - - - -
4a - - 166,6 189,9 - - - -

5 | 1626 1811 | 1634 1804 - - - -
iIm | 1645 181,6 | 165,2 1810 | 163,7 1/9/4 | 1646 178,2

1b - - 172,4 1749 - - 164,8 167,6
2m | 164,9 1815 | 165,7 180,7 | 1640 1/7,8 | 166,0 177,0
2b - - 172,7  173,7 - - 168,0 169,2
3m | 1546 180,5 | 1551 180,0 | 155,7 1854 | 152,8 176,3
3b - - 164,1 1740 - - 156,6 167,6
4m | 1551 180,0 | 1558 179,8 | 153,1 1/7,3 | 1529 1750
4b . = 164,4 1726 - - 158,7 168,9
5m | 159,0 1810 | 1596 180,3 | 15/,8 178,6 | 156,8 177,11
5b - = 168,0 173,8 - - 159,0 166,5
6m | 159,4 180,5 | 160,1 180,0 | 158,7 1/8,5 | 157,2 177,2
6b - = 168,3 1725 - - 161,0 162,4
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FIGURA 4.20- Sinais de RMN de 3C{*H} referentes aos grupos C=S e C=0

dos espectros dos complexos 1, 4b e 1a, em acetona-ds.

Dados obtidos pela técnica de DFT, em geral, foram compativeis
com os dados experimentais, revelando as mesmas tendéncias observadas para 0s
diferentes modos de coordenacdo do ligante aciltioureia ao metal (Tabela 4.7).
Para a coordenacdo monodentada a tendéncia ndo é linear, mas € aceitavel visto
que os deslocamentos em relacéo ao ligante livre e respectivo complexo séo muito
pequenos. Assim, sugerimos que a técnica de RMN de 3C mostra-se muito (til

na predi¢cdo do modo de coordenagéo de ligantes aciltioureias a diferentes centros
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metalicos, baseando-se apenas nos deslocamentos dos grupos C=S e C=0 dos

complexos, em relacdo aos ligantes livres.

- TV N ol
11.0 1 [I).5 I(I].O 9‘.5 ‘3“.0 8‘.5 SI.U TI.S 7‘ 1] \'JI..“ 6‘.0 5‘.5 fI.O -II.S -II.U 5‘.5 .‘I 0 2‘..‘: 3‘.0 1‘.5 II.U
ppm

7 dias l l }J" | l
P—— ol - —— — - — / N hS ——

3h | AR | |

Ih ! | ! !

Il ."ﬁ". N
0Oh N f I.

[\ [ [ [ [
Y o\ !/ \ /o I\ / \ /oA
VN A vy S— e S — AN SN

-%7-16 445 444 443 442 441 440 439 438 437 436 435 434 433 432 431 430 429 428 427 426 425 424 423
ppm

FIGURA 4.21- Espectros de RMN de 'H do complexo 1a em acetona-ds, a
temperatura ambiente em diferentes tempos, com ampliacdo para o sinal

referente ao grupo CH,.

Um comportamento peculiar foi observado para os complexos la e
4a. Em solucdo, uma evidéncia da duplicacdo dos sinais referentes aos
hidrogénios do grupo CH, do ligante aciltioureia foi constatada por meio do
monitoramento dos espectros de RMN de *H destes complexos. Na Figura 4.21
pode ser visto uma tendéncia de processo de conversao, onde o sinal aumenta sua
intensidade com o tempo. Comportamento similar também foi observado para os
sinais que compreendem aos carbonos dos respectivos grupos C=S, C=0 e CH,
(C7) em seus espectros de RMN de 3C{*H}. Ap6és um tempo de 5 h, é clara a

duplicacdo destes sinais (Figura 4.22).
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FIGURA 4.22- Espectros de RMN de C{*H} do complexo 1a, em acetona-ds,
a temperatura ambiente em diferentes tempos, com ampliacao para os sinais

referentes aos grupos C=S, C=0 e CH..

No estado solido todos os complexos sdo misturas racémicas, com o
ruténio como centro assimetrico, como ilustrado na Figura 4.23. Mas o
comportamento de duplicacdo dos sinais dos espectros de RMN de 'H e BC{*H}
pode estar associado a presenca de diastereoisdbmeros. Entretanto, para a
existéncia de diastereoisdbmeros um minimo de dois centros quirais € requerido.
Atomos de nitrogénio sp® s&o aptos a atuar como centros assimétricos, assim como
atomos de carbono, contudo a rapida inversdo de configuracdo deste atomo,
devido a baixa barreira energética associada a esta inversdo, dificulta,

determinantemente, o controle desta quiralidade (Figura 4.24).%¢
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FIGURA 4.23 - Mistura racémica das estruturas cristalinas dos complexos 1, 4,

la e 4a.

A coordenacéo do ligante aciltioureia ao metal na forma bidentada,
via atomo de nitrogénio, possibilitou discriminar tanto os sinais dos hidrogénios
do grupo CH»(C7) no espectro de RMN de H, quanto os carbonos dos grupos
C=S, C=0 e CH; (C5) nos espectros de RMN de *C{*H}. Curiosamente, todos o0s
grupos duplicados estdo diretamente ligados aos atomos de nitrogénio. Tal fato
nos leva a propor que a coordenacdo da aciltioureia ao ruténio promoveu um
aumento na barreira energética de interconversdo dos isdmeros, permitindo
evidenciar a presenca de diasteroisomeros. Estudos reportados na literatura com

ciclopeptideos, que apresentam nitrogénio quiral em suas estruturas, revelaram
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que o aumento do impedimento estérico das ligacdes de hidrazina, aumentou

significantemente a barreira energética associada a inverséo das configuragdes.®’
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FIGURA 4.24- Esquema que ilustra a inversdo de configuracdo do atomo de

nitrogénio assimétrico.

4.2- Avaliacao Bioldgica dos Complexos

4.2.1 - Ensaio de Citotoxicidade

A citotoxicidade dos complexos foi avaliada pelo método MTT em
diferentes linhagens celulares humanas. Os valores de ICs, (concentracéo
correspondente a inibi¢do do crescimento celular em 50%), foram determinados
a partir de um tempo de exposicdo dos complexos as células de 48 h. A
citotoxicidade do cisplatina foi avaliada como controle positivo. Para os
complexos da série 1, a citotoxicidade foi determinada nas linhagens humanas de
pulmao, tumoral (A549) e ndo tumoral (MRC-5), enquanto que para os complexos
da série 2, alem das linhagens de pulméo a citotoxicidade também foi avaliada
nas linhagens tumorais humanas de mama (MDA-MB-231) e préstata (DU-145)
e ndo tumoral de mama (MCF-10A). A Tabela 4.8 evidencia os valores de 1Cs €
indices de seletividade (IS) para os complexos de ruténio, cisplatina, ligantes e

precursor.
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TABELA 4.8 - Valores de 1Cs, (LM) em diferentes linhagens tumorais e ndo tumorais e indices de seletividade (1S).

48 h 24 h
DU-145 Ab549 MDA-MB-231 | MRC-5 MCF-10A ISt* IS%* A549 MDA-MB-231

1 - 0,63+0,09 - 1,28+0,09 - 2,03 - 2,54+0,15 -

la - 0,25+0,04 - 1,35+0,10 - 5,40 - 1,34+0,03 -

2 - 0,57+0,04 - 0,95+0,19 - 1,67 - - -

3 - 0,54+0,02 - 0,96+0,12 - 1,78 - - -

4 - 0,61+0,12 - 2,14+0,19 - 3,51 - - -

4a - 0,53+0,01 - 0,83+0,01 - 1,57 - - -

5 - 0,61+0,08 - 1,46+0,94 - 2,39 - - -

im 5,60+0,33 | 1,39+0,22 0,73+0,07 1,61+0,54 | 4,25+0,55 1,16 5,82 - -

2m 3,87+0,09 | 0,62+0,12 0,74+0,02 0,94+0,05 | 3,45+0,22 1,52 4,66 - -

3m 6,01+0,26 | 1,83+0,01 0,50+0,02 2,47+0,27 | 5,72+0,44 1,35 11,44 - -

4m 5,73+0,27 | 0,69+0,18 0,56+0,03 1,12+0,18 | 4,55+0,22 1,62 8,12 - -
5m 4,45+0,62 | 0,71+0,02 0,67+0,09 1,23+0,33 | 6,67+0,95 1,73 9,95 - 3,18+0,19
6m 2,89+0,05 | 0,51+0,02 0,38+0,05 1,22+0,50 | 6,61+0,51 2,39 17,39 - 2,73+0,47

1b 7,47+0,41 | 2,41+0,03 0,61+0,13 1,83+0,43 | 3,14+0,58 0,76 5,15 - -

2b 3,27+0,17 | 0,87+0,02 0,39+0,18 0,87+0,04 | 5,50+0,31 1,00 14,10 - -

3b 7,37+0,94 | 1,41+0,11 0,46+0,08 1,85+0,27 | 6,17+0,13 1,31 13,41 - -
4b 6,22+0,08 | 0,56+0,08 0,35+0,09 1,29+0,01 | 3,46+0,20 2,30 9,89 - 2,2340,12
5b 3,19+0,75 | 1,32+0,14 0,34+0,05 1,11+0,06 | 6,19+0,25 0,84 19,34 - 1,29+0,38

6b 4,08+0,19 | 0,59+0,07 0,28+0,02 1,03£0,02 | 4,26+0,38 1,75 15,21 - -

Ligantes >100 >100 >100 >100 >100 - - - -

Precursor | 49,68+1,79 | 12,73+0,17 | 21,63+1,31 | 50,65+0,21 | 19,09+1,03 3,98 0,88 - -

Cisplatina| 2,00£0,47 | 11,84+1,19 2,44+0,20 29,09+0,78 | 29,45+0,85 2,46 12,07 - -

*1S!=1Cs0 A549/1Cs0 MRC-5 e 1S?= ICsp MDA-MB-231/ICso MCF-10A
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Todos o0s complexos apresentaram significante atividade
antiproliferativa em todas as linhagens avaliadas, com valores de 1Cso menores do
que os obtidos para o precursor e os ligantes livres. A coordenacdo do ligante
aciltioureia ao ruténio aumentou a citotoxicidade de ambos, precursor e ligante,
devido a formacdo de um novo composto com caracteristica distintas. A atividade
citotoxica dos complexos 1-5 foi consideravelmente superior a do farmaco de
referéncia, cisplatina. Os efeitos observados para estes compostos foram
similares, ndo nos permitindo realizar uma correlagao estrutura-atividade. Apesar
de existir certo grau de seletividade destes complexos a celulas tumorais, 0s
indices de seletividade foram baixos ndo diferindo significativamente do indice
observado para o cisplatina. Dentro da série 1, os complexos 1a e 4a, foram mais
ativos que os respectivos complexos 1 e 4. O complexo la foi 0 mais ativo e
seletivo desta série, sendo mais de duas vezes mais ativo do que o complexo 1 e

seletivo do que ambos, complexo 1 e cisplatina.

Os complexos da série 2 foram notavelmente mais ativos do que o
cisplatina nas linhagens MDA-MB-231 e A549, enquanto que para a linhagem
DU-145 foram, em geral, da ordem de duas a trés vezes menos ativos. Por esta
razdo, avaliamos a seletividade destes complexos nas linhagens de mama e
pulméo. De maneira predominante, os IS observados para a linhagem tumoral de
pulmédo foram baixos, 0s quais também ndo superaram ao apresentado pelo
cisplatina. Entretanto, para a linhagem MDA-MB-231 ¢ evidente a seletividade
dos complexos desta série, em detrimento da linhagem ndo tumoral, apresentando

valores de IS que chegam proximos a 20 (complexos 5b e 6b).

A citotoxicidade dos complexos da série 2 apresentaram-se similares
em relacdo a linhagens especificas, entretanto, de forma geral, uma tendéncia foi
observada: os complexos com coordenagcdo monodentada (1m-6m) foram mais
ativos do que seus complexos anadlogos na coordenacdo bidentada nas linhagens

tumorais de prostata e pulmdo. Comportamento oposto foi evidenciado para as
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células MDA-MB-231, onde os complexos bidentados (1b-6b), apresentaram

menores valores de 1Csy do que 0s observados para os complexos monodentados.

Em geral, os complexos com substituinte R;=tiofeno mostraram-se
mais ativos em todas as linhagens estudadas. Também, observamos uma relagao
entre 0 tamanho da cadeia do substituinte R, e a atividade, que indica que a
citotoxicidade dos complexos aumenta com o aumento da cadeia carbbnica, onde
0s complexos com R,=etil foram mais ativos do que os demais. Deste modo, 0
complexo mais ativo nas células tumorais de prostata e pulméo foi 0 6m, enquanto
que para as células tumorais de mama foi o 6b, mas o complexo 6m foi 0 mais
seletivo para esta linhagem. Muitos estudos evidenciam que o0 aumento da cadeia
carbonica de diferentes ligantes aumentam a lipofilicidade dos complexos,
ocasionando em um aumento da citotoxicidade dos mesmos, uma vez que a

lipofilicidade possui grande influéncia no acimulo celular dos complexos. 58"

Comparando a citotoxicidade dos complexos das séries 1 e 2 com
compostos similares, [Ru(n®-p-cimeno)Cly(Tu)] e [Ru(n®-p-cimeno) Cl (Tu)]
(Figura 1.9 e Tabela 1.1), onde Tu= aciltiourea coordenada monodentada ou
bidentada, obtidos de investigacGes anteriores do nosso grupo de pesquisa,
constatamos uma atividade muito superior para os complexos aqui estudados.*!
Os complexos 1-5 apresentaram atividade que chegam a ordem de 80 vezes maior
quando comparado aos complexos analogos sem o ligante trifenilfosfina. A
principal diferenca estrutural dos complexos situa-se no ligante trifenilfosfina, e
como consequéncia da presenca do cloro ou trifenilfosfina na esfera de
coordenacdo dos complexos, a carga também se diferencia. A substituicdo dos
cloros pela trifenifosfina gera compostos catidénicos em detrimento de compostos
neutros. Assim, a fim de investigarmos qual o fator preponderante na
citotoxicidade dos complexos, a carga ou o ligante trifenilfosfina, realizou-se a

sintese de um novo complexo, 1c, com carga catidnica, no qual utilizamos o
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ligante 4-metilpiridina, Figura 4.25 (a sintese e caracterizacdo deste complexo

encontram-se na secdo de apéndice).

Os valores de 1Csp (48 h) do complexo 1c corresponderam a 25,58
+0,38 e 16,59 +0,49 uM nas linhagens tumorais A549 e MDA-MB-231,
respectivamente. Estes valores encontram-se dentro da faixa de 1Cs (10,8 - 44,20
uM) apresentados para os complexos similares, com carga neutra e coordenados
ao ligante clorido.** Além disso, o complexo 1c foi também, indiscutivelmente
menos citotdxico do que os complexos das séries 1 e 2. O que nos permite conferir
que o fator determinante para a maior atividade dos complexos das séries 1 e 2

estd associado a presenca do ligante trifenilfosfina.

QP Qs
(4 B¢ i

N

() N

2b 0,87 0,39 1c 25,58 16,59

FIGURA 4.25- Estruturas dos complexos [Ru)(N’-(benzoil)-N"N’-
dimetiltioureia)(4-metilpiridina)]PFs (1c) e 2b com seus respectivos valores de
ICs0 nas linhagens tumorais de pulmao (A549) e mama (MDA-MB-231).

H& reportado na literatura que o ligante trifenilfosfina exerce
influéncia, de maneira determinante, na atividade citotdxica de complexos Ru(ll)-
arenos.”t Neste estudo foi avaliada a citotoxicidade de cinco complexos com
diferentes ligantes piridinicos. A Figura 4.26 ilustra as estruturas dos complexos
com seus respectivos valores de ICsy na linhagem tumoral HL60 (leucemia).

Todos os complexos com trifenilfosfina em suas estruturas apresentaram
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citotoxicidade, com excecdo do complexo sem este ligante. Os autores
justificaram a atividade dos complexos fosfinicos com a capacidade que este
ligante conferiu aos complexos de se intercalarem ao DNA. Entretanto,
acreditamos que o ligante trifenilfosfina possui fundamental influéncia na
lipofilicidade dos complexos, permitindo que 0s mesmos permeiem com maior
facilidade a membrana celular, acarretando maior acumulacdo do complexo na
célula. Realizando uma andlise dos valores de I1Csy entre os complexos fosfinicos
da Figura 4.26, observa-se que os menores valores referem-se aos complexos com
os ligantes dimetilpiridina, indicando que de fato a atividade deve estar associada

a lipofilicidade dos complexos.
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FIGURA 4.26 - Estrutura dos complexos Ru(ll)-areno com seus respectivos

valores de ICsp (uM) na linhagem tumoral de leucemia HL60."

De posse dos resultados de citotoxicidade, os complexos que se
destacaram, em relacédo a atividade e seletividade 1a, 5b e 6b e seus respectivos
complexos anédlogos na coordenacdo monodentada, 1, 5m e 6m foram escolhidos
para 0 prosseguimento dos estudos bioldgicos. Os estudos dos complexos 1 e 1a
foram realizados na linhagem A549, enquanto que para os complexos 5m, 5b, 6m

79



Beatriz Nogueira da Cunha Resultados e Discussao

e 6b a linhagem MDA-MB-231 foi utilizada. Por este motivo a atividade
citotoxica tambem foi determinada nestas linhagens no tempo de 24 h (Tabela
4.8). Os valores de ICso dos complexos no tempo de 24 h foram maiores do que
0s observados no periodo de 48 h, o que indica que a citotoxicidade dos

complexos é tempo dependente.
4.2.2 - Ensaio Morfologico

A investigacdo das alteragdes morfoldgicas induzidas pelos
complexos nas células foi baseada na avaliagdo de diferentes concentragdes dos
complexos, que corresponderam aos respectivos valores de 1Csp, 2 X 1Csp, 5 0u 10
X 1Csp dos complexos, nos tempos de exposicdo de 24 e 48 h. As imagens

capturadas estdo ilustradas na Figura 4.27 e secédo de apéndice.
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FIGURA 4.27- Morfologia das células MDA-MB-231 e MCF-10A apds

tratamento com o complexo 6b nos tempos de 0, 24 e 48 h
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Todos os complexos avaliados (1, 1a, 5m, 6m, 5b e 6b) apresentaram
comportamento similar em suas respectivas linhagens tumorais, onde observou-
se as seguintes alteraces morfoldgicas: diminuicdo da densidade celular, células
no formato circular e células desaderidas. Os efeitos foram intensificados com o
aumento da concentracdo dos complexos. Tal comportamento é reportado na
literatura como um indicativo de morte celular via apoptose.”? Na linhagem néo
tumoral MRC-5 as alteragdes morfoldgicas iniciaram-se na concentragdo de 2 X
ICs0, dos complexos 1 e 1laem 24 h, observando-se uma diminuicédo da densidade
celular. Na maior concentracédo investigada, 10 x 1Cs, as células perderam sua
aderéncia e apresentaram formato circular, sugerindo morte celular. Esses
resultados sdo coerentes com os IS observados para estes complexos. Ja na
linhagem né&o tumoral MCF-10A, os complexos 5m, 6m, 5b e 6b ndo induziram
significativas alteracdes, além da diminuicdo da densidade celular na maior
concentracdo estudada, 5 x 1Cso. Tais resultados demonstram a seletividade dos
complexos as linhagens tumorais e corrobora com os IS apresentados para 0s

respectivos complexos.

4.2.3 - Ensaio de Formacéao de Coldnias

Este ensaio fornece informacgdes acerca da citotoxicidade dos
complexos e do comportamento reprodutivo celular apds tratamento com o0s
compostos de interesse.” Todos os complexos estudados (1, 1a, 5m, 6m, 5b e
6b) apresentaram efeito citotoxico e citostatico nas respectivas linhagens A549 e
MDA-MB-231, uma vez que 0s mesmos promoveram inibi¢cdo na formacéao de
coldnias, como também diminuicdo do tamanho das mesmas. Como pode ser
observado na Figura 4.28 e secdo de apéndice, 0 nimero e tamanho das col6nias
formadas diminuiram proporcionalmente com o aumento da concentragdo dos
complexos, indicando que as células ndo se recuperaram do dano causado pelos

compostos.
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FIGURA 4.28 - Ensaio da formacao de coldnia apos tratamento das células
MDA-MB-231 com o complexo 6b, em diferentes concentracdes e

quantificacdo do numero e tamanho das coldnias.

4.2.4 - Ensaios de Migracao Celular

A migracao celular consiste em uma etapa do processo de metastase,
uma vez que é indispensavel a migracdo das células do tumor primario para a
estabilizacdo de um novo local para o desenvolvimento do tumor por meio do
sistema circulatorio. Assim, ambos 0s ensaios, Wound Healing e camara de
Boyden, permitem avaliar se os complexos sdo capazes de inibir a etapa de
migracdo. No ensaio de Wound Healing a concentracéo utilizada dos complexos
correspondeu a concentracdo do ICsy (48 h), porém o tempo de tratamento
méaximo foi de 24 h, a fim de assegurar a sobrevivéncia celular. Diferentemente
do controle, em que as células migraram espontaneamente até o completo
fechamento da abertura realizada, os complexos promoveram diminui¢do da
capacidade migratoria das células A459 (1e 1a) e MDA-MB-231 (5m, 6m, 5b e
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6b). Na Figura 4.29, é possivel observar a existéncia da abertura para as células

tratadas com estes complexos apés 24 h.

A549 MDA-MB-231
A |

|

FIGURA 4.29- Ensaio de migracdo Wound Healing dos complexos 1 e 1a
(linhagem A549), 6m e 6b (linhagem MDA-MB-231) em concentragoes

correspondentes aos seus respectivos I1Cs (48 h) durante 24 h.

Para os complexos 5m, 6m, 5b e 6b também foi realizado o
experimento cdmara de Boyden, para o qual os resultados corroboram com o
observado para o ensaio Wound Healing. Os complexos induziram uma drastica
diminuicio da migragdo de maneira dose dependente. Considerando a
concentragdo de 0,75 uM, apos 24 h, o numero de células capazes de migrar
correspondeu a 25, 60, 79 e 81 para o tratamento realizado com os complexos 6b,
6m, 5b e 5m, respectivamente. Estes valores sdo indiscutivelmente menores do
que o observado para o controle positivo (323 células), como ilustrado na Figura
4.30.
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FIGURA 4.30- Ensaio de migracdo camara de Boyden do complexo 6b na
linhagem MDA-MB-23, em diferentes concentracdes (0,75, 1,50 e 2,00 uM) e
controles com FBS (FBS+) e sem FBS (FBS-).

Tais resultados indicam a propriedade antimigratoria dos complexos
de ruténio. Estudos anteriores também evidenciaram a inibicdo da capacidade
migratoria celular nas linhagens MDA-MB-231 e HeL a, de complexos de ruténio

que incluem ruténio-arenos.’ 7
4.2.5 - Ciclo Celular

A multiplicagéo celular € um processo intrinseco a manutencéo da
vida, sendo representada pelo ciclo celular. Como apresentado na Figura 4.31, o
ciclo celular é dividido em quatro fases principais: G, G2, S e M. As fases G; e
G, sdo ditas preparatorias, enquanto que as fases S e M sdo funcionais. A fase G;
destina-se ao crescimento celular e a sintese de proteinas que serdo necessarias a
proxima fase, S, na qual ocorrera a replicacdo do DNA. Na fase G, a célula
continua com o processo de crescimento e sintese de proteinas importantes para a
etapa de duplicacdo celular, fase M. Nesta fase uma célula se divide em duas
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células idénticas. Ha também uma fase de quiescéncia ou repouso, Go, onde as

células interrompem o processo de multiplicacédo.”

O ciclo celular é um processo altamente regulado, e os pontos de
checagens existentes possuem a fungdo de garantir que a diviséo celular ocorra
sem erros. Se algum problema é detectado, 0 mesmo pode ser reparado e a célula
continua sua divisdo, caso contrario ela inicia o processo de morte celular por
apoptose. Entretanto, no caso do cancer o ciclo celular perde sua regulacdo,
permitindo que as células multipliquem-se de forma irrestrita. Muitos compostos
com propriedades anticancer atuam no ciclo celular, interrompendo a diviséo
celular.”® Assim, avaliamos se os complexos possuem a capacidade de alterar o
ciclo celular das linhagens tumorais de mama e pulmao por meio da técnica de

citometria de fluxo.

Profase Preparacao

| = |
! l\ﬁitéafga:ee :, para duplicagao :
: Tel6fase ! do DNA |

Preparacdo para Duplicacdo

Mitose

FIGURA 4.31- Representacdo esquematica do ciclo celular.
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Todos os complexos apresentaram comportamento similar, nas
respectivas linhagens analisadas, induzindo acimulo de células na fase Sub-G; de
forma proporcional ao aumento da concentragdo dos complexos, como ilustrado
na Figura 4.32. Na linhagem A549, o complexo la mostrou-se mais efetivo do
que o complexo 1, em condicdes similares. A mesma tendéncia foi observada para
0s complexos 5m, 6m, 5b e 6b na linhagem MDA-MB-23, onde o0 complexo 6b
promoveu um maior acumulo na fase Sub-G; em menores concentracfes do que
as investigadas para os complexos 5m, 6m, 5b. O aumento do namero de células

na fase Sub-G; esta associada com apoptose.’?
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FIGURA 4.32- Efeito no ciclo celular da linhagem MDA-MB-231, incubadas 24

h com o complexo 6b em diferentes concentracdes.
4.2.6 -Apoptose

A morte celular é regida, principalmente, por dois mecanismos
descritos como necrose ou apoptose. Estas duas vias de morte se diferenciam por

meio da morfologia e vias bioguimicas (Figura 4.33). Geralmente a necrose esta
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associada a uma resposta inflamatdria do organismo, sendo caracterizada pelo
aumento do volume celular, que ocasiona a perda da integridade da membrana
com subsequente exposicdo do conteudo extracelular. Ja no processo de apoptose
0 oposto acontece, havendo encolhimento celular e formacdo de corpos
apoptaticos, os quais sdo fagocitados por macréfagos. Como consequéncia ndo é

desencadeado processo inflamatério como ocorre na necrose.’

Néicleo ——/7 Organelas

DNA \

\_\\

Sinalizagdo
Danos cefufarey \ para apoptose

NECROSE APOPTOSE

FIGURA 4.33- Representacdo esquematica da morfologia celular dos

mecanismos de morte, apoptose e necrose.

A fim de confirmar se os complexos induzem apoptose como
sugerido pelos resultados do ensaio morfolégico e da analise do ciclo celular,
realizou-se a analise por meio da citometria de fluxo, utilizando o Kit Anexina V-
PE. O processo apoptotico inicia-se com a externalizacdo da fosfatadilserina, um
fosfolipideo da camada interna da membrana plasmatica. A Anexina V € uma
proteina que possui grande afinidade pela fosfatadilserina e liga-se a este lipidio.
A conjugacdo da Anexina V ao fluoréforo Ficoeritrina (PE) permite a

quantificacdo das células em apoptose por fluorescéncia. Um segundo fluoréforo,
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0 7-Amino-Actionomicina (7-AAD) apresenta capacidade de permear o nucleo
celular, podendo indicar apoptose tardia ou necrose. Baseado em tais
fundamentos, a citometria de fluxo possibilita quantificar as células em apoptose
(inicial ou tardia) e em necrose. Como resultado da analise as porcentagens de
células viaveis, apoptose inicial e tardia, e necrose sdo distribuidas em 4

quadrantes.

Todos os complexos avaliados induziram apoptose como mecanismo
de morte celular, como pode ser visto na Figura 4.34 e secdo de apéndice. Em
células A549, o complexo 1 promoveu um significativo aumento na porcentagem
de celulas em apoptose, variando de 3,9% (controle) a 80% na concentracéo de
20 uM do complexo. Este aumento foi dependente do aumento da concentracéo.
Para o composto 1a, a porcentagem de células apoptaticas de 80% foi observada
na concentracao de 5 uM e manteve-se constante até a concentracdo de 20 uM. A
maior efetividade apresentada pelo complexo 1a é corroborada pelos resultados

de citotoxicidade e ciclo celular.
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FIGURA 4.34- Ensaio de apoptose PE-AnexinaV - 7AAD na linhagem MDA-

MB-231, incubadas 24 h com diferentes concentra¢6es do complexo 6b.
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Comportamento similar também foi observado para os complexos
5m, 6m, 5b e 6b, que promoveram consideravel aumento das células MDA-MB-
231 em processo de apoptose de forma proporcional ao aumento da concentragédo
dos complexos. Uma porcentagem de células em apoptose de 80 % foi observada
apos tratamento com os complexos 5m, 6m e 5b na concentracdo de 10 uM. Ja
para 0 complexo 6b, as porcentagens observadas corresponderam
aproximadamente a 70, 73 e 75% em concentragbes de 1, 2 e 3 uM,
respectivamente. O grau de apoptose nas células MDA-MB-231 induzido pelo
complexo 6b, foi superior e em concentra¢bes menores do gque aos observados
para 0os complexos 5m, 6m e 5b, 0 que esta de acordo com 0 ensaio de
citotoxicidade e ciclo celular. Apoptose € comumente o mecanismo de morte

induzidos pelos complexos de ruténio areno com atividade citotdxica.8%8!
4.2.7 - Interacdo dos complexos com DNA

Apobs estudos relacionarem a atividade antitumoral do cisplatina a
sua interacdo com o DNA, investigacOes baseadas na interacdo de compostos
candidatos a antimorais com esta biomolécula passaram a ser um procedimento
padréo nessa area. A estrutura do DNA, elucidada em 1953 por Watson e Crick,
é constituida por cadeias de nucleotideos unidas por ligacdes de hidrogénio
estabelecidas entre as bases nitrogenadas adenina e timina (A-T) e guanina e
citosina (G-C). A dupla hélice se desenvolve pelo enovelamento das cadeias em
torno de um eixo, propiciando a formagéo dos sulcos menor e maior.22 Os sulcos
diferem-se em tamanho, forma, hidratacdo, dentre outros fatores.®® Toda essa
complexa estrutura é responsavel pelo armazenamento genético que permite a

sobrevivéncia dos organismos Vivos.

Ha na literatura uma vasta bibliografia de diferentes tipos de
interacOes estabelecidas entre 0 DNA e complexos metalicos, que incluem as

interaces covalentes e ndo covalentes, onde no Ultimo caso compreende-se as
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interacdes eletrostaticas, o0 modo intercalativo e via sulcos (maior e menor)
(Figura 4.35). Nao necessariamente, a interacdo se estabelecera via um unico tipo,
devendo ser considerada a combinacdo de diferentes modos.®* Na interacdo
covalente ha a formacdo de uma ligacéo covalente entre o complexo com as bases
nitrogenadas do DNA, como acontece com o cisplatina. Na intercalacdo ha a
insercdo de ligantes aromaticos entre os pares de bases que sdo estabilizados por
forgas de van der Waals, mas as interagdes n-n sdo predominantes neste caso. As
interacdes eletrostaticas sdo estabelecidas por complexos catidnicos com 0s
grupos fosfatos do DNA (carregados negativamente). J& na interacdo via sulcos,
maior ou menor, 0s complexos sdo acomodados nos sulcos mediante interagoes

eletrostaticas e hidrofdbicas.®*°

Nao covalentes Covalentes

] Interacao Interag¢dao Ligagdo a base

Intercalaga i
tercalacao pelo sulco eletrostatica nitrogenada / fosfato

FIGURA 4.35- Representacao dos possiveis modos de interacdo de complexos
com o DNA®®

4.2.7.1 - Viscosidade

Este ensaio baseia-se na viscosidade, que é uma propriedade fisica
caracterizada pela resisténcia de um fluido ao escoamento a uma dada
temperatura. Assim, a viscosidade apresenta relacdo inversa com a velocidade de
escoamento, onde quanto maior a viscosidade menor serd a velocidade que o

fluido se movimenta. Aplicando tal propriedade a estudos de interacdo de
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complexos com DNA, este experimento torna-se bastante elucidativo, permitindo
distinguir, confiavelmente, os modos de interacdo covalente e intercalacao.
Compostos que interagem com o DNA covalentemente ocasionam uma
diminuicdo da viscosidade do DNA, pois é observado para este tipo de interacdo
distorcdo da dupla hélice da molécula e uma reducdo do comprimento do DNA.
Ja no modo intercalativo 0 oposto ocorre, observa-se um aumento da viscosidade
do DNA, uma vez que tal modo de interagdo provoca um alongamento,
enrijecimento e desenrolamento da dupla hélice. Interacdes do tipo eletrostatica
ou sulcos ndo promovem significativas alteracdes na viscosidade do DNA.858¢

A Figura 4.36 mostra o grafico de (n/no)*® (onde n e 1o Sdo as
viscosidades especificas da solucdo de Ct-DNA, na presenca e auséncia dos
complexos, respectivamente) em funcdo da razdo [complexo]/[DNA], para os
complexos Ru(ll)-areno. O cisplatina foi utilizado como um padréo, evidenciando
0 comportamento para 0 modo de intera¢do covalente, enquanto que o composto
cloroquina foi utilizado como padrdo do modo intercalativo. Todos os complexos
avaliados ndo induziram mudancas significativas na viscosidade do DNA,
diferentemente do cisplatina que promoveu uma diminuicéo da viscosidade e da
cloroquina que propiciou aumento da viscosidade, como esperado. Esta tendéncia
apresentada pelos complexos pode ser indicativo de interacbes fracas,
eletrostatica ou via sulcos, bem como auséncia de interacdo entre os complexos e
0 DNA.
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FIGURA 4.36- Efeito da concentragao dos complexos 1, 1a, 2, 3, 4, 4a, 5,

cisplatina (CP) e cloroquina na viscosidade relativa do DNA a 25 °C.

4.2.7.2 — Eletroforese em gel

A eletroforese em gel é uma técnica empregada na separacdo de
moléculas ou particulas, a partir de sua mobilidade durante a aplicacdo de uma
diferenca de potencial. A separacdo ocorre em funcdo do tamanho e forma da
molécula, que apresenta diferentes mobilidades em um gel. Assim, esta técnica
mostra-se util na investigacdo da capacidade dos complexos interagirem com o
DNA. O DNA plasmidial, o qual utilizamos neste ensaio, apresenta trés formas
principais: a superenovelada (Forma I11), circular aberta (Forma ) e linear (Forma
I1). A depender das condicbes, a forma superenovelada pode se converter na
forma circular aberta, e esta pode se converter para a forma linear. Estas diferentes
formas do DNA também possuem diferencas de mobilidade. Por a forma
enovelada ser a mais compacta, ela migra pelas cavidades do gel com maior
facilidade, apresentando uma maior velocidade de migracdo. A Figura 4.37 ilustra
as diferentes formas do DNA plasmidial e seus respectivos perfis de separacdo no

gel de agarose.
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DNA plasmidial

Forma | - Circular

Forma Il - Linear

Forma Il - Super
enovelado

\, /

FIGURA 4.37 - Formas mais comuns do DNA plasmidial com suas respectivas

bandas no gel de agarose.

O estudo de interacdo dos complexos com o DNA por meio da
eletroforese em gel, foi conduzido a partir da incubagdo dos complexos com o
DNA plasmidial, pBR322, por 18 h a 37 °C. Como pode ser visto na Figura 4.38,
0s complexos ocasionaram uma diminuicdo da intensidade de todas as bandas,
superenovelada, circular aberta e linear, com o0 aumento dos Ri investigados (Ri=
[complexo]/[DNA]), comparando-se ao perfil observado no controle. Este efeito
foi mais pronunciado em complexos com coordenacdo monodentada e com

Ri=tiofeno, onde observa-se a completa auséncia de bandas nos maiores Ri.
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FIGURA 4.38- Efeito da concentracdo dos complexos 5m, 6m, 5b e 6b na
eletroforese do plasmideo pBR322 em diferentes Ri (0,25, 0,50, 1,00 e 1,50).
Marcador de peso molecular (MW) e DNA em DMSO (DNA).

O desaparecimento das bandas no gel pode estar associado a dois
fatores principais: 1) o deslocamento do brometo de etidio; 2) uma forte interacéo
capaz de fragmentar o DNA de tal forma a propiciar a migracdo por toda a
extensdo do gel.8”88 O brometo de etidio é utilizado neste ensaio por permitir a
visualizacdo das bandas, ja que é um composto fluorescente. Este composto
possui a capacidade de se intercalar ao DNA, e se 0 complexo apresentar a
capacidade de desloca-lo ndo seria possivel a visualizacdo das bandas no gel,
como consequéncia desta substituicdo. Contudo, tanto os modos de interacdo por
intercalacdo, quanto interacGes fortes (covalentes), entre os complexos com o
DNA, foram descartados a partir dos resultados obtidos do ensaio de viscosidade.
Por outro lado, é reportado na literatura que, em algumas circunstancias,
compostos que interagem com o DNA via sulcos podem deslocar compostos
intercaladores, como o brometo de etidio.” Tal resultado nos sugere que o0 modo
de interacdo dos complexos pode ser via sulcos, como também é corroborado pelo

ensaio de viscosidade.
4.2.7.3 - Ensaio de competitividade com o Hoechst 33258

A fim de verificar a possibilidade de interagdo dos complexos via

sulcos o0 ensaio de competitividade com o Hoeschst 33258 foi realizado. O

95



Beatriz Nogueira da Cunha Resultados e Discussao

composto Hoechst 33258 compreende ao grupo das bisbenzimidas (Figura 4.39),
sendo amplamente utilizado como marcador fluorescente. E reconhecida sua
capacidade de interagir com DNA via sulco menor, preferencialmente em regides
ricas em pares de base AT (Figura 4.39).2% Quando ligado ao DNA, a
fluorescéncia do Hoechst 33258 aumenta consideravelmente, devido a sua
planaridade na regido do sulco e protecdo de colisdes com o solvente.®® No ensaio
de competitividade, complexos que interagem com o DNA via sulco menor sdo
capazes de substituir o Hoechst, resultando em supressdo da fluorescéncia do

complexo Hoechst-DNA.%

- OH

V'~ - —

., | Hoechst 33258

FIGURA 4.39 — Estrutura cristalina de um fragmento de DNA contendo o
Hoechst 33258 interagindo pelo sulco menor (PDB-8bna) e estrutura quimica do
Hoechst 33258.

Neste ensaio verificamos o comportamento da fluorescéncia do
sistema Hoechst-DNA a partir de sucessivas adi¢cbes dos complexos. Nas
condi¢cbes estudadas, nenhum dos complexos avaliados exibiu fluorescéncia.

Como pode ser observado na Figura 4.40, o aumento da concentracdo dos
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complexos foi acompanhada com uma significativa diminuicdo da intensidade da
fluorescéncia do Hoechst-DNA. Todos o0s complexos apresentaram
comportamento similar, demonstrando sua capacidade em deslocar o Hoechst do
sulco menor do DNA, o0 que sugere que 0 modo de interacdo dos complexos com

a biomolécula se estabeleca pelo sulco menor.
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FIGURA 4.40- Espectro de emissdo do Hoechst (5,0 uM) /CT-DNA (175 uM)

(Aex=343 nm) com diferentes concentracdes (0-50 uM) dos complexos 6m e 6b.

4.2.7.4 - Ensaio de competitividade com o Tiazol Laranja

O ensaio de competitividade, em condic¢bes similares ao Hoechst,
utilizando o intercalante fluorescente do DNA, tiazol laranja (TO), foi realizado
para 0s complexos 5m, 6m, 5b e 6b. Como o Hoechst o Tiazol Laranja também
é um marcardor muito utilizado na area bioldgica, entretanto, o Tiazol Laranja

interage com 0 DNA pelo modo intercalativo (Figura 4.41).%9%%
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Tiazol laranja |

FIGURA 4.41- Interacdo do Tiazol laranja com o DNA e a estrutura quimica do

Tiazol laranja.

Como ilustrado na Figura 4.42, a adigédo de sucessivas aliquotas dos
complexos foi acompanhada de moderada diminuicdo da intensidade da
fluorescéncia do complexo TO-DNA. Entretanto, é evidente que 0s complexos
monodentados (5m e 6m), promoveram uma pronunciada supressdo da
fluorescéncia em relagcéo aos complexos bidentados (5b e 6b). Este resultado esta
em conformidade com o observado para o ensaio de eletroforese em gel,
sugerindo que, de fato, a auséncia de bandas visiveis no gel de agarose esta
relacionada ao deslocamento do composto intercalador (brometo de etidio).
Também, tal resultado é um forte indicativo de que os complexos interagem via o
sulco menor, uma vez que a supressdo de fluorescéncia do sistema TO-DNA

torna-se insignificante quando comparado ao exibido pelo ensaio Hoechst-DNA.
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FIGURA 4.42- Espectro de emissdo do TO (5,0 uM) /CT-DNA (175 uM)

(Aex=480 nm) com diferentes concentracdes (0-50 uM) dos complexos 6m e 6b.

4.2.8 - Avaliacao da interacao dos complexos com HSA

A albumina de soro humano ¢ a proteina mais abundante do sistema
circulatorio, cuja concentracdo corresponde a aproximadamente 40 mg/mL (0,6
mM). Desempenha indmeras funcbes no organismo, a destacar o controle da
pressdo osmdtica sanguinea e transporte, metabolismo e distribuicdo de
substéncias enddgenas e exogenas do organismo, como hormoénios, acidos graxos,
ions metalicos e farmacos. A albumina é constituida por uma cadeia polipeptidica
de 585 aminoacidos (66 kd), organizada de forma helicoidal com voltas e loops
estendidos, assemelhando-se a um formato de coracdo com dimensdes
aproximadas de 80 x 80 x 30 A. No arranjo estrutural tridimensional a HSA é
divida em trés regides homologas, denominadas de dominios I, Il e 111, onde cada
um desses dominios é subdividido em A e B (Figura 4.43).%

A habilidade da HSA de se ligar a farmacos a faz um importante alvo
farmacoldgico na investigacdo de novos farmacos, uma vez que é bem
estabelecido seu fundamental papel na distribuicdo, metabolizacédo e eficacia de
medicamentos. Assim, o0 estudo da existéncia de interacdo de complexos com a

HSA é uma importante etapa de investigacOes focadas no desenvolvimento de
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potenciais metalofarmacos. A espectroscopia de fluorescéncia é um método
amplamente disseminado para este tipo de estudo. A HSA apresenta fluorescéncia
intrinseca devido aos residuos de triptofano, tirosina e fenilalanina em sua
estrutura. Mas a maior contribuicdo para esta fluorescéncia esta relacionada ao
Unico residuo de triptofano (Trp-214), devido a natureza quimica de seu
microambiente. A supressdo da fluorescéncia da proteina € indicativo de interacao

composto-HSA.%
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FIGURA 4.43 - Estrutura secundaria da HSA com os respectivos subdominios®
e espectro da supressédo da fluorescéncia da HSA em diferentes concentragdes
do complexo 6b a 298 K

Como ilustrado na Figura 4.43, a intensidade da fluorescéncia da
HSA foi diminuida, proporcionalmente, com o aumento da concentracdo do
complexo avaliado. A supressdo da fluorescéncia da proteina induzida pela
presenca dos complexos sugere interacdo entre os complexos e a HSA. A
supressdo da fluorescéncia esta relacionada a dois mecanismos: estatico ou
dindmico. Dados quantitativos acerca da supressdo podem ser obtidos por meio

da equacéo de Stern-Volmer:

% =1+ st . [Q] =1+ kQ' to- [compleXO] (41)

Onde, Fo e F correspondem a intensidade da fluorescéncia, na auséncia e presenca

do supressor, respectivamente; Ky € a constante de velocidade de supresséo
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biomolecular e t, é 0 tempo de meia-vida médio da HSA, na auséncia do supressor

(5,0 x 10 s); [Q] é a concentracdo do supressor; Ks, é a constante de supresséo

de Stern—Volmer.
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TABELA 4.9 - Valores das constantes de Stern-Volmer (Ks,), constante de ligacdo (Kp), nimero de sitios de ligacdo (n) e
parametros termodinamicos (AH®, AS°® e AG®) dos complexos em diferentes temperaturas

Complexos. T(K) K x_1104 Kq >§11_c1>12 Kb x_1105 . AHC AS® AGe
(M) (M~s™) (M) (KJ mol™) (J mol™ K+) (KJ mol™)

L 30 Teiroor  4s1  o7iio2s 113 477 230,77 S
fa | 3l0 135005 374 Sessoor 117 14846 570,32 2834
2 3lo a3s005 866 slereess 125 7884 350.68 g
3| 310 1945003 584  1iterce0 1o 9791 414,69 aond
4 3o 2191003 608 10242008 124 703 326.1 073
310 147s000 420  1201s0zs Loy | 1089 485 oua
S 3o 275004 786  ogsbeer 13 15654 618,59 ot
Smo 310 s%w0:012  6e3  ordsoos 10s | 387 218,90 By
6m | 3o oaesols  8es 1191020 115 4368 267,63 607
Sb g?g Z:slsiigjgi 190,2332O 225’?130102’,0295 iég 139,53 572,58 :g%ég
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Os mecanismos dinamico e estatico podem ser distinguidos por meio
da dependéncia dos valores da constante de supressdo com a temperatura e
viscosidade. No mecanismo dindmico, o aumento da temperatura ocasiona a
diminuicdo da viscosidade do meio reacional, o que favorece a difusdo do
supressor em direcédo ao fluoréforo no estado excitado. O aumento da temperatura
promove aumento das colisdes matuas e, como consequéncia, 0 aumento de K,
com a elevacdo da temperatura é observado. Para 0 mecanismo estatico, em que
a formacédo de um complexo ndo fluorescente entre a HSA e 0 supressor ocorre
no estado fundamental, o aumento da temperatura promove uma diminuicdo da
estabilidade do complexo intermediario, assim os valores de K, diminuem com a
elevagdo da temperatura.®”®

Os valores da constante de Stern-Volmer (Ks,), obtidos por meio do
grafico de Fo/F versus [complexo], estdo expressos na Tabela 4.9. Realizando o
experimento de supressdo em diferentes temperaturas (298 e 310 K) observou-se
que os valores de Ky, diminuem, discretamente, com o aumento da temperatura.
Tal comportamento esta associado ao mecanismo estatico. Apesar da discreta
diminuigdo dos valores de K, com a temperatura, os valores de Kg que
encontram-se na ordem de 10'? a 10'® M-1s!, também suportam a ocorréncia do
mecanismo estatico, de maneira predominante, uma vez que estes valores séo
maiores do que 0 maximo a ser considerado para um mecanismo de supressao
dindmico (2 x 10'° M1s?).%7 Os valores para a constante de ligacdo, Ky, foram

obtido através da Equacéo 4.3:

Fo—F

log = logK};, + nlog[Q] (4.2)

Onde K, é a constante de ligacdo entre a HSA e 0 supressor € n € 0 numero de
sitios de ligacdo por molécula de HSA.

Os valores de K;, (Tabela 4.9) que compreende a magnitudes de 10%-
10° M indicam interacdes associadas a forcas de ligacdes de moderadas a fortes,
onde o numero de sitios (n) corresponde a aproximadamente 1. Ao contrario do

comportamento apresentado pela constante K, 0s valores de Ky, aumentaram com
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a temperatura, indicando que a elevacdo da temperatura favorece a estabilidade
do aduto complexo-HSA. LigacOes fortes entre os complexos e a HSA pode
dificultar o processo de liberagdo do complexo no interior da célula o que pode
acarretar na diminuicdo da biodisponibilidade do complexo *.

Os parametros termodindmicos (AG®, AS°® e AH®) envolvidos na
interacdo dos complexos com a HSA, podem ser obtidos por meio das equacdes
4.3 e 4.4. A partir de tais parametros pode-se ter informagdes do tipo de interacdo
que é estabelecida na interacdo entre os complexos e a HSA. Os tipo de interacdo
entre os complexos com a HSA séo dependentes dos valores de AH® e AS°, sendo
descritas como: 1) valores positivos para AH® e AS° indicam o envolvimento de
forcas hidrofdbicas; 2) valores negativos para AH® e AS® indicam forgas de Van
der Waals e ligacdes de hidrogénio; 3) valor negativo de AH° e positivo para AS°®

indicam interacéo eletrostatica.*®
Ini> = (——=)+=(4.3)
AG®° = —RTInKy, = AH°® — TAS® (4.4)

Conforme pode ser observado na Tabela 4.9, os parametros
termodinamicos indicam que a interacdo entre os complexos com a HSA é
espontanea (AG® < 0) e estabelecida por forgas hidrofobicas. A ligacdo do
complexo com a HSA altera parcialmente a estrutura da proteina, expondo 0s
fragmentos apolares do interior proteico para o solvente. Essa mudanca
conformacional induz a reorganizacdo das moléculas de solvente ao redor da
proteina maximizando o efeito hidrofobico. Dessa forma, o fator hidrofébico
passa a ser determinante na estabilizacdo do sistema proteina - complexo.%

Os principais sitios de ligacdo com aplicabilidade farmacoldgica da
HSA referem-se aos sitios I e 1, que estdo localizados nos subdominios 1A e
I1IA, respectivamente, como ilustrado na Figura 4.44. O sitio | é comumente
conhecido como sitio de ligacdo da varfarina, enquanto que o sitio Il é

denominado como sitio de ligacdo da bezodiazepina. A afinidade de ligacédo do
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sitio | se d& principalmente por interacdes hidrofdébicas, enquanto o sitio Il
envolve uma combinacdo de interac6es hidrofdbicas, eletrostaticas e ligacdes de
hidrogénio.!® Os aminoacidos dansilados, fluoréforos intrinsecos, tém sido
utilizados como sondas para 0 mapeamento do sitio de afinidade de novas drogas,

a partir de ensaio competitivo com outras moléculas ndo fluorescentes. 12

FIGURA 4.44- Estrutura secundaria da HSA com os respectivos subdominios e

sitios de ligacdo I (subdominio 11A) e 11 (subdominio I11A).

Com a finalidade de se determinar o possivel sitio de interacdo dos
complexos 5m, 6m, 5b e 6b, 0 ensaio competitivo utilizando o dansilglicina (DG)
foi realizado. E reportado que o sitio de interacdo do dansilglicina corresponde ao
sitio I, e ao interagir com a HSA é observado um aumento da intensidade da
fluorescéncia com deslocamento do comprimento de onda maximo de emisséo
para 0 azul, quando comparado ao observado para o dansilglicina. Tal
comportamento deve-se a alteracdo da hidrofobicidade do meio na qual a
molécula encontra-se dissolvida.'® Como pode ser observado na Figura 4.45,
sucessivas adi¢cbes dos complexos promoveram diminuicdo da intensidade da
fluorescéncia do aduto DG-HSA, sugerindo a afinidade dos complexos ao sitio Il

(subdominio H1A).
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FIGURA 4.45 - Espectro da supresséo da fluorescéncia do aduto dansilglicina-

HSA em diferentes concentra¢es do complexo 6b a 298 K
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Trés distintos modos de coordenacdo foram observados para 0s
ligantes aciltioureias nos complexos sintetizados. A coordenagcdo monodentada
via atomo de enxofre (1-5 e 1m-6m) é um modo pouco comum para esta classe
de ligantes em complexos de ruténio e estd associada a conformacdo S da
aciltioureia, compreendendo tanto a classe das aciltioureias monossubstituidas ou
dissubstituidas. A partir da hidrolise dos complexos monodentados observa-se
outros dois modos de coordenacéo bidentada dos ligantes acilioureias, via atomos
de enxofre e oxigénio (1b-6b) e via atomos de enxofre e nitrogénio (amidico) (1a
e 4a). O modo de coordenacdo bidentado S,0 e dependente da conformacéo U do
ligante aciltioureia. J4 0 modo de coordenacdo S,N € um modo bastante incomum
para esta classe de ligantes, sobretudo para complexos de ruténio. Na literatura
ndo ha reportado nenhuma estrutura cristalina que evidencia este modo de
coordenacdo dos ligantes aciltioureias em complexos de ruténio. Além da
conformacdo S da aciltioureia monossubstituida, outro requisito para a
consolidacéo deste modo de coordenacdo € a natureza do substituinte R.

A técnica de RMN de BC{'H} permite predizer o modo de
coordenacdo dos ligantes aciltioureias ao centro metalico a partir dos
deslocamentos dos sinais dos carbonos dos grupos C=S e C=0. A coordenacao
monodentada ndo propicia significativos deslocamentos de ambos os sinais em
relacdo ao ligante livre. A coordenacdo bidentada S,0 propicia significativos
deslocamentos (~10 ppm) com diferentes tendéncias, enquanto o sinal referente
ao atomo de carbono do grupo C=S desloca-se para regibes mais blindadas dos
espectro, o carbono do grupo C=0 desloca-se para regides mais desblindadas. A
coordenacdo bidentada S,N também € acompanhada de pronunciados
deslocamentos (~ 10 ppm) para regides desblindadas do espectro para ambos 0s
carbonos.

Todos os 19 complexos avaliados sdo mais citotdxicos do que o
precursor e 0s respectivos ligantes aciltioureias nas linhagens celulares
investigadas, indicando que a coordenacédo do ligante aciltioureia favoreceu a
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formacéo de um novo composto que potencializa a atividade de ambos, precursor
e ligante. O ligante trifenilfosfina tem papel determinante na atividade citotoxica
dos complexos, como confirmado pela analise da citotoxicidade de complexos
analogos, sem a presenca deste ligante, promovendo aumento da citotoxicidade
em valores que chegam a ordem de 70 vezes. A atividade dos complexos é
superior nas linhagens tumorais MDA-MB-231 e A549, entretanto os valores de
ICs0 sdo similares para todos os complexos investigados. Mas apesar desta
similaridade, algumas tendéncias séo evidenciadas: os complexos la e 4a foram
mais ativos dos que seus respectivos complexos na coordenacdo monodentada 1
e 4; os complexos da série 2, onde R;=tiofeno e R,= etil foram mais ativos do que
0s demais.

De modo geral os resultados dos ensaios morfologico, formagéo de
coldnia, migracéo, ciclo celular e apoptose também evidenciam comportamento
similares dos complexos avaliados, onde ndo observou-se alteragoes
significativas dos complexos monodentados com os bidentados. Sabe-se que em
meio aquoso ha a conversdo da coordenacdo monodentada para a bidentada do
ligante aciltioureia, o que prejudica esta analise. Os complexos promovem
alteracdes morfologicas nas linhagens tumorais de maneira mais pronunciada do
que nas linhagens ndo tumorais, nas condi¢6es analisadas, inibem a formacao de
coldnia das células tumorais, como também a migracdo celular. Os complexos
interferem no ciclo celular, promovendo acimulo na fase Sub-G; e induzem morte
celular pelo mecanismo de apoptose.

Os estudos de interacdo indicam que os complexos interagem com o
DNA via sulco menor e com a proteina HSA, via sitio Il (subdominio I11A). As
constantes de interacdo dos complexos com a HSA compreendem a ordem 10%-
10°%, valores associados a forcas de interagdo de moderada a forte. Interagdes fortes
com esta proteina ndo sdo condicdes ideais, uma vez que a distribuicdo dos

complexos via HSA pode ser comprometida pela alta estabilidade desta interacéo.
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Todo o estudo apresentado aqui, fundamentado na parte quimica e
bioldgica, nos possibilitou uma melhor compreensdo do sistema Ru(ll)-
areno/aciltioureia/trifenilfostina. A potencialidade dos complexos para a
aplicabilidade na area medicinal evidenciada neste trabalho encoraja a
continuidade de estudos neste ambito.
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Caracterizacdo Completa dos complexos

[Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)(N-(metilfuroil)-N’-2-furoiltioureia)](PFs) (1)

Andlise Elementar(%) calc. Para CazsH39CIFsN2OsP2RuS: exp. (calc.) C,
50.74(50.46); H, 4.57 (4,23); N, 3.14 (3.02); S 3.94 (3.45)%. Condutividade Molar (acetone):
138 S cm? mol™. IV (KBr, cm™): (vN-H) 3223, 3169; (vC-H cym, prh3, 7) 3105, 2967, 2873 ;
(vC=0) 1687; (vC=S) 1273; (vC-P) 1089; (vP-F) 843; (vRu-P) 559; (vRu-S) 501. RMN de
$1p{H} (162 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 28.9 (s). *H NMR (400 MHz,
Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicdo)]: 1.13 (d, 3H, 3J= 7.0
Hz, CHjs isopropil do p-cimeno); 1.15 (d, 3H, 3J= 7.0 Hz, CHjs isopropil do p-cimeno); 2.10 (s,
3H, CHs p-cimeno); 2.71 (hept, 3J= 7.0 Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 5.05 (m, 2H, CH
aciltioureia); 5.64 (d, 1H, 3J= 6.0 Hz, CH aromatico proximo ao grupo isopropil ); 5.68 (d, 1H,
3J= 6.0 Hz, CH aromatico préximo ao grupo metil do p-cimeno); 6.04 (d, 1H, 3J= 6.0 Hz, CH
aromatico préximo ao grupo isopropil); 6.07 (d, 1H, 3J= 6.0 Hz, CH aromatico préximo ao
grupo metil do p-cimeno); 6.32 (m, 1H, Ho); 6.40 (m, 1H, Hio); 6.85 (dd, 1H, 3J=1.2, 2.0 Hz,
Hs); 7.54 (m, 10H, Hi1 e 9H, Hmeta e para trifenilfosfina); 7.71 (m, 7H, Hs e 6Horo da
trifenilfosfina); 8.08 (s, 1H, He), 11.55 (m, 1H, N2H); 11.72 (s, 1H, N'H). RMN de BC{'H}
(100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribuigdo)]: 17.6 (CHs p-
cimeno); 22.0 and 22.2 (2CHs isopropil do p-cimeno); 31.5 (CH isopropil do p-cimeno); 42.9
(CH. aciltioureia); 89.9 and 91.4 (d, 2Jce= 4.6, 3.3 Hz, CH aromatico proximo ao grupo
isopropil); 94.2 and 95.6 (d, 2Jcp= 3.1, 2.2 Hz, CH aromatico préximo ao grupo metil do p-
cimeno); 102.4 (C adjacente ao metil do p-cimeno); 110.3 (Co); 111.6 (C10); 114.3 (Cs); 115.3
(C adjacente ao grupo isopropil); 120.7 (C4 da aciltioureia); 129.4 (d, 3Jcp= 10.2 HZz, Cmeta
trifenilfosfina); 132.0 (Cpara trifenilfosfina); 133.4 (d, 1Jcp= 48.2 Hz Cguatenario trifenilfosfina);
134.9 (d, 2Jcp= 9.5 Hz, Cono trifenilfosfina); 143.9 (C11); 145.9 (Cs); 149.2 (Ce); 149.6 (Cs);
158.8 (C2); 180.6 (d, 3Jcp= 8.7 Hz, C1).

[Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)(N-(metiltiofenil)-N-2-tiofeniltioureia) CI](PFs) (2)

Analise Elementar (%) calc. para CsoH3oCIFsN20OP2RuSs: exp. (calc.) C, 48.82
(48.77); H, 4.39 (4,09); N, 3.04 (2.92); S 10.29 (10.02)%. Condutividade Molar (acetona): 137
S cm?mol?. IV (KBr, cm™): (vN-H) 3222, 3158; (vC-H cym, reh3, ) 3068, 2968, 2873; (vC=0)
1665; (vC=S) 1272; (vC-P) 1091; (vP-F) 842; (vRu-P) 559; (vRu-S) 501. RMN de 3P{‘H}
(162 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 29.42 (s). RMN de H (400 MHz,
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Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuico)]: 1.10 (d, 3H, 3J= 6.8
Hz, CH3 isopropil do p-cimeno); 1.16 (d, 3H, 3J= 6.8 Hz, CHs isopropil do p-cimeno); 2.14 (s,
3H, CHg3 p-cimeno); 2.71(hept, 3J= 6.8 Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 5.28 (d, 2H, 3J=
6.0 Hz, CH aciltioureia); 5.62 (d, 1H, 3J= 6.0 Hz, CH aromatico préximo ao grupo isopropil);
5.67 (d, 1H, 3J= 6.0 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno); 6.04 (m, 2H, CH
aromatico préximo ao grupo metil e ao grupo isopropil); 6.98 (m, 1H, Ho); 7.11 (m, 1H,
Hio); 7.36 (M, 1H, Hs); 7.41 (d, 3J= 4.8 Hz, 1H, Hu aciltioureia); 7.56 (m, 9H, Hmeta e para
trifenilfosfina); 7.74 (m, 6H, Horo trifenilfosfina); 8.09 (d, 3J= 4.8, 1H, He); 8.40 (d, 3J= 3.2 Hz,
1H, Ha), 11.62 (s, 2H, NH aciltioureia). RMN de *C{*H} (100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm,
(multiplicidade, J (Hz), atribuic&o)]: 17.6 (CHs p-cimeno); 22.0 and 22.3 (2CH3 isopropil do
p-cimeno); 31.5 (CH p-cimeno); 44.8 (CH>); 89.6 and 91.6 (d, 2Jcp= 4.8, 3.5 Hz, CH aromatico
préximo ao grupo isopropil); 93.8 and 95.4 (d, 2Jcp= 3.0, 2.0 Hz, CH aromatico préximo ao
grupo metil do p-cimeno); 102.6 (C adjacente ao grupo metil do p-cimeno); 115.6 (C adjacente
ao grupo isopropil); 127.0 (Co); 127.8 (C10); 128.8 (C11 aciltioureia); 129.5 (d, 3Jcp= 10 Hz,
Crmeta trifenilfosfina); 129.8 (Cs aciltioureia); 132.1 (Cpara trifenilfosfina); 133.3 (d, 1Jcp= 48.1
Hz Cquaternario trifenilfosfina); 133.5 (Ca); 134.9 (d, 2Jcp= 9.5 Hz, Coro trifenilfosfina); 137.0
(Ce); 137.1 (C3); 138.7 (Cs); 163.3 (C2) e 180.4 (d, 3Jcp= 8.4 Hz, Cy).

[Ru(n8-p-cimeno)(PPhs N-(metilfuroil)-N’-2-tiofeniltioureia) CI](PFs) (3)

Anélise Elementar (%) calc. para C3gH39CIFsN202P-RuS;: exp. (calc.) C, 49.22
(49.60); H, 4.09 (4.16); N, 3.04 (2.97); S 7.15 (6.79)%. Condutividade Molar (acetona): 140 S
cm? mol. IV (KBr, cm™): (vN-H) 3212, 3152; (vC-H cym, prhs, ) 3063, 2963, 2874; (vC=0)
1666; (vC=S) 1271; (vC-P) 1092; (vP-F) 839; (vRu-P) 557; (vRu-S) 497. RMN de 3P{‘H}
(162 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 28.48 (s). RMN de H (400 MHz,
Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuico)]: 1.11 (d, 3H, 3J= 6.9
Hz, CHs isopropil do p-cimeno); 1.14 (d, 3H, 3J= 6.9 Hz, CHsisopropil do p-cimeno); 2.10 (s,
3H, CHs p-cimeno); 2.72 (hept, 3J= 6.9 Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 5.08 (m, 2H, CH:
aciltioureia); 5.62 (d, 3J= 6.0 Hz, 1H, CH aromatico préximo ao grupo isopropil); 5.66 (d, 3J=
6.0 Hz, 1H, CH aromatico préximo ao grupo metil do p-cimeno); 6.03 (d, 3J= 6.0 Hz, CH
aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno); 6.06 (d, *J= 6.0 Hz, CH aromatico proximo
ao grupo isopropil); 6.35 (m, 1H, Hio); 6.41 (m, 1H, Hy); 7.36 (m, 1H, Hs); 7.55 (m, 10H, H11
e 9H, Humeta e para trifenilfosfina); 7.72 (m, 6H, Horo trifenilfosfina); 8.10 (dd, 34J= 3.6, 1.0 Hz,
1H, Ha); 8.40 (dd, 34J=5.0, 1.0 Hz, 1H, He); 11.60 (m, 1H, N2H), 11.70 (s, 1H, N'H). RMN de
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13C{*H} (100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribuico)]: 17.6 (CHs
p-cimeno); 21.9 and 22.2 (2CHjs isopropil do p-cimeno); 31.5 (CH isorpopil do p-cimeno); 43.0
(CH>); 89.7 e 91.6 (d, 2Jcp= 4.7, 3.5 Hz, CH aromatico proximo ao grupo isopropil); 93.78 e
95.25 (d, 2Jcp= 3.0, 2.0 Hz, CH aromatico préximo ao grupo metil do p-cimeno); 102.6 (C
adjacente do grupo metil do p-cimeno); 110.3 (Cio); 111.5 (Co aciltioureia); 115.5 (C adjacente
do grupo isopropil); 129.4 (d, 3Jcp= 10 Hz, Cmeta trifenilfosfina); 129.7 (Cs); 132.1 (Cpara
trifenilfosfina); 133.2 (d, *Jcp= 48.5 Hz Cquaternario trifenilfosfina); 133.4 (Cs); 133.5 (C4); 134.9
(d, 2Jcp= 9.5 Hz, Cono trifenilfosfina); 137.0 (Cs); 143.9 (C11); 149.53 (Cs); 163.44 (C2) e 180.8
(d, 3Jcp= 8.2 Hz, Cy).

[Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)(N-(metil-1,3-benzodioxolil)-N’-2 furoiltioureia) CI](PFs) (4)

Anélise Elementar (%) calc. para Ca2Hs1CIFsN204P2RUS: exp. (calc.) C, 51.70
(51.35); H, 4.60 (4,21); N, 2.95 (2.85); S 3.72 (3.26)%. Condutividade Molar (acetona): 136 S
cm? mol. IV (KBr, cm™): (vN-H) 3223, 3146; (vC-H cym, prhs, ) 3060, 2974, 2928; (vC=0)
1682; (vC=S) 1283; (vC-P) 1094; (vP-F) 841; (vRu-P) 557; (VRU-S) 499. RMN de 3P{*H}
(162 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 28.83 (s). RMN de H (400 MHz,
Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuico)]: 1.06 (d, 3H, 3J= 6.9
Hz, CHsisopropil do p-cimeno); 1.12 (d, 3H, 3J= 6.9 Hz, CHjs isopropil do p-cimeno); 2.06 (s,
3H, CHs; p-cimeno); 2.64 (hept, 3J= 6.9 Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 4.95 (m, 2H,
CH2(Cv) aciltioureia); 5.59 (d, 1H, 3J= 6.3 Hz, CH aromatico proximo ao grupo isopropil); 5.70
(d, 3J= 6.3 Hz, 1H, CH aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno); 6.00 (m, 4H, 2 CH
aromatico proximo ao grupo metil e CH2(Cy2) aciltioureia); 6.80 (m, 1H, Hio); 6.86 (m, 2H, Hs
e Ho); 6.92 (m, 1H, His); 7.53 (M, 9H, Hmeta e para trifenilfosfina); 7.69 (m, 7H, 6Horo
trifenilfosfina e Ha); 8.08 (dd, 3*J= 1.7, 0.7 Hz, 1H, He); 11.60 (m, 1H, N?H); 11.66 (s, 1H,
N!H aciltioureia). RMN de C{*H} (100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J
(Hz), atribuicdo)]: 17.5 (CHs p-cimeno); 21.8 and 22.3 (2CHjs isopropil do p-cimeno); 31.4 (CH
isopropil do p-cimeno); 49.7 (C7); 89.5 and 91.5 (d, 2Jcp= 4.9, 3.9 Hz, CH aromaético proximo
ao grupo isopropil); 94.3 e 95.6 (d, 2Jcp= 3.6, 2.7 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil do
p-cimeno); 102.2 (C12); 102.4 (C adjacente ao grupo metil do p-cimeno); 109.1 (Cio); 109.3
(C14); 114.3 (Cs); 115.0 (C adjacente ao grupo isopropil); 120.5 (Ca); 122.6 (Co); 129.34 (d,
3Jcp= 10 Hz, Crmeta trifenilfosfina); 130.6 (Cs); 133.5 (d, 1Jcp= 48.1 Hz, Cquaternario trifenilfosfina);
131.9 (Cpara trifenilfosfina); 134.89 (d, 2Jcp= 9.5 Hz, Cono trifenilfosfina); 146.0 (Ce); 148.3
(C11); 148.9 (C13); 149.1 (Cs); 158.8 (C2) e 180.1 (d, 3Jcp= 9 Hz, Cy).
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[Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)(N-(metil-1,3-benzodioxolil)-N’-2 tiofeniltioureia) CI](PFs) (5)

Analise Elementar (%) calc. para C42H41CIFgN203P2RuS2: exp. (calc.) C, 50.47
(50.53); H, 4.54 (4,14); N, 2.86 (2.81); S 6.74 (6.42)%. Condutividade Molar (acetona): 128 S
cm? mol. IV (KBr, cm™): (vN-H) 3210, 3149; (vC-H ¢ym, prhs, 7) 3064, 2971, 2869; (vC=0)
1659; (vC=S) 1274; (vC-P) 1091; (vP-F) 840; (vRu-P) 557; (vRu-S) 497. RMN de 3P{‘H}
(162 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 29.38 (s). RMN de H (400 MHz,
Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicdo)]: 1.04(d, 3H, 3J=6.9 Hz,
CHjs isopropil do p-cimeno); 1.13 (d, 3H, 3J= 6.9 Hz, CHs isopropil do p-cimeno); 2.07 (s, 3H,
CHjs p-cimeno); 2.66 (hept, 3J= 6.9 Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 4.99 (m, 2H, CH2 (C7)
aciltioureia); 5.58 (d, 1H, 3J= 6.1 Hz, CH aromatico préximo ao grupo isopropil); 5.69 (d, 3J=
6,1 Hz, 1H, CH aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno); 6.02 (m, 4H, 2 CH aromatico
proximo ao grupo metil do p-cimeno e CH2(C12)); 6.82 (m, 1H, Hio); 6.90 (m, 1H, Hy); 6.95 (s,
1H, Hia); 7.37 (m, 1H, Hs); 7.56 (M, 9H, Hmeta e para trifenilfosfina); 7.71 (m, 6H, 6Horto
trifenilfosfina); 8.11 (d, 3J= 4.9 Hz, 1H, He); 8.42 (d, 3J= 3.3 Hz, 1H, Ha); 11.67 (s, 2H, NH).
RMN de *C{*H} (100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribuicio)]:
17.6 (CHs p-cimeno); 21.9 and 22.3 (2CHz isopropil do p-cimeno); 31.5 (CH isopropil do p-
cimeno); 49.8 (C7 aciltioureia); 89.3 and 91.8 (d, 2Jcp= 4.6, 3.8 Hz, CH aromatico préximo ao
grupo isopropil); 93.9 and 95.4 (d, 2Jcp= 3.3, 2.4 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil do
p-cimeno); 102.3 (C12); 102.7 (C adjacente ao grupo metil do p-cimeno); 109.1 (Cio); 109.3
(C14); 115.3 (C adjacente do grupo isopropil); 122.6 (Co); 129.4 (d, 3Jcp= 10 Hz, Crmeta
trifenilfosfina); 129.8 (Cs); 130.7 (Cs); 133.3 (d, 1Jcp= 48.0 Hz, Cquaternario trifenilfosfina); 132.1
(Cpara trifenilfosfina); 133.4 (Cs); 134.9 (d, 2Jcp= 9.5 Hz, Coro trifenilfosfina); 136.9 (Ce) 137.8
(C3); 148.3 (C11); 148.9 (Cu3); 163.4 (C2) e 180.4 (d, *Jcp= 9.0 Hz, Cy).

[Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)(N-(metilfuroil)-N’-2-furoiltioureia)](PFs) (1a)

Analise Elementar (%) calc. para CasHssFsN203sP2RUS: exp. (calc.) C, 52.41
(52.52); H, 4.64 (4,29); N, 3.15 (3.14); S 3.91 (3.60)%. Condutividade Molar (acetona): 139 S
cm?mol™. IV (KBr, cm™): (vN-H) 3053; (VC-H ¢ym, prhs, T) 2967, 2876; (vC=0) 1595; (vC=S)
1199; (vC-P) 1092; (vP-F) 840; (vRu-P) 558; (VRu-S) 493; (vRu-N) 459. RMN de 3!P{'H}
(162 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 40.29 (s). RMN de H (400 MHz,
Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicdo)]: 1.19 (d, 3H, 3J= 6.9
Hz, CHs isopropil do p-cimeno); 1.23 (d, 3H, 3J= 6.9 Hz, CHsisopropil do p-cimeno); 1.55 (s,
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3H, CHjs do p-cimeno); 2.59 (hept, 3J= 6.9 Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 4.27 (m, 1H,
CH> aciltioureia); 4.40 (m, 1H, CH: aciltioureia); 5.85 (m, 2H, CH aromatico proximo ao grupo
metil do p-cimeno); 5.98 (m, 1H, CH aromatico préximo ao grupo isopropil); 6.32 (m, 1H, Hy);
6.39 (m, 2H, CH aromatico préximo ao grupo isopropil do p-cimeno e Hig); 6.77(m, 1H,
Hs); 7.13 (dd, 1H, *4J= 3.6, 0.8 Hz, Ha); 7.48 (m, 6H,Horo trifenilfosfina); 7.53 (m, 10H, Hi1 e
9Hmeta e para trifenilfosfina); 8.21 (m, 1H, He), 10.28 (t, 3J= 5.7 Hz; 1H, N?H aciltioureia). RMN
de BC{*H} (100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribuico)]: 17.8
(CH3 p-cimeno); 21.3 and 23.4 (2CHsisopropil do p-cimeno); 32.5 (CH isopropil do p-cimeno);
39.4 (CH2 aciltioureia); 82.0 e 94.27 (CH aromaético proximo ao grupo metil do p-cimeno); 92.3
e 93.5 (CH aromético préximo ao grupo isopropil); 103.5 (C adjacente do grupo metil do p-
cimeno); 109.8 (Cg); 111.3 (C10); 113.9 (Cs); 114.2 (d, 2Jcp= 8.7 Hz, C adjacente do grupo
isopropil); 120.9 (Ca4); 129.3 (d, 2Jcp= 10.0 Hz, Cmeta trifenilfosfina); 131.4 (d, Jcp= 47.3 Hz,
Cauaternario  trifenilfosfina); 131.9 (Cpara trifenilfosfina); 134.9 (d, 3Jce= 8.6 Hz, Cono
trifenilfosfina); 143.7 (C11); 146.2 (Cs); 148.8 (C3); 149.7 (Cs); 166.4 (C2); 190.1 (Cy).

[Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)(N-(metil-1,3-benzodioxolil)-N’-2 furoiltioureia)](PFs) (4a)
Anélise Elementar (%) calc. para Cs2H40FeN204P2RUS: exp. (calc.) C, 53.72
(53.33); H, 4.16 (4.26); N, 2.67 (2.96); S 3.40 (3.39)%. Condutividade Molar (acetona): 131S
cm?mol™. IV (KBr, cm™): (vN-H) 3148; (vC-H cym, pehs, T) 3060, 2967, 2876; (vC=0) 1600;
(vC=S) 1256; (vC-P) 1094; (vP-F) 840; (VRu-P) 557; (vRu-S) 490; (vRu-N) 460. RMN de
3IP{H} (162 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 40.49 (s). RMN de *H (400
MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuigdo)]: 1.19 (d, 3H, 3J=
6.9 Hz, CH3 isopropil do p-cimeno); 1.23 (d, 3H, 3J= 6.9 Hz, CHjs isopropil do p-cimeno); 1.54
(s, 3H, CH; p-cimeno); 2.60 (hept, J= 6.9Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 4.12 (m, 1H,
CH. (C7) aciltioureia); 4.31 (m, 1H, CH (C7) aciltioureia); 5.77 (d, 1H, 3J= 6.1 Hz, CH
aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno); 5.81 (d, 1H, 3J= 6.4 Hz, CH aromatico
préximo ao grupo metil do p-cimeno); 5.98 (d, 1H, 3J= 6.4 Hz, CH aromético préximo ao grupo
isopropil); 6.00 (m, 2H, CH; (C12)); 6.38 (d, 1H, ®J= 6.1 Hz, CH aromatico préximo ao grupo
isopropil); 6.77 (dd, 1H, J= 3.5; 1.8 Hz, Hs); 6.80 (m, 3H, He, Hio e His); 7.15 (dd, 1H, 34J=
3.5, 0.7 Hz, Ha); 7.54 (m, 15H, CH trifenilfosfina); 8.19 (m, 1H, Hs), 10.78 (t, 3J= 5.7 Hz; 1H,
N2H aciltioureia). RMN de C{*H} (100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J
(Hz), atribuicdo)]: 17.9 (CH3 p-cimeno); 21.6 e 23.4 (2CHzs isopropil do p-cimeno); 32.6 (CH
isopropil do p-cimeno); 46.5 (CH2(Cy) aciltioureia); 82.2 e 94.2 (CH aromatico proximo ao
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grupo metil do p-cimeno); 92.4 e 93.4 (CH aromatico proximo ao grupo isopropil); 102.3 (C12);
103.9 (C adjacente ao grupo metil do p-cimeno); 109.1 (C1o); 109.2 (C14); 114.1 (Cs); 114.3 (d,
2)cp= 8.9 Hz, C adjacente ao grupo isopropil); 120.9 (Cs); 122,5 (Co); 129.4 (d, 2Jce= 9.9 Hz,
Crmeta trifenilfosfina); 130.6 (Cs); 131.6 (d, 1Jcp= 47.4 Hz, Cquatemario trifenilfosfina); 132.1 (Cpara
trifenilfosfina); 135.1 (d, 3Jcp= 9.0 Hz, Coro trifenilfosfina); 146.2 (Cs); 148.4 (Cs); 148.9 (C11);
149.1 (C13); 166.6 (C2); 189.9 (Cy).
[Ru(#?-p-cimeno)(PPhs)(N,N-(dimetil)-N’-benzoiltioureia)CI](PFs) (1m)

Anélise Elementar (%) calc. para CagHs1CIFsN2OP2RUS: exp. (calc.) C, 51.38
(51.50); H, 4.60 (4.66); N, 3.17 (3.16); S 3.33 (3.62)%. Condutividade Molar (acetona): 129 S
cm?mol™. IV (KBr, cm™): (vN-H) 3206; (VC-H cym, peh3, ) 3055, 2962, 2871 ; (vC=0) 1697;
(vC=S) 1282; (vC-P) 1094; (vP-F) 837; (vRu-P) 557; (vRu-S) 501. RMN de 3!P{*H} (162
MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 28.80 (s). RMN de H (400 MHz, Acetona-
ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicio)]: 0.83 (d, 3H, 3J= 6.9 CH3
isopropil do p-cimeno); 1.02 (d, 3H, 3J= 6.9 CHjs isopropil do p-cimeno); 1.95 (s, 3H, CH3 p-
cimeno); 2.34 (hept, 3J= 6.9 Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 3.43 (s, 3H, CHz aciltioureia);
3.70 (s, 3H, CHjs aciltioureia); 4.97 (d, 1H, 3J= 6.0 Hz, CH aromético proximo ao grupo metil
do p-cimeno); 5.05 (d, 1H, 3J= 6.2 Hz, CH aromatico préximo ao grupo isopropil); 5.48 (d,
1H, 3J= 6.0 Hz, CH aromatico préximo ao grupo isopropil); 5.75 (d, 1H, 3J= 6.2 Hz, CH
aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno); 7.55 (M, 9H, Hmetae para trifenilfosfina); 7.69
(m, 8H, Hs e H7 e 6Horo trifenilfosfina); 7.82 (m, 1H, He), 8.15 (d, 2H, 3J= 7.5 Hz, Hse Hg),
11.37 (s, 1H, NH). RMN de C{*H} (100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J
(Hz), atribuicéo)]: 17.49 (CHs p-cimeno); 22.03 e 22.25 (2 CHs isopropil do p-cimeno); 31.49
(CH isopropil do p-cimeno); 44.48 e 45.76 (Coe C1o); 89.66 € 90.53 (d, 2Jcp= 6.5; 2.3 Hz, 2 CH
aromatico proximo ao grupo isopropil); 92.72 e 96.22 (d, 2Jce= 1.9; 4.0 Hz, 2 CH aromatico
préximo ao grupo metil do p-cimeno); 100.26 (C adjacente ao grupo metil do p-cimeno); 115.34
(C adjacente ao grupo isopropil); 129.48 (d, Jcp= 10.3 Hz, Cmeta trifenilfosfina); 129.98 (Cse
Cs); 130.24 (Cs e C7); 132.10 (Cpara trifenilfosfina); 133.46 (d, Jcp= 48.5 Hz Cquaternario
trifenilfosfina); 134.95 (d, 2Jcp= 9.6 Hz, Coro trifenilfosfina); 135. 19 (Cse Ce); 165.18 (C2);
181.00 (d, Jcp= 9.5 Hz, Cy).

[Ru(#?-p-cymene)(PPhs)(N,N-(dimetil)-N’-benzoiltioureia)](PFs) (1b)
Analise Elementar (%) calc. para CzgHaoFsN2OP2RuUS: exp. (calc.) C, 54.36
(53.71); H, 4.90 (4.74); N, 3.40 (3.30); S 4.19 (3.77)%. Condutividade Molar (acetona): 132 S
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cm?mol™. IV (KBr, cm™): (VC-H cym, pen3, 1) 3057, 2964, 2929, 2873 ; (vC=0) 1507; (vC=S)
1286; (vC-P) 1094; (vP-F) 840; (vRu-P) 557; (vRu-S) 500; (vRu-0) 374. *'P{*H} NMR (162
MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 35.24 (s). RMN de 'H (400 MHz, Acetona-
ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicdo)]: 1.19 (d, 3H, 3J= 6.9 CH3
isopropil do p-cimeno); 1.20 (d, 3H, 3J= 6.9 CHjs isopropil do p-cimeno); 1.94 (s, 3H, CHs p-
cimeno); 2.78 (hept, 3J= 6.9 Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 3.22 (s, 3H, CHg aciltioureia);
3.38 (s, 3H, CHs aciltioureia); 5.30 (d, 1H, 3J= 6.1 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil
do p-cimeno); 5.80 (d, 1H, 3J= 6.1 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno);
5.85 (d, 1H, 3J= 6.2 Hz, aromatico préximo ao grupo isopropil); 6.02 (d, 1H, 3J=6.2 Hz, CH
aromatico préximo ao grupo isopropil); 7.35 (m, 2H, Hs e H7); 7.50 (m, 10H, Hs € 9Hmeta e para
trifenilfosfina); 7.59 (m, 6H, Horo trifenilfosfina); 7.92 (m, 2H, Has e Hg aciltioureia). RMN de
13C{*H} (100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribuicéo)]: 18.24 (CH3
p-cimeno); 21.78 and 22.89 (2 CHz isopropil do p-cimeno); 31.57 (CH isopropil do p-cimeno);
40.77 e 41.99 (Co e Cio); 89.58 e 92.38 (CH aromaético préximo ao grupo metil do p-cimeno);
90.39 e 94.31 (d, ZJcp= 4.1; 3.9 Hz, CH aromatico préximo ao grupo isopropil); 104.91 (C
adjacente ao grupo metil do p-cimeno); 115.74 (d, ?Jce= 6.2 Hz C adjacente ao grupo isopropil
); 128.79 (Cse C7); 129.55 (d, *Jcp= 10.1 Hz, Cmeta trifenilfosfina); 129.91 (C4e Cs); 131.86 (d,
Jep= 48.5 Hz Cquatemario trifenilfosfina); 131.96 (Cpara trifenilfosfina); 132.52 (Ce); 135.13 (d,
2]cp= 9.6 Hz, Coro trifenilfosfina); 137.78 (Cs); 172.40 (Cz); 174.86 (C1).

[Ru(#?-p-cimeno)(PPhs)(N,N-(dietil)-N’-benzoiltioureia) CI](PFs) (2m)

Anélise Elementar (%) calc. para CaoHasCIFsN2OP2RUS: exp. (calc.) C, 52.40
(52.54); H, 4.94 (4.96); N, 3.08 (3.06); S 3.25 (3.51)%. Condutividade Molar (acetona): 140 S
cm?mol™. IV (KBr, cm™): (vN-H) 3142; (vC-H cym, prhs, T) 3058, 2987, 2935, 2870 ; (vC=0)
1699; (vC=S) 1262; (vC-P) 1095; (vP-F) 839; (vRu-P) 557; (vRu-S) 501. RMN de 3P{‘H}
NMR (162 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: § 29.10 (s). *H NMR (400 MHz,
Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicdo)]: 0.83 (d, 3H, 3J= 6.9
CHjs isopropil do p-cimeno); 1.05 (d, 3H, 3J= 6.9 CHs isopropil do p-cimeno); 1.29 (t, 3H, 3J=
7.1 Hz, CHsaciltioureia); 1.37 (t, 3H, J="7.1 Hz, CHzaciltioureia); 1.94 (s, 3H, CH3 p-cimeno);
2.36 (hept, J= 6.9 Hz, 1H, CH isopropil p-cimeno); 3.81 (m, 2H, CH; aciltioureia); 4.15 (m,
2H, CH> aciltioureia); 4.84 (d, 1H, J= 6.1 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil do p-
cimeno); 4.94 (d, 1H, J= 6.4 Hz, CH aromatico proximo ao grupo isopropil); 5.64 (d, 1H, J=
6.1 Hz, CH aromatico préximo ao grupo isopropil); 5.82 (d, 1H, J= 6.4 Hz, CH aromatico

144



Beatriz Nogueira da Cunha Apéndice

proximo ao grupo metil do p-cimeno); 7.55 (M, 9H, Hmeta e para trifenilfosfina); 7.68 (m, 8H, Hs
e H7 e 6Horo trifenilfosfina); 7.82 (m, 1H, He); 8.16 (m, 2H, Hse Hsg); 11.18 (s, 1H, NH). RMN
de B3C{*H} (100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribuicdo)]: 12.25 e
12.78 (Cioe C12); 17.50 (CH3z p-cimeno); 21.78 e 22.29 (2 CHs isopropil p-cimeno); 31.40
(CH isopropil do p-cimeno); 48.74 e 51.12 (Cg e Cu1); 89.78 e 90.12 (d,s, 2Jcp= 6.3, CH
aromatico proximo ao grupo isopropil do p-cimeno); 93.34 e 95.75 (s,d, 2Jcp= 3.5 Hz, CH
aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno); 100.39 (C adjacente do grupo metil do p-
cimeno); 115.08 (C adjacente ao grupo isopropil); 129.50 (d, 3Jce= 10.2 Hz, Cmeta
trifenilfosfina); 129.92 (Cse Cs); 130.29 (Cse Cy); 132.15 (Cpara trifenilfosfina); 133.25 (d,
Jep= 48.5 Hz Cguatemario trifenilfosfina); 134.98 (d, 2Jcp= 9.5 Hz, Coro trifenilfosfina); 135.20
(Cze Cs); 165.67 (C2); 180.73 (d, Jcp= 9.8 Hz, Cy).

[Ru(#5-p-cimeno)(PPhs)( N,N-(dietil)-N’-benzoiltioureia)](PFs) (2b)

Analise Elementar (%) calc. para CsoHa4FsN20OP2RuUS: exp. (calc.) C, 54.75
(54.73); H, 5.37 (5.05); N, 3.16 (3.19); S 3.82 (3.65)%. Condutividade Molar (acetona): 139 S
cm?mol . IV (KBr, cm™): (vVC-H ¢ym, prhs, 7) 3059, 2971, 2932, 2873 ; (vC=0) 1503; (vC=S)
1248; (vC-P) 1095; (vP-F) 839; (VRu-P) 557; (vRu-S) 501; (vRu-O) 341. RMN de !P{'H}
(162 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 35.45 (s). RMN de *H NMR (400
MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribui¢éo)]: 61.20 (m, 9H,
2CHs isopropil do p-cimeno e CHs aciltioureia); 1.29 (t, 3H, 3J= 7.1, CHg aciltioureia); 1.95
(s, 3H, CHs p-cimeno); 2.80 (hept, 3J= 6.9 Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 3.73 (m, 2H,
CH: aciltioureia); 3.94 (m, 2H, CH; aciltioureia); 5.43 (d, 1H, 3J= 6.1 Hz, CH aromatico
préximo ao grupo isopropil); 5.70 (d, 1H, 3J= 6.2 Hz, CH aromatico pr6ximo ao grupo
isopropil); 5.89 (d, 1H, 3J= 6.1 Hz, CH aromatico préximo ao grupo metil do p-cimeno); 6.02
(d, 1H, 3J= 6.2 Hz, CH aromatico préximo ao grupo metil do p-cimeno); 7.34 (m, 2H, Hs e Hy);
7.47 (m, 10H, He € 9Hmetae para trifenilfosfina); 7.57 (m, 6H, Horo trifenilfosfina); 7.85 (m, 2H,
Hs e Hs). RMN de BC{*H} (100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz),
atribuicédo)]: 13.08 e 13.66 (Cioe Ci12); 18.18 (CHs p-cimeno); 21.91 e 22.75 (2 CHs isopropil
do p-cimeno); 31.68 (CH isopropil p-cimeno); 46.56 e 47.54 (Co e C11); 89.82 e 92.88
(aromético préximo ao grupo isopropil do p-cimeno); 90.89 e 94.82 (d, 2Jcp= 4.6, 3.1 Hz, CH
aromatico préximo ao grupo metil do p-cimeno); 104.15 (C adjacente ao grupo metil do p-
cimeno); 115.98 (d, 2Jcp= 5.9 Hz, C adjacente ao grupo isopropil); 128.74 (Cse C7); 129.58
(d, 3Jcp= 10.1 Hz, Cmeta trifenilfosfina); 129.87 (Cse Cs); 131.89 (d, Jcp= 47.2 Hz Cquaternario
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trifenilfosfina); 131.97 (Cpara trifenilfosfina); 132.48 (Ce); 135.10 (d, 2Jcp= 9.6 Hz, Corto
trifenilfosfina); 137.94 (Cs); 172.72 (Cz); 173.70 (Cy).

[Ru(#?-p-cimeno)(PPhs)(N,N-(dimetil)-N’-furoiltioureia)CI](PFs) (3m)

Analise Elementar (%) calc. para CssHsoCIFsN202P2RuS: exp. (calc.) C, 49.34
(49.35); H, 4.63 (4.49); N, 3.60 (3.20); S 3.55 (3.66)%. Condutividade Molar (acetona): 135 S
cm?mol™. IV (KBr, cm™): (vN-H) 3146; (vC-H cym, prhs, 7) 3058, 2963, 2931, 2870; (vC=0)
1706; (vC=S) 1263; (vC-P) 1096; (vP-F) 838; (vRu-P) 557; (vRu-S) 500. RMN de 3P{‘H}
(162 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 28.74 (s). RMN de H (400 MHz,
Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicdo)]: 0.99 (d, 3H, 3J= 6.9
CHjs isopropil do p-cimeno); 1.07 (d, 3H, 3J= 6.9 CHs isopropil do p-cimeno); 2.02 (s, 3H,
CHs p-cimeno); 2.47 (hept, 3J= 6.9 Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 3.41 (s, 3H, CH3
aciltioureia); 3.67 (s, 3H, CHjs aciltioureia); 5.07 (d, 1H, 3J= 6.0 Hz, CH aromatico proximo ao
grupo metil do p-cimeno); 5.10 (d, 1H, 3J= 6.3 Hz, CH aromatico préximo ao grupo isopropil);
5.57 (d, 1H, 3J= 6.0 Hz, CH aromatico proximo ao grupo isopropil); 5.77 (d, 1H, 3J= 6.3 Hz,
CH aromatico préximo ao grupo metil do p-cimeno); 6.87 (dd, 1H, 3J= 3.4, 3J= 1.5 Hz, Hs);
7.56 (M, 10H, Ha € 9Hmeta e para trifenilfosfina); 7.70 (m, 6H, Horo trifenilfosfina); 8.06 (m, 1H,
He), 11.23 (s, 1H, NH). RMN de BC{'H} (100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm,
(multiplicidade, J (Hz), atribuigdo)]: 17.52 (CHsz p-cimeno); 21.94 e 22.10 (2 CHs isopropil
do p-cimeno); 31.43 (CH isopropil do p-cimeno); 44.45 e 45.79 (C7e Cs); 89.77 € 90.41 (d,s,
2Jcp= 6.1 Hz, CH aromatico proximo ao grupo isopropil); 93.20 e 95.87 (s,d, 2Jcp= 3.5 Hz, CH
aromatico préximo ao grupo metil do p-cimeno); 100.63 (C adjacente ao grupo metil do p-
cimeno); 114.02 (Cs); 114.87 (C adjacente ao grupo isopropil); 120.21 (Ca4); 129.39 (d, 3Jcp=
10.3 Hz, Cmeta trifenilfosfina); 132.03 (Cpara trifenilfosfina); 133.41 (d, Jcp= 48.4 Hz Cquaternario
trifenilfosfina); 134.89 (d, 2Jce= 9.5 Hz, Cono trifenilfosfina); 146.15 (Cs); 148.99 (Cg) 155.14
(C2); 180.05 (d, Jep= 9.7 Hz, Ca).

[Ru(#8-p-cimeno)(PPhs)(N,N-(dimetil)-N’-2-furoiltioureia)](PFs) (3b)

Anélise Elementar (%) calc. para CssHzsFeN202P2RUS: exp. (calc.) C, 51.31
(51.49); H, 4.46 (4.56); N, 4.20 (3.81); S 3.69 (3.82)%. Condutividade Molar (acetona): 129 S
cm? mol . IV (KBr, cm™): (vVC-H ¢ym, pehs, T) 3056, 2966, 2930, 2873; (vC=0) 1578; (vC=S)

146



Beatriz Nogueira da Cunha Apéndice

1263; (vC-P) 1096; (vP-F) 839; (VRu-P) 557; (VRu-S) 495; (vRu-O) 340. RMN de 3P{*H}
(162 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 33.54 (s). RMN de H (400 MHz,
Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), assignation)]: 1.22 (d, 3H, 3J=6.9
CHjs isopropil do p-cimeno); 1.23 (d, 3H, 3J= 6.9 CHs isopropil do p-cimeno); 1.95 (s, 3H,
CHs p-cimeno); 2.75 (hept, 3J= 6.9 Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 3.14 (s, 3H, CHgs
aciltioureia); 3.34 (s, 3H, CHjs aciltioureia); 5.49 (d, 1H, 3J= 6.0 Hz, CH aromatico proximo ao
grupo isopropil); 5.63 (d, 1H, 3J= 6.1 Hz, CH aromatico préximo ao grupo isopropil); 5.83 (d,
1H, 3J= 6.1 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno); 5.97 (d, 1H, 3J= 6.0 Hz,
CH aromaético préximo ao grupo metil do p-cimeno); 6.52 (m, Hs); 7.01 (m, 1H, Ha); 7.48 (m,
6H, Hmeta trifenilfosfina); 7.57 (m, 9H, Horto e para trifenilfosfina); 7.68 (m, 1H, Hs). RMN de
13C{*H} (100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribuico)]: 17.79 (CHs
p-cimeno); 21.88 e 22.71 (2 CHjs isopropil do p-cimeno); 31.51 (CH isopropil do p-cimeno);
40.44 e 41.62 (C7e Csg); 90.90 e 91.59 (CH aromatico proximo ao grupo isopropil); 90.53 e
94.91 (d, 2Jcp= 4.5, 3.4 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno); 104.08 (C
adjacente ao grupo metil do p-cimeno); 112.68 (Cs); 114.64 (d, 2Jcp= 4.7 Hz, C adjacente ao
grupo isopropil); 116.71 (Ca); 129.39 (d, 3Jcp= 9.9 Hz, Crmet trifenilfosfina); 131.86 (Cpara
trifenilfosfina); 131.89 (d, Jcp= 47.1 Hz Cquaternario trifenilfosfina); 134.98 (d, 2Jcp= 9.4 Hz, Corto
trifenilfosfina); 146.70 (Ce); 151.62 (C3) 164.07 (C>); 174.00 (Cy).

[Ru(#?-p-cimeno)(PPhs)(N,N-(dietil)-N’-furoiltioureia) CI|(PFs) (4m)

Anélise Elementar (%) calc. para CssHa3CIFsN202P2RuS: exp. (calc.) C, 50.54
(50.47); H, 4.92 (4.79); N, 3.07 (3.10); S 3.27 (3.55)%. Condutividade Molar (acetona): 136 S
cm?mol?. IV (KBr, cm™): (vN-H) 3116; (vC-H cym, pen3, 1) 2979, 2936, 2876 ; (vC=0) 1693;
(vC=S) 1284; (vC-P) 1093; (vP-F) 841; (vRu-P) 557; (VRu-S) 499. RMN de 3!P{*H} (162
MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 29.61 (s). RMN de *H (400 MHz, Acetona-
ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicdo)]: 80.99 (d, 3H, 3J= 6.9 CH3
isopropil do p-cimeno); 1.10 (d, 3H, 3J= 6.9 CHjs isopropil do p-cimeno); 1.26 (t, 3H, 3J=7.1
Hz, CHgs aciltioureia); 1.35 (t, 3H, 3J= 7.1 Hz, CHsaciltioureia); 2.01 (s, 3H, CHs p-cimeno);
2.48 (hept, 3J= 6.9 Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 3.78 (m, 2H, CH: aciltioureia); 4.10
(m, 2H, CH: acilioureia); 4.96 (d, 1H, 3J= 6.1 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil do p-
cimeno); 5.00 (d, 1H, 3J= 6.3 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno); 5.71
(d, 1H, 3J= 6.1 Hz, CH aromaético préximo ao grupo isopropil); 5.84 (d, 1H, J= 6.3 Hz, CH
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aromatico proximo ao grupo isopropil); 6.87 (dd, 3J= 3.5, 3J= 1.7 Hz, 1H, Hs); 7.55 (m, 10H,
Hz € 9Hmetae para trifenilfosfina); 7.69 (m, 6H, Horo trifenilfosfine); 8.06 (m, 1H, He); 11.05 (s,
1H, NH). ). RMN de BC{*H} (100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz),
atribuicdo)]: 12.15 e 12.74 (Cgand Cio); 17.56 (CHs p-cimeno); 22.04 e 22.20 (2CHz isopropil
do p-cimeno); 31.49 (CH isopropil do p-cimeno); 48.73 e 51.12 (C7e Co); 89.95 e 93.82 (d,
2Jcp=5.9, 3.0 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno); 90.15 e 95.41 (d, 2Jcp=
2.6, 3.4 Hz, CH aromatico préximo ao grupo isopropil); 100.91 (C adjacente ao grupo metil do
p-cimeno); 114.09 (Cs); 114.63 (C adjacente ao grupo isopropil); 120.11 (Ca4); 129.46 (d, 3Jcp=
10.2 Hz, Creta trifenilfosfina); 132.10 (Cpara trifenilfosfina); 133.25 (d, Jcp= 48.6 Hz Cquaternario
trifenilfosfina); 134.97 (d, 2Jce= 9.5 Hz, Coro trifenilfosfina); 146.34 (Cs); 148.95 (Ce); 155.76
(C2); 179.81 (d, Jcpr= 9.9 Hz, Cy).

[Ru(#®-p-cimeno)(PPhs)( N,N-(dietil)-N’-2-furoiltioureia)](PFs)(4b)

Anélise Elementar (%) calc. para CsgHa2FeN202P2RUS: exp. (calc.) C, 53.02
(52.59); H, 4.66 (4.88); N, 3.74 (3.23); S 3.54 (3.69)%. Condutividade Molar (acetona): 136 S
cm? mol . IV (KBr, cm™): (vVC-H ¢ym, pehs, T) 3055, 2970, 2932, 2872; (vC=0) 1577; (vC=S)
1258; (vC-P) 1095; (vP-F) 840; (vRu-P) 557; (vRu-S) 498; (vRu-0) 336. RMN de 3P{*H}
(162 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 833.56 (s). RMN de 'H (400 MHz,
Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), assignation)]: 1.13 (t, 3J=7.0 Hz,
3H, CHjs aciltioureia); 1.27 (m, 9H, CHjs aciltioureia e 2CHs isopropil do p-cimeno); 1.97 (s,
3H, CH3 p-cimeno); 2.79 (hept, 3J= 6.9 Hz, 1H, CH p-cimeno); 3.66 (m, 2H, CH> aciltioureia);
3.90 (m, 2H, CH; aciltioureia); 5.57 (d, 1H, 3J= 6.2 Hz, CH aromatico préximo ao grupo metil
do p-cimeno); 5.61 (d, 1H, J= 6.2 Hz, CH aromaético proximo ao grupo metil do p-cimeno);
5.89 (d, 1H, 3J= 6.2 Hz, CH aromatico préximo ao grupo isopropil); 5.98 (d, 1H, 3J= 6.2 Hz,
CH aromatico préximo ao grupo isopropil); 6.52 (dd, 3J= 3.4, 3J= 1.7 Hz, 1H, Hs); 6.92 (dd,
3)= 3.4, 4J= 0.8 Hz, 1H, H4); 7.48 (M, 6H, Hmet trifenilfosfina); 7.57 (m, 9H, Horto e para
trifenilfosfina); 7.71 (dd, 3J= 1.7, “J= 0.8 Hz, 1H, Hs). RMN de *C{'H} (100 MHz, Acetona-
ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribuicdo)]: 12.96 e 13.61 (Cge Cio); 17.78 (CHs3 p-
cimeno); 22.03 e 22.64 (2 CHz isopropil do p-cimeno); 31.65 (CH isopropil do p-cimeno); 46.44
e 47.23 (C7e Co); 90.95 e 92.04 (CH aromaético proximo ao grupo metil do p-cimeno); 90.95 e
95.04 (s,d, 2Jcp= 3.3 Hz, CH aromatico proximo ao grupo isopropil); 103.73 (C adjacente ao
grupo metil do p-cimeno); 112.67 (Cs); 114.97 (d, 2Jcp= 4.8 Hz, C adjacente ao grupo
isopropil); 116.61 (Ca4); 129.44 (d, J%ce= 10.0 Hz, Cmetw trifenilfosfina); 131.90 (Cpara
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trifenilfosfina); 131.96 (d, Jcp= 47.0 Hz Cquaternario trifenilfosfina); 135.01 (d, 2Jcp= 9.5 Hz, Corto
trifenilfosfina); 146.77 (Ce); 151.89 (Cs); 164.44 (C,); 172.62 (C1).

[Ru(7?-p-cimeno)(PPhs)( N,N-(dimetil)-N’-2-tiofeniltioureia) CI](PFs) (5m)

Analise Elementar (%) calc. para CssHsoCIFsN2OP2RuS;: exp. (calc.) C, 48.35
(48.46); H, 4.54 (4.41); N, 3.15 (3.14); S 7.01 (7.19)%. Condutividade Molar (acetona): 139 S
cm?mol™. IV (KBr, cm™): (vN-H) 3179 (vC-H ¢ym, prhs, 7) 3059, 2961, 2939, 2865; (vC=0)
1683; (vC=S) 1256; (vC-P) 1090; (vP-F) 838; (vRu-P) 557; (vRu-S) 501. RMN de 3'P{*H}
(162 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 628.91 (s). RMN de 'H (400 MHz,
Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuico)]: 0.93 (d, 3H, 3J= 6.9
CHs isopropil do p-cimeno); 1.05 (d, 3H, 3J= 6.9 CHs isopropil do p-cimeno); 2.00 (s, 3H,
CHs p-cimeno); 2.43 (hept, 3= 6.9 Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 3.41 (s, 3H, CH3
aciltioureia); 3.69 (s, 3H, CHjs aciltioureia); 5.07 (d, 1H, 3J= 6.2 Hz, CH aromatico préximo ao
grupo metil do p-cimeno); 5.13 (d, 1H, J= 6.4 Hz, CH aromatico préximo ao grupo isopropil);
5.55 (d, 1H, 3J= 6.2 Hz, CH aromatico proximo ao grupo isopropil); 5.78 (d, 1H, 3J= 6.4 Hz,
CH aromatico préximo ao grupo metil do p-cimeno); 7.40 (dd, 1H, 3J= 5.0, 3J= 3.9 Hz, Hs);
7.56 (M, 9H, Humeta e para trifenilfosfina); 7.69 (m, 6H, Horo trifenilfosfina); 8.09 (dd, J=3.9, 4=
1.1 Hz, 1H, Hgs); 8.12 (dd, 3J= 5.0, 4J= 1.1 Hz, 1H, He); 11.33 (s, 1H, NH). RMN de
13C{*H}(100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribuicdo)]: §17.49 (CHs
p-cimeno); 21.80 e 22.04 (2 CHs isopropil do p-cimeno); 31.37 (CH isopropil do p-cimeno);
44.42 e 45.69 (C7e Cg); 89.59 e 90.56 (d,s, 2Jcp= 6.2 Hz, CH aromatico préximo ao grupo
isopropil); 92.80 e 96.09 (s,d, 2Jcp= 3.7 Hz, CH aromético proximo ao grupo metil do p-
cimeno); 100.49 (C adjacente ao grupo metil do p-cimeno); 115.10 (C adjacente ao grupo
isopropil); 129.42 (d, 3Jce= 10.1 Hz, Cmet trifenilfosfina); 129.80 (Cs); 132.05 (Cpara
trifenilfosfina); 133.35 (d, Jcp= 48.4 Hz Cquatemario trifenilfosfina); 133.95 (C4); 134.87 (d, 2Jcp=
9.6 Hz, Cono trifenilfosfina); 136.41 (Cs); 136.56 (C3) 159.56 (C>); 180.28 (d, Jcp= 9.6 Hz, C1).

[Ru(#%-p-cimeno)(PPhs)(N,N-(dimetil)-N’-2-tiofeniltioureia)](PFs) (5b)

Anélise Elementar (%) calc. para CssHzsFsN20OP2RuS: exp. (calc.) C, 50.69
(50.52); H, 4.18 (4.48); N, 3.76 (3.32); S 7.85 (7.49)%. Condutancia Molar (acetona): 138 S
cm? mol™. IV (KBr, cm™): (vC-H ¢ym, prhs, 7) 3056, 2963, 2929, 2870; (vC=0) 1500; (vC=S)
1263; (vC-P) 1095; (vP-F) 839; (VRu-P) 558; (VRu-S) 496; (vRu-0) 352. RMN de !P{'H}
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(162 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 34.54 (s). 'H NMR (400 MHz,
Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuico)]: 1.21 (d, 3H, 3J= 6.9
CHjs isopropil do p-cimeno); 1.23 (d, 3H, 3J= 6.9 CHg isopropil do p-cimeno); 1.94 (s, 3H,
CHs p-cimeno); 2.78 (hept, 3J= 6.9 Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 3.14 (s, 3H, CHs
aciltioureia); 3.34 (s, 3H, CHjs aciltioureia); 5.38 (d, 1H, 3J= 6.0 Hz, CH aromatico proximo ao
grupo isopropil); 5.72 (d, 1H, 3J= 6.0 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno);
5.85 (d, 1H, 3J= 6.0 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno); 6.01 (d, 1H, 3J=
6.0 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno); 7.07 (m, Hs); 7.48 (m, 6H, Hmeta
trifenilfosfina; 7.59 (m, 12H, Ha, Hs & 9Horto e para trifenilfosfina). RMN de *C{*H} (100 MHz,
Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribui¢do)]: 18.03 (CHs p-cimeno); 21.80 e
22.86 (2 CHs isopropil do p-cimeno); 31.47 (CH isopropil do p-cimeno); 40.55 e 41.69 (CHs
aciltioureia); 90.13 e 92.00 (CH aromatico préximo ao grupo isopropil); 90.50 e 94.98 (d, 2Jcp=
4.2, 3.5 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno); 104.57 (C adjacente ao grupo
metil do p-cimeno); 115.20 (d, 2Jcp= 5.6 Hz, C adjacente ao grupo isopropil); 128.69 (Cs);
129.45 (d, 3Jcp= 10.0 Hz, Cmewa trifenilfosfina); 131.73 (d, Jcp= 46.9 Hz Cquaternario
trifenilfosfina); 131.91 (Cpara trifenilfosfina); 132.26 (Cs); 132.48 (Ce); 135.05 (d, 2Jcp= 9.5
Hz, Coro trifenilfosfina); 143.54 (Cs); 167.97 (Cz); 173.85 (C1).

[Ru(#?-p-cimeno)(PPhs)(N,N-(dietil)-N’-2-tiofeniltioureia) CI](PFs) (6m)

Anédlise Elementar (%) calc. para CasHzgCIFsN2OP2RuUS>: exp. (calc.) C, 49.63
(49.59); H, 4.91 (4.71); N, 3.29 (3.04); S 6.79 (6.97)%. Condutividae Molar (acetona): 138 S
cm? mol . IV (KBr, cm™): (vN-H) 3170 (VC-H ¢ym, pen3, ) 3054, 2961, 2965, 2872; (vC=0)
1685; (vC=S) 1267; (vC-P) 1092; (vP-F) 840; (vRu-P) 557; (vRu-S) 500. RMN de 3'P{*H}(162
MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: §29.23 (s). 'H NMR (400 MHz, Acetona-
ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicdo)]: 50.93 (d, 3H, 3J= 6.9 CHjs
isopropil do p-cimeno); 1.09 (d, 3H, 3J= 6.9 CHjs isopropil do p-cimeno); 1.28 (t, 3H, %J=7.2
CHjs aciltioureia); 1.36 (t, 3H, 3J= 7.2 CHs aciltioureia); 2.00 (s, 3H, CHs p-cimeno); 2.45
(hept, 3J= 6.9 Hz, 1H, CH isopropil do p-cimeno); 3.79 (m, 2H, CH: aciltioureia); 4.14 (g, 3J=
7.2 Hz, 2H, CH; aciltioureia); 4.96 (d, 1H, 3J= 6.2 Hz, CH aromético préximo ao grupo metil
do p-cimeno); 5.04 (d, 1H, 3J= 6.4 Hz, CH aromatico préximo ao grupo isopropil); 5.71 (d,
1H, J= 6.2 Hz, CH aromatico préximo ao grupo isopropil); 5.87 (d, 1H, J= 6.4 Hz, CH
aromatico proximo ao grupo metil do p-cimeno); 7.42 (dd, 1H, 3J= 5.0, 3J= 3.9 Hz, Hs); 7.56
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(M, 9H, Himeta e para trifenilfosfina); 7.68 (m, 6H, Horo trifenilfosfina); 8.09 (dd, 3J= 3.9, 4J=1.1
Hz, 1H, Ha); 8.13 (dd, 3J=5.0, “J=1.1 Hz, 1H, Hg); 11.14 (s, 1H, NH). RMN de BC{‘H}
(100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribuicdo)]: 12.16 e 12.66 (Cse
C10); 17.51 (CHz p-cimeno); 21.85 e 22.17 (2 CHz isopropil do p-cimeno); 31.42 (CH isopropil
do p-cimeno); 48.65 e 51.04 (C7e Cq); 89.76 e 90.20 (d, 2Jcp= 6.0 Hz, CH aromatico préximo
ao grupo isopropil); 93.43 e 95.64 (d, 2Jcp= 3.5 Hz, CH aromatico proximo ao grupo isopropil);
100.66 (C adjacente ao grupo metil do p-cimeno); 114.91 (C adjacente ao grupo isopropil);
129.47 (d, 3Jcp= 10.2 Hz, Cmeta trifenilfosfina); 129.86 (Cs); 132.13 (Cpara trifenilfosfina);
133.16 (d, Jcp= 48.6 Hz Cquatemario trifenilfosfina); 133.36 (Ca); 134.94 (d, 2Jce= 9.5 Hz, Corto
trifenilfosfina); 136.36 (Cs); 136.76 (C3) 160.15 (Cz); 180.02 (d, Jcr= 10.0 Hz, Cy1).
[Ru(#?-p-cimeno)(PPhs)( N,N-(dietil)-N’-2-tiofeniltioureia)](PFs) (6b)

Andlise Elementar (%) calc. para CzsHa2FsN2OP2RuS2: exp. (calc.) C, 51.70
(51.64); H, 4.49 (4.79); N, 3.66 (3.17); S 7.21 (7.26)%. Condutividade Molar (acetona): 135 S
cm?mol™. IV (KBr, cm™): (VC-H c¢ym, pens, 1) 3056, 2972, 2933, 2871; (vC=0) 1496; (vC=S)
1252; (vC-P) 1095; (vP-F) 840; (vRu-P) 557; (vRu-S) 500; (vRu-O) 346. RMN de *P{*H}
(162 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade)]: 835.01 (s). RMN de *H (400 MHz,
Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribui¢do)]: 1.13 (t, 3J=7.0 Hz, 3H,
CHs aciltioureia); 1.25 (m, 9H, CHa aciltioureia e 2CHzs isopropil do p-cimeno); 1.94 (s, 3H,
CHs p-cimeno); 2.81 (hept, 3J= 6.9 Hz, 1H, CH isopropil of p-cimeno); 3.61 (m, 2H, CH:
aciltioureia); 3.88 (m, 2H, CH: aciltioureia); 5.46 (d, 1H, 3J= 6.0 Hz, CH aromatico préximo
ao grupo metil do p-cimeno); 5.65 (d, 1H, 3= 6.1 Hz, CH aromatico proximo ao grupo metil
do p-cimeno); 5.88 (d, 1H, 3J= 6.0 Hz, CH aromatico proximo ao grupo isopropil); 6.02 (d,
1H, 3J= 6.1 Hz, CH aromatico préximo ao grupo isopropil); 7.06 (m, 1H, Hs); 7.46 (m, 6H,
Hmeta trifenilfosfina); 7.58 (m, 11H, Ha and Hs; 9Horto e para trifenilfosfina). RMN de C{*H}
(100 MHz, Acetona-ds, 298 K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribuicdo)]: 12.97 e 13.82 (Cse
C10); 18.06 (CH3 p-cimeno); 21.93 e 22.81 (2 CHzs isopropil do p-cimeno); 31.63 (CH isopropil
do p-cimeno); 46.58 e 47.33 (C7e Cy); 90.10 e 92.63 (d, 2Jcp= 2.2, 1.5 Hz, CH aromatico
préoximo ao grupo metil do p-cimeno); 90.94 e 95.07 (d, 2Jcp= 4.8, 3.8 Hz, CH aromatico
proximo ao grupo isopropil do p-cimeno); 104.18 (C adjacente ao grupo metil do p-cimeno);
115.60 (d, 2Jcp= 5.5 Hz, C adjacente ao grupo isopropil do p-cimeno); 128.75 (Cs); 129.52 (d,
3)cp=10.1 Hz, Crmeta trifenilfosfina); 131.82 (d, Jcp= 47.0 Hz, Cquartenario trifenilfosfina); 131.96
(Cpara trifenilfosfina); 132.30 (Ca); 132.51 (Ce); 135.08 (d, 2Jcp= 9.3 Hz, Coro trifenilfosfina);
143.92 (C3); 168.30 (C2); 172.50 (Cy).
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[Ru(#P®-p-cimeno)(4-metilpiridina)(N,N-(dietil)-N’-2-tiofeniltioureia)] (PFs) (1c)
Sintese

Solubilizou-se 0,05 g do precursor [Ru(n®-p-cimeno)Cl,], (0,08 mmol) em
20 mL de metanol previamente desaerado. Adicionou-se 0,04 g do ligante N,N-
(dietil)-N’-2-tiofeniltioureia (0,17 mmol) e o sal NH4PFs (0,30 mmol; 0,05 g).
Agitou-se durante 1 h, sob atmosfera inerte. Em seguida, 50 uL do ligante 4-
metilpiridina (0,51 mmol) foi adicionado. O sistema foi mantido em agitacao, por
mais 24 h, sob atmosfera inerte. A solucgéo foi concentrada, sob presséo reduzida,
e para a precipitacdo do solido amarelo, adicionou-se 20 mL de agua. O solido foi
lavado com agua (3 X 5 mL) e seco a vacuo. RMN de *H (400 MHz, Acetona-ds,
298 K) [ppm, (multiplicidade, integral, J (Hz), atribuicdo)]: 50.60 (t, 3H, 3J=7.4
CHz aciltioureia); 1.00 (t, 3H, 3J= 7.4 CHjs aciltioureia); 1.32 (dd, 6H, 3J= 6.9,
4.7, CHj3 isopropil do p-cimeno); 2.08 (s, 3H, CH3; p-cimeno); 2.42 (s, 3H, CHs
metilpiridina); 2.91 (hept, 1H, 3J= 6.9, CH isopropil do p-cimeno); 3.29 (ddd,
2J=12.8,9.3,5.7 Hz, 1H, CH; aciltioureia); 3.59 (ddd, 2J= 13.55, 9.9, 5.8 Hz, 1H,
CH; aciltioureia); 3.91 (ddd, 2J= 12.8, 9.3, 5.7 Hz, 1H, CH, aciltioureia); 4.11
(ddd, 2J= 13.55, 9.9, 5.8 Hz, 1H, CH; aciltioureia); 5.60 (m, 1H, CH aromaético
proximo ao grupo isopropil); 5.85 (m, 2H, CH aromatico proximo ao grupo
isopropil e metil do p-cimeno); 6.06 (m, 1H, CH aromatico proximo ao grupo
metil do p-cimeno); 7.38 (M, 2H, Hpeta metilpiridina); 7.46 (m, 2H, Hmet
aciltioureia); 7.55 (m, 1H, Hya. aciltioureia); 8.17 (m, 2H, Hono aciltioureia);
8.61 (m, 2H, Horo metilpiridina). RMN de *C{*H} (100 MHz, Acetona-ds, 298
K) [ppm, (multiplicidade, J (Hz), atribuicéo)]: 11.22 e 11.48 (Cipe Cyp); 17.84
(CHj3 p-cimeno); 20.73( CH; metilpiridina); 22.32 e 22.89 (2 CHs isopropil do p-
cimeno); 31.57 (CH isopropil do p-cimeno); 53.11 e 54.71 (Cye Cy;); 83.21 e
85.94 (CH aromatico préximo ao grupo metil do p-cimeno); 86.13 e 87.91 (CH

aromatico proximo ao grupo isopropil); 102.05 (C adjacente ao grupo metil do p-
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cimeno); 104.55 (C adjacente ao grupo isopropil); 127.45 (Cpeta metilpiridina);
129.07 (Creta aciltioureia); 130.19 (Coo aciltioureia); 132.79 (Cpara aciltioureia);

13753 (Cquaternério aCI|tIOUI'EIa), 15228 (Cquatemério met”pll’ldlna), 15383 (Corto
metilpiridina); 170.59 (C,); 175.86 (Cy).

Espectros vibracionais de absorcdo na regidao do infravermelho dos
complexos e ligantes aciltioureias.

153



Beatriz Nogueira da Cunha Apéndice

—_— 3*
S — 3

T T T T T T T T T T T T J v - - . . v
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 3500 30I00 25:30 20I00 15I00 10IE}0 S(I]O

Niimero de onda (em™) Nimero de onda (cm™)

FIGURA 5.1- Espectro de 1V dos ligantes 2 e 3 (série 1*) e complexos 2 e 3.

T T T T T T T T ¥ T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 s00 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda Niimero de onda (em™)

FIGURA 5.2- Espectro de IV dos ligantes 4 e 5 (série 1*) e complexos 4, 4a e 5.
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FIGURA 5.3- Espectro de IV dos ligantes 1 e 2 (série 2**) e complexos 1m, 1b, 2m e 2b.
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FIGURA 5.4- Espectro de 1V dos ligantes 3 e 5 (série 2**) e complexos 3m, 3b, 5m e 5b.
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FIGURA 5.5- Espectro de IV do ligante 6 (série 2**) e complexos 6m, 6b e precursor.

Espectros eletrdnicos na regido do ultravioleta e visivel em CH2Cl»
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FIGURA 5.6- Espectro de UV dos complexos 2 e 3.
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FIGURA 5.7- Espectro de UV dos complexos 4 e 5.
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FIGURA 5.8- Espectro de UV dos complexos 1a e 4a.
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FIGURA 5.9- Espectro de UV dos complexos 1m e 1b.
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FIGURA 5.10- Espectro de UV dos complexos 2m e 2b.
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FIGURA 5.11- Espectro de UV dos complexos 3m e 3b.
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FIGURA 5.12- Espectro de UV dos complexos 4m e 4b.
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FIGURA 5.13- Espectro de UV dos complexos 5m e 5b.
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FIGURA 5.14- Espectro de UV dos complexos 6m e 6b.
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FIGURA 5.15- Espectro de UV dos ligantes 1-5 (série 1*) e ligantes 1-6 (série 2**).

Espectros de RMN de *H, 3C{*H}, COSY, HSQC e HMBC, em
acetona-ds dos complexos.
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FIGURA 5.17- Espectro de RMN de **C{*H} do complexo 2 em acetona-ds.
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FIGURA 5.18- Espectro de RMN-COSY do complexo 2 em acetona-de.
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FIGURA 5.19- Espectro de RMN-HSQC do complexo 2 em acetona-ds.
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FIGURA 5.20- Espectro de RMN-HMBC do complexo 2 em acetona-de.
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FIGURA 5.21- Espectro de RMN de *H do complexo 3 em acetona-ds.
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FIGURA 5.22- Espectro de RMN de *C{*H} do complexo 3 em acetona-ds.
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FIGURA 5.23- Espectro de RMN-COSY do complexo 3 em acetona-ds
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FIGURA 5.24- Espectro de RMN-HSQC do complexo 3 em acetona-ds.
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FIGURA 5.25- Espectro de RMN-HMBC do complexo 3 em acetona-d.
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FIGURA 5.27- Espectro de RMN de *C{*H} do complexo 4 em acetona-ds.
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FIGURA 5.28- Espectro de RMN-COSY do complexo 4 em acetona-ds.
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FIGURA 5.29- Espectro de RMN-HSQC do complexo 4 em acetona-ds.
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FIGURA 5.61- Espectro de RMN-COSY do complexo 2b em acetona-ds.
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FIGURA 5.72- Espectro de RMN-HSQC do complexo 4m em acetona-ds.
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FIGURA 5.77- Espectro de RMN-HMBC do complexo 3b em acetona-ds.
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FIGURA 5.81- Espectro de RMN-HSQC do complexo 4b em acetona-ds.
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FIGURA 5.86- Espectro de RMN-HSQC do complexo 5m em acetona-d.
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FIGURA 5.87- Espectro de RMN-HMBC do complexo 5m em acetona-ds.
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FIGURA 5.91- Espectro de RMN-HSQC do complexo 6m em acetona-d.
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FIGURA 5.95- Espectro de RMN-COSY do complexo 5b em acetona-ds.
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FIGURA 5.96- Espectro de RMN-HMBC do complexo 5b em acetona-ds.
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FIGURA 5.96- Espectro de RMN de *H do complexo 6b em acetona-ds.
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FIGURA 5.98- Espectro de RMN-COSY do complexo 6b em acetona-ds.
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FIGURA 5.99- Espectro de RMN-HSQC do complexo 6b em acetona-de.
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FIGURA 5.106- Espectro de RMN de *!P{*H} dos complexo da série 1 em acetona-capilar de
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FIGURA 5.108- Espectro da supressao da fluorescéncia da HSA em diferentes concentragdes
dos complexos (0-50 uM) da série 1 & 37°C.
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FIGURA 5.109- Espectro da supressao do Hoechst 33258-DNA em diferentes concentracdes
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FIGURA 5.110- Espectro da supressao da fluorescéncia da HSA em diferentes concentragdes

dos complexos (0-50 uM) 5m, 6m, e 5b a 37°C.
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FIGURA 5.111- Espectro da supressao do sistema Hoechst-DNA ou TO-DNA em diferentes

concentragdes dos complexos 5m e 5b (0-50 uM).
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FIGURA 5.112- Espectro da supressao da fluorescéncia do sistema dansilglicina-HSA em

diferentes concentragdes dos complexos 5m, 6m e 5b (0-50 uM).
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FIGURA 5.113- Efeito da concentra¢do dos complexos da série 1 na eletroforese do
plasmideo pBR322 em diferentes Ri (0.1, 0.5, 1.0 e 1.5). Marcador de peso molecular (MW) e
DNA em DMSO (DNA).
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FIGURA 5.114- Efeito da concentra¢do dos complexos 5m, 6m, 5b, 6b, cisplatina e TO na
viscosidade relativa do DNA a 25°C.
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FIGURA 5.115- Morfologia das células MDA-MB-231 e MCF-10A apds tratamento com o

complexo 5m em diferentes tempos.

MDA-MB-231 MCF-10A

FIGURA 5.116- Morfologia das células MDA-MB-231 e MCF-10A ap0s tratamento com o

complexo 6m em diferentes tempos.
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FIGURA 5.117- Morfologia das células MDA-MB-231 e MCF-10A apds tratamento com o

complexo 5b em diferentes tempos.
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FIGURA 5.118- Morfologia das celulas MRC-5 ap06s tratamento com os complexos 1 e 1a em
diferentes tempos.
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controle

)

FIGURA 5.119- Morfologia das células A549 apds tratamento de 48 h com os complexos 1 e
la.

2x ICso 10x IC50

FIGURA 5.120-Ensaio clonogénico apds tratamento das células A549 com os complexos 1 e
la.
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FIGURA 5.121-Ensaio clonogénico apds tratamento das células MDA-MB-231 com 0s
complexos 5m, 5b e 6m.

Oh  24h
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FIGURA 5.122- Ensaio de migracdo Wound Healing dos complexos 5m e 5b na linhagem
MDA-MB-231 em concentragdes correspondentes aos seus respectivos valores de 1C50 (48 h)
no tempo de 24 h.
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FIGURA 5.123- Ensaio de migracdo camara de Boyden do complexo 5m na linhagem MDA-

MB-231em diferentes concentracdes e controles com e sem FBS.
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FIGURA 5.124- Ensaio de migracdo cAmara de Boyden do complexo 6m na linhagem MDA-

MB-231em diferentes concentragdes e controles com e sem FBS.
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FIGURA 5.125- Ensaio de migracdo camara de Boyden do complexo 5b na linhagem MDA-

MB-231em diferentes concentracdes e controles com e sem FBS.
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FIGURA 5.126- Ensaio de apoptose PE AnexinaV-7AAD na linhagem A549, incubadas 24 h

com os complexos 1 e 1a em diferentes concentragdes e controle (camptotecina).
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FIGURA 5.127- Ensaio de apoptose PE AnexinaV-7AAD na linhagem MDA-MB-23,
incubadas 24 h com os complexos 5b, 5m e 6m em diferentes concentracées e controle

(camptotecina).
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FIGURA 5.128- Efeito dos complexos 5b, 5m e 6m no ciclo celular das células MDA-MB-
231 e complexos 1 e 1a nas celulas A549 em diferentes concentracdes e controle

(camptotecina).
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FIGURA 5.129- Grafico de viabilidade celular nas linhagens A549 e MRC-5 dos complexos

da série 1.
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FIGURA 5.130- Gréfico de viabilidade celular nas linhagens tumorais A549, DU-145 e MDA-

MB-231 dos complexos da série 2.

MRC-5 MRC-5
Complexos Série 2

Complexos Série 2

150
Fl — 6&m ]
= 100 — 5m =
E — 4m E
z % — 3m ;
= —2m =
- N
. 0 —— — im =
o 1 2 3 .
1
-50. log [ ] pmolL™”! 50 log [ ] pmolL.
MCF-10A MCF-10A
Complexos Série 2 Complexos Série 2
150 150
— 6m — 6b
% 100 td — 5m .; 100{ %, — 5
H — 4m & — 4b
= 50 B — 3m = 50 — 3b
] —om = — 2
- >
e — 1m e — 1b
& 00 0s 1o 15 20 = 00 05 Lo 1s 20
50 log[] pnmlL'1 50 log[] j.lmol[.'l

FIGURA 5.131- Gréfico de viabilidade celular nas linhagens ndo tumoral MRC-5 e MCF-10A

dos complexos da série 2.
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Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to 0 (%)
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indices [I>2sigma(l)]
R indices (all data)
Apmax.andApmin. (e.A-B)

-22<h<22,-16<k<16,-19<1<23

61967

7848 [R(int) = 0.0253]

100.0

Full-matrix least-squares on F2
7848 /01/501

1.060

R1=10.0447, wR2 = 0.1278
R1=0.0518, wR2 = 0.1368
0.826 and -0.556

-18<h<25,-17<k<25,-16<I<
25

37049

8937 [R(int) = 0.0353]

99.8

Full-matrix least-squares on F2
8937 /13/424

1.039

R1 =0.0455, wR2 = 0.1283
R1=0.0691, wR2 = 0.1498
1.555 and -0.543

-10<h<10,-14<k<14,-20<1<
20

19800

6486 [R(int) = 0.1155]

78.8

Full-matrix least-squares on F2
6486 /12 /436

1.030

R1=0.0648, wR2 = 0.1777
R1 =0.0765, wR2 = 0.1917
0.1054 and -1.255
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TABELA 5.1- Dados cristalograficos dos complexos 1, 1a, 2 e 3.
1 la 2 3

Empirical formula [RuCssH39N20sPSCI]PFs [RuCs9oH3sN203PS]PFs [RuCs9H3sN20PS3Cl] PFs [RuC39H39N202PS2CI]PFs

Formula weight 928.24 891.68 815.39 944.30

Crystal system Monoclinic Tetragonal triclinic triclinic

Space group P21/c P4/n P-1 P-1

Unit cell dimensions

a(A) 18.2647(5) 20.1878(3) 9.8858(3) 9.8912(3)

b (A) 13.1602(5) 20.1878(3) 12.9981(4) 13.0093(5)

c(A) 18.6746(5) 19.6999(4) 18.2500(6) 18.1390(5)

a (%) 90 90 80.475(2) 80.891(3)

Q) 117.1440(10) 90 84.149(2) 84.005(2)

v (© 90 90 81.093(2) 79.642(2)

Volume (A3) 3994.4(2) 8028.6(3) 2277.82(13) 2260.14(13)

VA 4 8 2 2

Density calculated (Mg/m?3) 1.544 1.476 1.187 1.388

p (mm™) 0.660 0.589 0.603 0.627

F(000) 1888 3632 833 960

Crystal size (mm?) 0.61x0.23x0.22 0.12 x 0.12 x 0.099 0.131 x 0.088 x 0.087 0.310 x 0.201 x 0.60

orange (°) 1.253 to 26.000 1.034 to 27.225 2.573 10 23.222 2.597 to 23.203

-10<h<10,-14<k<14,-19<1<
19

19212

6287 [R(int) = 0.1170]

76.9

Full-matrix least-squares on F2
6287 /12 /385

1.073

R1=0.0710, wR2 = 0.1913
R1=0.0802, wR2 = 0.2052
1.264 and -1.414
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TABELA 5.2- Dados cristalograficos dos complexos 4, 4a, e 5. Para o complexo 4a ha duas estruturas independentes, mas estereoquimicamente

similar.
4 4a 5
Empirical formula [RUC42H40N204PSCI]PFs. CHzCl2 [RuC42H37N204PS]2 2PFs [RuC42H40N204PSCl] PFs. CsHeO
Formula weight 1066.20 1885.61 1055.42
Crystal system Triclinic monoclinic triclinic
Space group P-1 pP21/c P-1
Unit cell dimensions
a(A) 9.8072(3) 14.8809(5) 9.8662(2)
b (A) 13.0668(4) 29.3370(8) 13.1444(4)
c(A) 18.0895(4) 20.1380(5) 18.4076(5)
a (%) 83.251(2) 90 82.729(2)
B 84.302(2) 98.0920(10) 86.063(2)
7 (© 81.323(2) 90 80.993
Volume (A3) 2267.87(11) 8703.9(4) 2335.89(11)
z 2 4 2
Density calculated (Mg/m?) 1.561 1.439 1.501
p (mm'l) 0.708 0.549 0.619
F(000) 1082 3832 1078
Crystal size (mm?) 0.246 x 0.191 x 0.112 0.176 x 0.155 x 0.111 0.34 x 0.314 x 0.205
Orange (°) 2.557 t0 26.000 1.547 to 25.870 2.790 t0 26.371

Index ranges
Reflections collected
Independent reflections
Completeness to 0 (%)
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indices [I>2sigma(l)]
R indices (all data)
Apmax.andApmin. (e.A-B)

-12<h<9,-16<k<16,-22<1<21
20446

8858 [R(int) = 0.1496]

99.3

Full-matrix least-squares on F2

8858 /0 /560

1.046

R1 =0.0730, wR2 = 0.1909

R1 =0.0872, wR2 = 0.2023

1.238 and -1.498

-17<h<18,-26<k<36,-19<1<24
62569

16636 [R(int) = 0.0321]

99.1

Full-matrix least-squares on F2

16636 /6 /919

1.060

R1 =0.0435, wR2 =0.1163
R1=0.0611, wR2 =0.1335

0.810 and -0.696

-11<h<12,-16 <k<16,-22<1<22
19059

9401 [R(int) = 0.0495]

98.5

Full-matrix least-squares on F2
9401/1/572

1.044

R1 =0.0615, wR2 =0.1726
R1=0.0737, wR2 =0.1859

1.051 and -0.797
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Refinement method

Data / restraints / parameters

Goodness-of-fit on F2

Final R indices [I>2sigma(l)]
R indices (all data)
ApmaxandApmin. (e.A3)

Full-matrix least-squares on F2
7663/0/474

1.053
R1=0.0358, wR2 = 0.0942
R1 =0.0402, wR2 = 0.0986

0.900 and -0.452

Full-matrix least-squares on F2
6594 /0/ 492

1.065
R1=10.0472, wR2 = 0.1201
R1 =0.0556, wR2 = 0.1232

0.821 and -0.591

Full-matrix least-squares on F2
8367/0/ 468

0.975
R1=0.0451, wR2 = 0.1131
R1=0.0786, wR2 = 0.1268
0.680 and -0.630
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TABELA 5.3- Dados cristalograficos dos complexos 1m-4m.
Im 2m 3m 4m
Empirical formula [RuCssH41N2OPSCI] PFs [RuCaoH4sN2OPSCI]PFs [RuCasH3sN202PSCI]PFs [RuCasHa3sN202PSCI]PFs
Formula weight 886.25 914.30 976.21 904.26
Crystal system Monoclinic Orthorhombic Monoclinic Monoclinic
Space group P21/c P212121 P21/c p21/c
Unit cell dimensions
a(A) 9.3594(3) 20.7893(7) 9.2240(3) 9.6348(2)
b (A) 20.8852(7) 20.7893(7) 20.7510(5) 24.8600(6)
c(A) 20.0263(7) 9.5473(4) 19.9470(7) 17.2413(4)
a (9 90 90 90 90
B 94.7530(10) 90 95.045(2) 100.6520(10)
v (©) 90 90 90 90
Volume (A3) 3901.1(2) 4126.3(3) 3803.2(2) 4058.49(16)
z 4 4 4 4
Density calculated (Mg/m?) 1.509 1.472 1.530 1.480
p (mm™) 0.668 0.634 0.686 0.645
F(000) 1808 1872 1780 1848
Crystal size (mm?) 0.240 x 0.221 x 0.187 0.155x0.144 x 0.124 0.192 x 0.096 x 0.033 0.120 x 0.112 x 0.098
orange (°) 1.411 to 25.999 1.385 to 25.993 2.839t0 27.101 1.454 to 25.999
Index ranges A11<h<11,-25<k<2l,-24<1<23 '2551’525"25151“524"“515 '“Shfll"222§k§26"25515 -11<h<9,-30<k<29,-21 <1<2]
Reflections collected 32383 37019 37791 32750
Independent reflections 7663 [R(int) = 0.0269] 6594 [R(int) = 0.0470] 8367 [R(int) = 0.0698] 7963 [R(int) = 0.0311]
Completeness to 0 (%) 99.9 80.0 99.8 99.8

Full-matrix least-squares on F2

7963/0/420

1.061

R1 =0.0413, wR2 = 0.1084
R1 =0.0515, wR2 = 0.1167
0.802 and -0.674
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TABELA 5.4- Dados cristalograficos dos complexos 5m-6m e 1b-2b. Para o complexo 1b ha& duas estruturas independentes, mas

estereoquimicamente similar.

5m 6m 1b 2b
Empirical formula [RuC3sH3sN20PS.CI]PFs [RuCssH43sN20PS2CI]PFs [RuC3sH40N20PS] PFs [RuCaoH44sN20PS]PFs
Formula weight 892.27 920.62 849.79 877.84
Crystal system Monoclinic Monoclinic Triclinic Monoclinic
Space group p21/c P21/c P-1 Cc
Unit cell dimensions
a(A) 9.3660(2) 9.5180(3) 10.8500(2) 21.7794(7)
b (A) 20.7810(5) 20.6020(7) 16.7790(4) 16.5045(9)
c(A) 19.9750(4) 20.7300(6) 22.5750(6) 11.3004(5)
a (%) 90 90 78.9320(10) 90
B 94.7800(10) 90.223(2) 76.2940(10) 101.154(2)
v (© 90 90 88.1130(10) 90
Volume (A3) 3874.31(15) 4064.9(2) 3918.19(16) 3985.3(3)
VA 4 4 4 4
Density calculated (Mg/m?3) 1.530 1.502 1.441 1.463
p (mm™?) 0.725 0.693 0.596 0.588
F(000) 1816 1870 1736 1800
Crystal size (mm?) 0.285 x 0.255 x 0.112 0.235x0.124 x 0.101 0.301 x 0.211 x 0.187 0.306 x 0.086 x 0.066
orange (°) 2.834 10 25.024 2.551 to 26.000 2.218 t0 25.999 3.077 to 23.526
Index ranges dl<h<ll,-24<k<24, -23<1<22 -115},511,-2322](525,-25515 -13ShSl3,-20§)k§20,-27§1§ -24§h§24,-151§1ks18,-12515
Reflections collected 39851 31791 37332 10220
Independent reflections 6822 [R(int) = 0.1082] 7941 [R(int) = 0.0568] 15189 [R(int) = 0.0319] 5184 [R(int) = 0.1440]
Completeness to 0 (%) 97.4 99.6 98.8 82.1
Refinement method Full-matrix least-squares on F2 Full-matrix least-squares on F2 Full-matrix least-squares on F2 Full-matrix least-squares on F2
Data / restraints / parameters 6822 /0 /466 7941/0/ 484 15189/36 /929 5184 /2 /483
Goodness-of-fit on F2 1.101 1.098 1.082 1.096

Final R indices [1>2sigma(l)]
R indices (all data)

ApmaxandApmin. (e.A3) 0.871 and -0.910

R1=0.0501, wR2 = 0.1196
R1=0.0634, wR2 = 0.1307

R1=0.0691, wR2 = 0.1796
R1=0.1006, wR2 = 0.1988
2.729 and -0.643

R1 =0.0564, wR2 = 0.1573
R1=0.0755, wR2 = 0.1732
1.170 and -1.162

R1 =0.0620, wR2 = 0.1625
R1 =0.0665, wR2 = 0.1655

0.849 and -0.844
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TABELA 5.5- Dados cristalograficos dos complexos 4b-6b.

Apéndice

4b 5b 6b
Empirical formula [RuCssH42N202PS]PFs [RuCseH3sN20PS2] PFs [RuCssH42N20PS2]PFs
Formula weight 867.80 885.81 883.86
Crystal system Monoclinic Monoclinic Monoclinic
Space group Cc P21/a Cc
Unit cell dimensions
a(A) 21.3545(5) 14.1630(4) 21.6907(6)
b (A) 16.5342(4) 18.9980(5) 16.4995(6)
c(A) 11.2997(2) 15.3060(5) 11.2879(3)
a (9 90 90 90
B 101.3400(10) 110.307(2) 100.501(2)
v (©) 90 90 90
Volume (A3) 3911.80(15) 3862.4(2) 3972.1(2)
4 4 4 4
Density calculated (Mg/m?3) 1.474 1.472 1.478
p (mm?) 0.600 0.657 0.641
F(000) 1776 1744 1808
Crystal size (mm?) 0.200 x 0.154 x 0.121 0.301 x 0.211 x 0.187 0.224 x 0.210 x 0.133
Orange (°) 1.569 to 26.000 1.871 to 25.997 2.272 t0 27.480
Index ranges -26<h<22,-20<k<19,-10<1<13 17<h<17,-23<k<22,-18<1<18 -28<h<28,-21 <k<21,-14<1< 14
Reflections collected 15381 40112 16871
Independent reflections 6213 [R(int) = 0.0218] 7583 [R(int) = 0.0487] 8191 [R(int) = 0.0233]
Completeness to 0 (%) 99.9 99.9 99.8
Refinement method Full-matrix least-squares on F2 Full-matrix least-squares on F2 Full-matrix least-squares on F2
Data / restraints / parameters 6213/2 /474 7583/0/458 8191/2/475
Goodness-of-fit on F2 0.780 1.127 1.121

Final R indices [I>2sigma(l)]
R indices (all data)
ApmaxandApmin. (e.A3)

R1 = 0.0304, wR2 = 0.0860
R1=0.0313, wR2 = 0.0876
0.658 and -0.537

R1=10.0623, wR2 = 0.1618
R1=0.0868, wR2 = 0.1954

1.048 and -0.954

R1 =0.0392, wR2 = 0.1059
R1=10.0442, wR2 = 0.1114
0.712 and -1.258
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TABELA 5.6- Comprimentos de ligacdes[°A] e angulos de ligacdo [deg] dos complexos 1, 1a, 2, 3, 4, 4a e 5.
Complexos 1 la 2 3 4 4a 5
Comprimentos
de Ligacao
Ru-P 2.3692(8) 2.3666(9) 2.3759(15) 2.3648(15) 2.3777(11) 2.3696(9) 2.3766(10)
Ru-S 2.3931(9) 2.3766(10) 2.3894(16) 2.3839(16) 2.3843(11) 2.3890(9)  2.3823(10)
Ru-ClI 2.4064(9) - 2.4174(15) 2.4199(15) 2.4275(12) - 2.4221(11)
Ru-N - 2.154(3) - - - 2.144(3) -
Ru-C(4) 2.284(3) 2.263(4) 2.308(6) 2.244(4) 2.299(5) 2.249(3) 2.297(5)
Ru-C(5" 2.234(4) 2.194(4) 2.246(6) 2.241(4) 2.258(5) 2.213(4) 2.235(5)
Ru-C(6") 2.227(4) 2.240(4) 2.233(6) 2.223(4) 2.243(5) 2.209(4) 2.211(5)
Ru-C(7" 2.257(4) 2.284(4) 2.238(6) 2.209(4) 2.235(5) 2.241(4) 2.248(4)
Ru-C(8" 2.200(4) 2.217(4) 2.211(6) 2.213(4) 2.211(5) 2.211(4) 2.250(4)
Ru-C(9) 2.227(4) 2.214(4) 2.241(6) 2.231(4) 2.237(5) 2.266(4) 2.253(5)
S(1)-C(2) 1.704(3) 1.710(4) 1.714(6) 1.702(6) 1.710(5) 1.714(4) 1.703(4)
O(1)-C(2) 1.216(5) 1.238(5) 1.218(7) 1.225(7) 1.198(7) 1.224(4) 1.218(6)
N(1)-C(1) 1.369(4) 1.364(5) 1.368(7) 1.377(8) 1.358(7) 1.367(4) 1.380(5)
N(2)-C(1) 1.318(5) 1.316(5) 1.321(8) 1.315(8) 1.309(7) 1.312(5) 1.316(5)
N(1)-C(2) 1.385(4) 1.372(5) 1.387(7) 1.225(7) 1.399(6) 1.372(5) 1.386(6)
Angulos de
Ligacéo
P-Ru-ClI 87.58(3) - 87.53(5) 87.28(5) 88.75(4) - 88.52(3)
S-Ru-Cl 90.01(3) - 90.26(5) 90.01(6) 90.12(4) - 90.55(4)
S-Ru-P 87.18(3) 87.57(3) 86.05(5) 86.48(5) 86.18(4) 82.78(3) 85.84(4)
S-Ru-N - 67.85(8) - - - 67.73(8) -
P-Ru-N - 87.97(8) - - - 88.56(8) -
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TABELA 5.7- Comprimentos de ligagdes[°A] e angulos de ligacdo [deg] dos complexos 1m-6m e 1b, 2b, 4b-6b.
Complexes 1m 2m 3m 4m 5m 6m 1b 2b 4b 5b 6b
Bound
lenghts
Ru-P 2.3814(7) 2.383(2) 2.3786(9)  2.3774(8) 2.3799(11) 2.3799(15) 2.3653(12)  2.346(3)  2.3430(12) 2.3670(12)  2.3459(13)
Ru-S 2.3796(7) 2.366(2) 2.3763(10)  2.3856(9) 2.3843(11) 2.3696(15) 2.3691(13)  2.351(3)  2.3486(12)  2.3564(13)  2.3507(13)
Ru-Cl 2.4193(7) 2.420(2) 2.4173(9)  2.4106(8) 2.4201(11) 2.4208(16) - - - -
Ru-O - . - - - - 2.059(3)  2.075(9) 2.094(3) 2.073(3) 2.091(4)
Ru-C(4") 2.284(3) 2.297(8) 2.276(4) 2.291(3) 2.286(5) 2.290(6) 2.258(5)  2.304(13)  2.292(6) 2.274(5) 2.293(6)
Ru-C(5)) 2.246(3) 2.230(8) 2.236(4) 2.244(3) 2.242(5) 2.219(6) 2222(5)  2.195(12)  2.249(5) 2.187(5) 2.255(5)
Ru-C(6') 2.205(3) 2.192(9) 2.202(4) 2.222(3) 2.242(5) 2.229(6) 2214(5)  2223(13)  2.245(6) 2.217(5) 2.256(7)
Ru-C(7') 2.229(3) 2.216(9) 2.231(4) 2.232(4) 2.239(4) 2.240(6) 2267(5)  2.298(13)  2.310(5) 2.296(5) 2.313(6)
Ru-C(8) 2.233(3) 2.177(7) 2.229(4) 2.196(4) 2.208(4) 2.210(6) 2.248(5)  2.241(15)  2.206(5) 2.246(6) 2.202(5)
Ru-C(9") 2.236(3) 2.237(9) 2.233(4) 2.245(4) 2.251(4) 2.261(6) 2215(5)  2.263(12)  2.185(5) 2.239(6) 2.192(5)
S(1)-C(1) 1.706(3) 1.702(8) 1.697(4) 1.702(4) 1.698(4) 1.709(6) 1722(5)  1.727(12)  1.732(5) 1.716(5) 1.720(5)
0(1)-C(2) 1.210(4) 1.221(11) 1.217(5) 1.216(4) 1.217(6) 1.204(8) 1275(6)  1.268(14)  1.278(6) 1.276(6) 1.269(7)
N(1)-C(1) 1.384(4) 1.399(11)  1.396(5) 1.384(5) 1.392(6) 1.388(8) 1.357(7)  1.342(16)  1.341(7) 1.347(6) 1.345(7)
N(2)-C(1) 1.310(4) 1.295(11) 1.311(5) 1.325(5) 1.303(6) 1.307(8) 1.326(6)  1.341(16)  1.340(6) 1.324(7) 1.345(7)
N(1)-C(2) 1.390(4) 1.363(12) 1.392(5) 1.380(4) 1.382(6) 1.398(8) 1317(6)  1.328(16)  1.308(6) 1.313(7) 1.320(7)
Bound
angles
P-Ru-ClI 92.63(2) 91.30(7) 92.83(3) 85.69(3) 92.42(4) 91.36(6)
S-Ru-Cl 90.47(3) 92.47(8) 90.32(4) 89.56(3) 90.51(4) 91.18(6) - - - - -
S-Ru-P 82.70(2) 81.84(7) 82.67(3) 86.80(3) 82.77(4)  82.81(5) 84.87(5)  87.06(11)  87.03(4) 88.36(5) 87.05(5)
S-Ru-O - - - - - 88.69(10)  88.7(3)  88.93(10)  89.21(10)  89.14(11)
P-Ru-O 8457(10)  89.0(3)  8858(10)  87.49(10)  88.67(11)
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Apéndice

FIGURA 5.132 — Estruturas dos complexos da série 1.
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FIGURA 5.132 — Estruturas dos complexos da série 2.
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