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RESUMO
ESTUDO DE COMPLEXOS METALICOS DE Ru', Ni", Pd" E Pt"
COM LIGANTES ACILTIOUREIAS: ATIVIDADE CITOTOXICAE
INTERACAO COM BIOMOLECULAS

Neste trabalho, duas séries de complexos fosfinicos contendo ligantes
aciltioureias foram sintetizadas, caracterizadas e avaliadas com relacdo a
atividade citotdxica. A primeira série foi composta por complexos metalicos de
ruténio(ll) com formula geral [RuL,(bipy)(P-P)]PFs, em que L,= N’,N’-dimetil-
N-benzoil-tioureia (L1), N’,N’-dimetil-N-tiofenil-tioureia (L2) ou N’,N’-dimetil-
N-furoil-tioureia (Ls); bipy = 2,2’-bipiridina e P-P: 1,2-bis(difenilfosfina)etano
(dppe) ou 1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb) e a segunda série 2 complexos
metalicos com férmula geral [ML,(dppe)]BFs4, em que M= Ni'", Pd" ou Pt". Os
complexos foram caracterizados por analise elementar, espectroscopia no
infravermelho, ressonancia magnética nuclear (RMN3P{*H}, 1H e BC{'H},
COSY, HMBC e HSQC), voltametria ciclica e difracdo de raios X. A avaliacao
da atividade citotdxica dos compostos foi realizada sobre linhagens tumorais e
ndo tumorais de mama (MDA-MB-231(tumoral); MCF-7 (tumoral); MCF-10A
(nédo tumoral)) e pulmé&o (A549 (tumoral); MRC-5 (ndo tumoral)). Os complexos
da seérie 1 mostraram-se ativos para todas as linhagens tumorais avaliadas,
enquanto os complexos da segunda série mostraram melhores resultados em
linhagens tumorais de mama. Os complexos das séries 1 (complexos 3 e 6) e 2
(complexos 8, 10 e 12) quando avaliados na linhagem tumoral de mama MDA-
MB-231 inibiram a formacgdo de colbnias, alteraram a morfologia e inibiram a
migracéo celular a partir do ensaio de Wound Healing. Ainda, na mesma linhagem
tumoral de mama, levaram a um acimulo de células em Sub-G1 quando avaliada
a influéncia no ciclo celular. Os complexos 3 e 6 induziram a morte celular via
apoptose. Todos os complexos demonstraram interagir com DNA via sulco

menor, e 0s complexos da série 1 apresentaram interacdo com a proteina HSA.
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ABSTRACT

STUDY OF Ru", Ni", Pd" AND Pt" METAL COMPLEXES WITH
ACYLTHIOUREA  LIGANDS: CYTOTOXIC  ACTIVITY  AND
BIOMOLECULES INTERACTION

In this work, two series of phosphine complexes containing acylthiourea ligands
were synthesized, characterizatied and evaluatied of the cytotoxic activities. The
first series of compounds was composed of complexes with the general formula
[RuL, (bipy) (P-P)] PFs, where Ln = N ', N'-dimethyl-N-benzoyl thiourea (L;), N,
N'-dimethyl-N-thiophenyl thiourea (L;) or N ', N'-dimethyl-N-furoyl thiourea
(Ls); bipy = 2,2'-bipyridine and P-P: 1,2-bis (diphenylphosphine) ethane (dppe)
or 1,4-bis (diphenylphosphine) butane (dppb) and the second series of complexes
with the formula [ML,(dppe)]BF4, where M = Ni", Pd" or Pt'. The complexes
were characterized by elemental analysis, infrared spectroscopy, nuclear magnetic
resonance (C!P{*H}, 'H and BC{'H}, COSY, HMBC and HSQC), cyclic
voltammetry and X-ray diffraction. The cytotoxic activity of the complexes
against breast (MDA-MB-231 (tumor); MCF-7 (tumor); MCF-10A (non-tumor))
and lung (A549 (tumor); MRC-5 (non-tumor)) tumor and non tumor cell lines was
performed by MTT assay. The first series of complexes showed activity and
selectivity for all tumor lines evaluated, while the second series of complexes
showed better results in breast tumor cell lines. The complexes of series 1 (3 and
6) and 2 (8, 10 and 12) when evaluated in the breast tumor line (MDA-MB-231)
inhibited colony formation, altered morphology and inhibited cell migration from
the Wound Healing assay. Still in the same breast tumor lineage, they led to an
accumulation of cells in Sub-G1 phase on cell cycle analysis. The compounds 3
and 6 induced cell death by apoptosis. All complexes shown weak reversible
interactions via minor groove of CT-DNA and the series 1 complexes interacted
with the HSA protein.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1- Quimica Inorganica Bioldgica

E de conhecimento que alguns metais apresentam essencialidade e
que exercem papéis importantes em sistemas vivos, sendo na forma iénica que
desempenham suas principais funcdes. Diversas biomoléculas presentes no
organismo humano sdo constituidas por ions metalicos, como por exemplo a
hemoglobina e a transferrina, enzimas de ferro que auxiliam no transporte de
oxigéniol?,

O uso dos metais para fins bioldgicos ndo é algo recente, diferentes
metais, tais como prata, ouro e cobre tem sido empregados neste sentido, desde as
civilizagdes antigas. Atualmente, estudos acerca de complexos metélicos e suas
propriedades bioldgicas sdo constantes na literatura, uma vez que 0s metais
proporcionam caracteristicas interessantes aos compostos formados, tais como
diferentes estados de oxidacdo, e a capacidade de se ligar a moléculas organicas
obtendo diferentes geometrias®*.

Desta forma, existem alguns compostos de coordenag¢do em uso para
tratamento de enfermidades como, por exemplo, os compostos auranofina e o
nitroprussiato de sédio (Figura 1), utilizados no tratamento da artrite reumatoide

e como vasodilatador, respectivamente®®,

2Na* |(|)| 2
OA Nao N ~N
:; < — / %ch’f \i‘\\C¢
AcO /@/ P
S ,?C C
AcO OAc N ﬁl \\\N
N
1 - 2 -

Figura 1-Estrutura dos compostos auranofina (1) e nitroprussiato de sodio (2).
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1.2- Cancer

Atualmente o cancer é considerado a segunda principal causa de
morte em nivel mundial, de forma que dados da Organizacdo Mundial da Saude
(WHO) mostram que no ano de 2018 cerca de 9,6 milhdes de mortes foram
resultado desta enfermidade e estudos realizados pelo mesmo érgédo estimam que
globalmente haja um aumento no numero de casos de cerca de 18,1 milhdes no
ano de 2018 para cerca de 29,5 milhes no ano de 204078,

No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer no ano de 2017,
houve cerca de 115.057 mil 6bitos em pessoas do sexo masculino e 103. 583 mil
no sexo feminino decorrentes dessa enfermidade. Estatisticas para o biénio 2018-
2019 sugerem a ocorréncia de cerca de 600 mil novos casos de cancer para cada
ano, sendo os mais incidentes o cancer de prostata e mama em mulheres (Figura
2)°.

Homens Mulheres

Prostata Mama
Pulmio Intestino
Intestino Colo do utero
Estomago Pulmao

Cavidade Oral Tireoide

Figura 2- Tipos de cancer mais incidentes estimados para o biénio de 2018-2019

separados por género. Fonte: INCA.

Esses dados alarmantes se devem a grande complexidade desta
enfermidade, uma vez que o cancer ¢ um termo genérico utilizado para designar

um grupo de mais de 100 doencas que podem atingir qualquer parte do corpo, e

2
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apresentam como caracteristica comum o crescimento celular descontrolado’®.
Em geral as células cancerigenas apresentam problemas de regulacdo do ciclo
celular, de forma que células com mutac@es, que normalmente seriam eliminadas,
conseguem progredir e se proliferarZ®,

Apbs a formacdo do tumor, as células cancerosas, essas células
podem migrar pela corrente sanguinea e invadir tecidos e 6rgdos, em um processo
denominado metastase que é caracteristico de tumores malignos e dificulta
consideravelmente o tratamento, sendo a principal causa de morte em pacientes

com cancer (Figura 3)**.

Crescimento e Difusdo pela
intravasamento corrente sanguinea

Adesdo e Invasdo de um novo Crescimento e
extravasamento tecido distante angiogénese

2R
T

o=,
(73
D 4

Figura 3- Representacdo do processo de metéastase.

Diversos fatores podem ser causadores de cancer, sendo eles
exogenos ou enddgenos. Cerca de 80 a 90% dos casos de cancer sdo ocasionados
por fatores externos, do proprio ambiente e estilo de vida do ser humano, podendo
incluir o tabagismo, obesidade, consumo de alcool e exposicdo solar, enquanto
apenas cerca de 10 a 20% estdo relacionados a fatores internos, como mutacées
genéticas’*?,

Alguns métodos podem ser empregados no tratamento do cancer, de
forma que estudos neste sentido sdo bastante frequentes. Os principais

procedimentos empregados com esse objetivo incluem procedimentos cirurgicos,

3
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em que ocorre a retirada do tumor, sendo comum em tumores em fase inicial
antecedendo a metastase; a quimioterapia, em que drogas sao administradas para
0 tratamento do cancer; e a radioterapia que consiste na incidéncia de radiacao
ionizante com o intuito de destruir ou impedir a proliferacdo de células
cancerigenas. No entanto, existem também possibilidades mais recentes como o
transplante de medula 6ssea utilizado para tipos especificos de cancer, que afetam
as células do sangue (leucemia e linfomas), que tem como fundamento a
substituicdo da medula dssea do paciente; a imunoterapia que envolve a utilizagédo
de componentes do sistema imunoldgico, como por exemplo o uso de anticorpos;
e a terapia alvo, que consiste na utilizacdo de substancias que agem em alvos
moleculares especificos para bloquear o crescimento e a propagacéo de celulas
cancerigenas. E importante ressaltar que os métodos expostos ndo sdo
necessariamente utilizados individualmente, podendo haver a combinagdo de

diferentes métodosi? 14,
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1.3- Complexos Metélicos com Atividade Antitumoral

Quando falamos de quimica bioinorganica, principalmente em
complexos metalicos como agentes antitumorais, € inevitavel pensar no complexo
cis-diaminodicloroplatina(ll) (Figura 4), que teve suas propriedades antitumorais
descobertas no ano de 1960 por Barnet Rosenberg, durante o estudo do
crescimento de col6nias de Escherichia coli em presenca de campo elétrico, onde
notou-se que alguns produtos da eletrolise de eletrodos contendo platina eram
capazes de inibir a divisdo celular nessa linhagem de bactérias. Apds a
identificacdo do complexo de platina(ll) com responsavel por essa atividade, o
mesmo recebeu grande atencdo tendo sua aprovacdo pela FDA no ano de
19781516,

Cl.  NH;

N\
Cl NH,
Figura 4- Estrutura do farmaco cisplatina.

Desde entdo até os dias atuais o farmaco cisplatina tem sido
amplamente utilizado e apresentado grande eficiéncia no tratamento de diferentes
tipos de cancer, como ovario, estbmago, pulmao, prostata, entre outros. Estudos
acerca do mecanismo de acdo da cisplatina demonstram que o farmaco,
administrado por via intravenosa, se mantém estavel até sua entrada na célula,
devido a alta concentracdo de ions cloreto presente no plasma sanguineo (~100
mM) porém, apds sua entrada via difusdo no meio intracelular devido a menor
concentracdo de ions cloreto (~4 mM), ocorrem sucessivas reacoes de hidrolise e
a nova espeécie se liga as bases do DNA, causando alteracGes em sua estrutura,
influenciando no processo de proliferacdo e induzindo a morte celulart’18,

Apesar do sucesso do cisplatina, alguns efeitos nocivos podem ser

atribuidos ao farmaco, tais como nofrotoxicidade, ototoxicidade, nauseas e
5
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resisténcial®?, Esses fatos impulsionaram os estudos acerca do desenvolvimento
de novos complexos metalicos com atividade antitumoral. Novos complexos de
platina seguiram sendo estudados e alguns deles mostraram-se promissores, como
€ 0 caso da carboplatina e da oxaliplatina, farmacos que também foram aprovados
para uso em nivel mundial (Figura 5)'%%, Estudos empregando metais do grupo
da platina (Pd(1l) e Ni(ll)) também foram e sdo desenvolvidos porém, até o
momento, ndo obtiveram 0 mesmo sucesso, todavia, na literatura pode-se
encontrar complexos com centros metalicos de Paladio(ll) e Niquel(ll) que
apresentam boa atividade sobre linhagens tumorais, conforme demostrado na
Figura 5 que traz um exemplo de complexos de Paladio(ll) e Niquel(1l) com boa

atividade sobre a linhagem tumoral de pulmao?*%,

0]
H
0
H3N gy (0]
(@) E o)
[0]

Carboplatina Oxaliplatina
@ arS .
©\I,) \Pd/ \© 0 (o
Nib_ /N
o) 0 S
Qe
A549: 10+ 0,12 uM A549: 0,5 +£0,02 uM

Figura 5- Estruturas dos complexos de platina (carboplatina e oxaliplatina)
utilizados no tratamento do cancer, e de compostos de niquel(1l) e paladio(ll) com

atividade frente a uma linhagem tumoral de pulméo.

Neste sentido, complexos contendo diferentes ions metalicos
seguiram sendo estudados com relacéo a possivel atividade antitumoral. Dentre
muitos estudos, os complexos de ruténio (Ru) despertam grande interesse devido

6
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as caracteristicas do metal, que incluem o fato de apresentar geometria octaedrica
diferindo da cisplatina e permitindo alocar um numero maior de ligantes, a
capacidade de alcancar diferentes estados de oxidacdo (Ru", Ru"' e Ru'Y) em
fluidos biologicos, possibilitando a obtencdo de pro-drogas ativadas através da
reducdo do fon Ru', além da possivel afinidade por biomoléculas com a
transferrina, devido a sua similaridade com o ferro?2°,

Na década de 80 Keppler e colaboradores descreveram um complexo
de ruténio com formula trans-[RuCl;(HIm).] (KP418) que apresentou atividade
in vivo consideravel em ratos, em um modelo de carcinoma colorretal, porém
possuindo efeitos nocivos como perda de massa e mortalidade, no entanto
inspirou a investigacdo de novos complexos com alteracdes estruturais. Neste
sentido, anos mais tarde, 0 mesmo grupo de pesquisa publicou os estudos do
complexo analogo ao KP418 denominado KP1019, com férmula estrutural trans-
[RuCl4(HInd).], onde o ligante imidazol é substituido por um ligante indazol. O
complexo KP1019 apresentou bons resultados para o cancer de célon, chegando
a inibir cera de 95% do volume do tumor em modelo animal, sem levar a morte,
no entanto o desenvolvimento dos estudos clinicos da Fase | foram dificultados
devido a baixa solubilidade do composto, o que levou a sintese de um novo
analogo contendo o contra-ion Na* (Na[RuCl4(HInd),]) denominado NKP-1339,
que aumentou a solubilidade em 30 vezes, permitindo a continuidade dos estudos
clinicos que ainda encontram-se em desenvolvimento. A Figura 6 encontram-se
apresenta as estruturas dos complexos mencionados?6?’.

O complexo NAMI-A ([Hzlm][trans-RuCl(dmso-S)(Him)]) (Figura
6) teve seus estudos de atividade antitumoral relatados no ano de 1992. Os
resultados demonstraram a eficiéncia do composto em reduzir a formacéo e o
crescimento de metastases pulmonares, sendo avaliados em testes in vitro e in
vivo. Os efeitos animadores do complexo levaram 0 mesmo a entrar em ensaios
clinicos, chegando a fase I/1l, porém sendo posteriormente descontinuado apos

estudos em combinagdo com a gencitabina (composto utilizado como

7
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quimioterapico) para o tratamento de cancer de pulmdo, em que foram
constatados consideravel toxicidade do complexo de ruténio, além do melhor
desempenho da gencitabina sozinha quando comparada a combinagcdo com
NAM |_A25,28,29

E§> | 9‘3 QT- N N h

+ NH
H C TN N [
| . Cl Ci.
ClL, \ Ll (N+ Ru~ LR-L"“‘CI T }|1+
N , LN a, | a N
Cl/'ll}\a HN-/7 Cl ] Cl a” |\Cl Ri (’J

HN N\ HN N\ ; ‘
4 N DMSO
HN—/7

KP418 KP1019 NKP-1339 NAMI-A

Figura 6- Estruturas quimicas dos complexos de ruténio KP418, KP1019, NKP-
1339 e NAMI-A.

O mecanismo de acdo desses compostos relaciona-se a ativagao dos
mesmos no meio celular decorrente da reducdo Ru''/Ru", e acredita-se que a
interacdo com biomoléculas como albumina e transferrina auxilia no transporte

dos complexos metalicos no organismo?’.
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1.4- Aciltioureias

Na quimica bioinorganica, além do centro metalico outro fator
importante é a escolha dos ligantes dentre as inUmeras moléculas possiveis. As
aciltioureias constituem uma classe de compostos descritas a muito tempo, desde
a década de 80. Sdo moléculas derivadas da tioureia, que apresenta estrutura
semelhante a uréia, porém contendo um atomo de enxofre ao invés de oxigénio,
no entanto, as aciltioureias apresentam um grupo acila, onde o grupo carbonila

encontra-se ligado ao nicleo da toureia (Figura 7)%.

O
IR
R; ﬁz N
R;
Figura 7- Estrutura basica dos ligantes aciltioureias.

Na literatura pode-se encontrar uma grande diversidade de
aplicacbes para esta classe de compostos, que vdo desde sua utilizagdo em
eletrodos de ifon seletivo®® até aplicacbes que envolvem suas propriedades
antifungica®, bactericida®® e antitumoral®. Além disso, a probabilidade de
alteracdo na estrutura dessas moléculas e grande, de forma que a mudanca de seus
grupos substituintes pode levar a um numero elevado de novas estruturas,
comumente encontram-se na literatura aciltioureias monossubstituidas e
dissubstituidas, que se diferenciam pelos grupos substituintes R; e R;. Além da
alteracdo de seus substituintes R, outra possibilidade é a alteracdo do atomo de
enxofre por um atomo de selénio, dando origem as selenoureias, que recentemente
vem sendo utilizadas na sintese de complexos metéalicos®%'.

Além da sua variedade estrutural, do ponto de vista da quimica de

coordenacdo estas moléculas se tornam muito interessantes devido a sua

versatilidade, uma vez que apresentam diferentes pontos de ligacdo podendo se
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coordenar a ions metélicos de diferentes maneiras, conforme elucidado na Figura
8%, O modo de coordenacdo mais comum na literatura é o modo bidentado através
dos atomos de oxigénio e enxofre3, no entanto existem outras possibilidades
descritas, sendo elas: monodentado (S)*, bidentado (O, N1)*, bidentado (S,
N2)*, bidentado (O, S) e monodentado (N1) (bimetalico)*, e bidentado (O, S)

sem que haja a desprotonacéo de N24,

/M\ M\ M R
7 2 o N

L. U4 3
Rl/kN N'RZ RI)LN N‘RZ R /”\N/&

R; H R, S
M\\ M /M\o
‘ R

Niry R C Ow AR,
0= R, Rl)\N)\lﬁ—R2 R, E N‘R

Rl H R3 3

Figura 8- Modos de coordenagéo descritos para os ligantes aciltioureias®®44,

Essa riqueza estrutural e as possibilidades de aplicacdo dessas
moléculas faz com que, apesar de serem conhecidas a muito tempo, ainda sejam
atualmente muito estudas. Neste sentido, nosso grupo de pesquisa, Laboratorio de
Estrutura e Reatividade de Compostos inorganicos (LERCI) vem desenvolvendo
trabalhos utilizando esta classe de ligantes na sintese de complexos com diferentes
ions metalicos (Pd", Pt" e Ru') desde 0 ano de 2014, investigando a aplicacéo dos
compostos sobre diferentes linhagens tumorais, e a doencas como tuberculose e
chagas.

Em um trabalho publicado pelo grupo no ano de 2014*, em que
complexos de paladio(ll) foram avaliados em uma linhagem de cancer de mama
(MDA-MB-231), observou-se que 0Ss compostos contendo ligantes com
substituintes R, e Rz alifaticos apresentaram maior atividade quando avaliados na
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linhagem tumoral, quando comparados a ligantes com substituintes aromaticos,

conforme exposto na Figura 9. A mesma tendéncia foi observada anos mais tarde,

em complexos de Pt publicados no ano de 2018 (Figura 9)%.
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Figura 9- Complexos de Paladio(11)* e Platina(l1)* sintetizados pelo grupo de

pesquisa LERCI e seus valores de ICso (UM) na linhagem tumoral de céancer de

mama MDA-MB-231.

Ainda no mesmo ano, complexos de ruténio(ll), contendo esta

mesma classe de ligantes foram estudados frente a uma linhagem tumoral de

mama (MDA-MB-231) (Figura 10). Neste caso foi possivel observar que os

compostos que continham ligantes com grupos substituintes alifaticos menores

apresentaram maior atividade quando comparados a um ligante contendo um

grupo R, aromatico com cadeia maior*’. Os resultados obtidos nestes trabalhos

indicaram que a alteracdo dos grupos substituintes pode interferir na atividade

citotoxica dos complexos metélicos contendo ligantes aciltioureias.
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Figura 10- Complexos de ruténio contendo ligantes aciltioureia sintetizados pelo
grupo LERCI e seus valores de 1Cso (UM) na linhagem tumoral de mama MDA-
MB-231.
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo a sintese de complexos metalicos
contendo ligantes aciltioureias dissubstituidas e o estudo de sua atividade
citotoxica. Desta forma foi proposta a sintese de novos 11 complexos metalicos
divididos em duas diferentes séries, onde a série 1 teve como objetivo a sintese de
cinco complexos de ruténio contendo ligantes bipiridina, bifosfina (1,2-
bis(difenilfosfina)etano (dppe) ou 1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb)) e
aciltioureias (N’,N’-dimetil-N-benzoil-tioureia, N’,N’-dimetil-N-tiofenil-tioureia
ou N’,N’-dimetil-N-furoil-tioureia), variando-se as duas ultimas classes de
ligantes e avaliando a influéncia desta variacdo na atividade citotoxica; e a série
2 teve como finalidade a sintese de seis complexos contendo os ligantes 1,2-
bis(difenilfosfina)etano (dppe) e aciltioureias (N’,N’-dimetil-N-benzoil-tioureia
ou N’,N’-dimetil-N-tiofenil-tioureia)contendo diferentes ions metalicos (Ni", Pd"

e Pt"") com o intuito de avaliar os efeitos na citotoxicidade.

2.2- Objetivos Especificos

De forma a cumprir o objetivo principal, os seguintes objetivos
especificos foram realizados:
Sintetizar os complexos precursores [RuClz(bipy)(dppe)], [RuCl,(bipy)(dppb)],
[NiClx(dppe)], [PACl(dppe)] e [PtCl,(dppe)].
Sintetizar os complexos da série 1 com férmula geral [RuL,(bipy)(P-P)]PFs, em
que L,: N’,N’-dimetil-N-benzoil-tioureia, N’,N’-dimetil-N-tiofenil-tioureia ou
N’,N’-dimetil-N-furoil-tioureia e P-P: 1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppe) ou 1,4-
bis(difenilfosfina)butano (dppb).

13
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Sintetizar os complexos da série 2, com formula geral [ML,(dppe)]BF4, onde M:
Ni', Pd" ou Pt" e L, N’,N’-dimetil-N-benzoil-tioureia ou N’,N’-dimetil-N-
tiofenil-tioureia.

Caracterizar os complexos sintetizados a partir de técnicas como analise
elementar, condutividade molar, espectroscopias no infravermelho e UV-Vis,
RMN de 3P{H}, H, e ¥C{H}, voltametria ciclica e difracdo de raios x de
monocristal.

Realizar o ensaio de viabilidade celular in vitro dos complexos frente as linhagens
tumorais de mama (MDA-MB-231 e MCF-7) e pulméo (A549), e ndo tumorais
MCF-10A (mama) e MRC-5 (pulmao).

Avaliar a capacidade dos complexos de alterar a morfologia e influenciar na
migracdo celular e crescimento de col6nias, bem como estudar a influéncia dos
mesmos no ciclo celular e no mecanismo de morte na linhagem MDA-MB-231.
Realizar ensaios de interagdo com DNA a partir de técnicas como viscosidade,
eletroforese em gel de agarose, ensaio competitivo com Hoechst33258 e
dicroismo circular, a fim de avalia-lo como possivel alvo para 0 mecanismo de
acao.

Avaliar a capacidade dos complexos interagirem com a proteina HSA.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

3.1- Obtencao de Atmosfera inerte
Todas as sinteses descritas neste trabalho foram realizadas utilizando

atmosfera de argonio, obtida a partir da passagem de um fluxo do gés, proveniente
da White Martins, por um sistema de colunas compostas por silica gel, cloreto de
calcio e catalisador do tipo BTS-R-3-11 (Fluka), mantido a 60°C.

3.2- Solventes e Reagentes

Todos os solventes utilizados foram submetidos a purificagao prévia
seguindo os métodos padrdes. Os reagentes foram utilizados sem purificacdo
prévia: RuClz.3H,0 (Sigma-Aldrich), C4HsNiO4.4H,0 (Fluka), t-[PdCl,(PPhs).]
(precmet), K,[PtCl,] (precmet), KPFg (Fluka), 1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppe)
(Strem Chemicals), 1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb) (Strem Chemicals), 2,2’-
bipiridina (bipy) (Sigma-Aldrich), CT-DNA (Calf Thymus) (Sigma-Aldrich),
Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich), HSA (Human Serum Albumin) (Sigma-Aldrich)
e MTT(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromide) (Sigma-
Aldrich), meio de cultura DMEM (Vitrocell), meio de cultura RPMI (Vitrocell).

3.3- Instrumentacéao

3.3.1-  Anélise Elementar
A determinacdo dos teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e

enxofre dos complexos foi realizada no Laboratorio de Anélise Elementar do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos, utilizando-se
um analisador CHN modelo EA 1108 da FISONS.

3.3.2- Condutividade Molar
Para a realizagdo das medidas de condutividade molar foi
empregado um condutivimetro Meter Lab., modelo CDM230, utilizando

solugdes dos complexos na concentragédo de 1x10- mol L em diclorometano.
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3.3.3-  Espectroscopia no Infravermelho
Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos utilizando-se
um espectrofotdmetro da marca Bomen-Michelson FT, modelo MB-102 na regido

de 4000-200 cm?, em pastilhas de KBr mantido previamente na estufa a 120°C.

3.3.4-  Espectroscopia no UV-Vis

A coleta dos espectros de UV-Visivel foi realizada em um
espectrofotobmetro de arranjo de diodo da Hewlett Packard (HP) 8452A. As
medidas foram realizadas em diclorometano, utilizando cubetas de 1 c¢cm de

caminho dptico.

3.3.5-  Voltametria Ciclica

Para a realizacdo das medidas eletroquimicas dos complexos,
utilizou-se um potenciostato/gauvanostato Electrochemical Analizer, modelo
BAS 100B. Os complexos foram solubilizados em uma solucdo de PTBA em
diclorometano (0,1M). As medidas foram realizadas empregando-se uma célula
eletroquimica convencional contendo trés eletrodos, tendo-se um eletrodo de

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

3.3.6-  Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclerar

Os espectros de RMN de 3P{*H}, H, BC{'H}, COSY, HSQC,
HMBC e DEPT 135 dos compostos foram obtidos em um equipamento BRUKER
DRX 400 MHz sob supervisdo do professor Prof. Dr. Antdnio Gilberto Ferreira,

no departamento de quimica da Universidade Federal de Séo Carlos.

3.3.7-  Difracéo de Raios X
As medidas de difracdo de raios x de monocristal dos complexos
sintetizados foram realizadas pelo Prof. Dr. Eduardo Ernesto Castellano e pelo

MSc. Jodo Honorato de Araudjo Neto no Laboratorio de Cristalografia do Instituto
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de Quimica da USP de Sdo Carlos. Para a coleta dos dados utilizou-se
difratbmetros do tipo automatico Enraf-Nonius Kappa-CCD e Apex Il Duo,
ambos utilizando radiacdo da linha Ka do molibdénio (0,71070 A). Os
refinamentos foram realizados por métodos diretos utilizando o programa
SHELXS 97.

3.4- Sinteses
3.4.1-  Sintese dos Ligantes

A sintese dos ligantes aciltioureias foi realizada seguindo uma
metodologia previamente descrita na literatura®®. A uma solucdo do respectivo
cloreto de acila em acetona seca (cloreto de benzoil, cloreto de tiofenil ou cloreto
de furoil), adicionou-se gota-a-gota uma suspensdo de tiocianato de potassio
(KSCN) no mesmo solvente. Essa mistura foi mantida em agitacdo até o
surgimento de um sélido de coloracdo branca (KCI), indicando a formacéo do
isotiocianto organico, e colocada em banho de gelo para a lenta adicdo de
dimetilamina. A reacdo foi mantida em agitacdo por cerca 9 horas, até a obtencéo
do produto (o que foi observado por cromatografia de camada delgada). Apds o
tempo reacional adicionou-se dgua gelada para obtencdo do solido de interesse,

que foi recristalizado em uma mistura acetona/agua (50:50 v/v).

3.4.2- Sintese dos Complexos Precursores
3.4.2.1- Sintese do Complexo [RuClz(PPhs)s]

A sintese do complexo [RuCl,(PPhs)s] foi realizada segundo
metodologia descrita por Stephenson&Wilkinson®. Inicialmente adicionou-se
1,00 g (4,82 mmol) de RuCl;.nH,0 em metanol (250 mL) previamente desaerado,
mantendo essa mistura em refluxo por 15 min em atmosfera de argénio. Apos o
arrefecimento da solugédo, adicionou-se 5,75 g (21,9 mmol) de trifenilfosfina

(PPh3) e manteve-se a reacdo em refluxo por 3h. Apds o tempo reacional o sélido
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marrom escuro formado foi separado por filtragdo, lavado com metanol e seco a
vacuo. Rendimento: 90% (4,16 g).

3.4.2.2- Sintese do Complexo cis (Cl), trans (PPhs)-[RuCl>(PPhs)2(bipy)]

O complexao cis, trans-[RuCl,(PPhs).(bipy)] foi sintetizado partindo-
se de 1,00 g (1,04 mmol) do complexo[RuCl,(PPh3)s] que foi adicionado em
diclorometano (50 mL) previamente desaerado juntamente com 0,18 g (1,15
mmol) do ligante 2,2 -bipiridina, conforme descrito na literatura®. A reacgédo foi
mantida em agitacdo por 30 min, e posteriormente o volume foi reduzido para
cerca de 2 mL e a precipitacdo do produto induzida com adicéo de eter etilico. O
solido foi filtrado, lavado com éter etilico e seco sob vacuo. Rendimento: 80%
(0,71 g).

3.4.2.3- Sintese do Complexo cis-[RuClz(bipy)(dppe)]

Para a sintese do complexo cis-[RuCl,(bipy)(dppe)] adicionou-se a
um baldo de duas bocas contendo tolueno desaerado 1,0 g (1,17 mmol) do
complexo cis, trans-[RuCl,(PPhs),(bipy)] e 0,93 g (2,3 mmol) de dppe. A reacédo
foi mantida em agitacdo e aquecimento por 48h. Apos o tempo de reacdo o
produto resultante foi filtrado, lavado com éter etilico e seco a vacuo.
Rendimento: 89% (0,76 g).

3.4.2.4- Sintese do Complexo [RuClx(dppb)]2(n2-dppb)]

Para a realizacdo da sintese desse complexo seguiu-se uma
metodologia ja descrita na literatura®!, em que 1,00 g (1,04 mmol) do complexo
[RuCl2(PPhs)s] foi adicionado em um baldo de duas bocas contendo hexano
previamente desaerado (200 mL), seguindo-se da adicdo de 0,98 g (2,30 mmol)
de 1,4bis-(difenilfosfina)butano (dppb). A reacéo foi entdo mantida em agitacao,
aquecimento e atmosfera a de argbnio por 6 horas. O precipitado verde formado

foi filtrado, lavado com hexano e seco sob vacuo. Rendimento = 95% (1,6 g).
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3.4.2.5- Sintese do Complexo cis-[RuClx(bipy)(dppb)]

Em um baldo de duas bocas contendo tolueno desaerado (250 mL)
adicionou-se o complexo [RuClz(dppb)]2(p2-dppb)] (1,50 g - 0,92 mmol) e 0
ligante 2,2’-bipiridina (0,290 g — 1,85 mmol). O sistema foi mantido em agitacéo,
refluxo e atmosfera inerte por 48 horas®. Apds o tempo reacional, o precipitado
vermelho formado foi filtrado em funil de placa sinterizada, lavado (tolueno e

hexano) e seco a vacuo. Rendimento= 90% (0,62 g).

3.4.2.6- Sintese do Complexo cis-[NiCl>(dppe)]

A sintese do complexo precursor cis-[NiCly(dppe)] foi realizada
seguindo uma metodologia previamente descrita para um composto semelhante®,
onde o sal acetato de niquel(ll) (C4HeNiO4. 4H,0) (0,50 g — 2,00 mmol) foi
solubilizado em 60 mL de metanol, seguido da adi¢édo do ligante dppe (0,88 g —
2,21 mmol). Ap6s a mudanca de coloracdo da reagéo, inicialmente verde, para
alaranjado, adicionou-se 0,340 mL de HCI concentrado, levando a formacéo de

um sélido da mesma cor. Rendimento: 82% (0,87 g).

3.4.2.7- Sintese do Complexo cis-[PdClz(dppe)]

Para a sintese do complexo cis-[PdCl,(dppe)] partiu-se de uma
solugdo do compostos trans-[Pd(PPh3)Cl,] 1,85 mmol (1,30 g) em diclorometano
(70 mL), adicionando-se 2mmol (0,80 g) do ligante dppe. A mistura reacional foi
mantida em refluxo por 24 horas sob atmosfera inerte. Ap6s o tempo de reacdo, a
solucdo foi concentrada, e induzida a precipitacdo com a adi¢do de hexano®. O
solido foi filtrado, lavado com hexano e éter e seco a vacuo. Rendimento: 95%
(1,01 g).
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3.4.2.8- Sintese do Complexo cis-[PtCl.(dppe)]

A sintese do complexo precursor cis-[PtCly(dppe)] foi realizada
adicionando-se o ligante dppe (1,85 mmol — 0,74 g) em metanol previamente
desaerado (50 mL), e mantendo-se em refluxo até a total solubilizacdo. Apods o
arrefecimento da solucdo, adicionou-se o sal K;[PtCl4] (1,81 mmol — 0,75 @)
previamente solubilizado em diclorometano (120 mL) e manteve-se a reacdo em
refluxo e atmosfera inerte por 24 horas®*>°. Apés o tempo reacional, 0 volume foi
reduzido, havendo o surgimento de um solido, que foi solubilizado em DMF (20

mL), e recristalizado em éter dietilico. Rendimento: 82% (0,98 g).

3.4.3- Sintese dos Complexos Metalicos
3.4.3.1- Sintese dos complexos com formula geral [RuLn(bipy)(P-P)]PFs

(Série 1)

Para a sintese dos complexos de ruténio com formula geral
[RuL,(bipy)(P-P)]PFs (1-6) solubilizou-se o sal KPFs (0,150 mmol) em uma
mistura diclorometano/metanol (40:30) (50 mL) seguida do ligante aciltioureia
(N, N-dimetil-N’-benzoiltioureia (L1), N, N-dimetil-N’-tiofeniltioureia (L2) ou N,
N-dimetil-N’-furoiltioureia(Ls)) (0,138 mmol (1-3); 0, 132 mmol (4-6)) e o
respectivo precursor (cis-[RuCl,(bipy)(dppe)] (0,138 mmol) ou cis-
[RuCl,(bipy)(dppb)] (0,132 mmol)). A reacdo foi mantida em agitacdo e
aquecimento por 10 horas. O composto foi precipitado a partir da reducdo do
volume (cerca de 2 mL) e subsequente adicdo de agua destilada. Os complexos
foram lavados com agua e hexano, e secos sob vacuo. Cristais adequados para
difracdo de raios x foram obtidos por recristalizacéo a partir de uma mistura de
diclorometano/metanol. Esse procedimento geral pode ser observado na Figura
11. A sintese e caracterizacdo do complexo 4 foram descritas anteriormente por

Barolli e colaboradores®®.
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[Ru(Ly)(bipy)(dppe)]PFs (1): sélido alaranjado, rendimento: 70% (0,098 g). RMN
de 'H (400 MHz, CDCls, 298K) (multiplicidade, constante de acoplamento,
atribuicao): o (ppm): 9,43 (d, J 5,1 Hz, H5a bipy); 8,31 (d, J 5,5 Hz, 2H bipy, 2a,
5b); 7,88-7,76 (m, 4H, H3a, H4b bipy; Ph dppe); 7,61-7,59 (m, 2H, H6, 1€ H10,,);
7,53-7,44 (m, 2H, Phpeta dppe); 7,39-7,28 (m, 7H, H4a e H2b bipy; 5H Ph dppe);
7,25-7,13 (m, 9H, H7.1; H91; H8. 1. 6H Ph dppe); 7,02-6,99 (m, 1H, Phyara dppe);
6,92-6,88 (m, 2H, Phneta dppe); 6,61-6,57 (m, 2H, Phoro dppe); 6,34-6,31 (m, 1H,
H3b bipy); 3,03 (s, 3H, CHsL,); 2,73 (s, 3H, CHsL,); 2,62-2,34 (m, 4H, CH,
dppe). RMN 3C{*H} (100 MHz, CDCls, 298K): & (ppm): 174,56 (C3 L1); 170,12
(C4 L4); 157,39 (Cquaternario bipy); 157,01 (Cquaterario bipy); 155,19 (C bipy) 150,78
(C5a bipy); 138,53-125,67 (C bipy; C Phggpe; C L1); 124,43 (C3b bipy); 123,68
(C5b bipy); 123,34 (C2a bipy); 41,14 (CHs L;); 40,20 (CHs; L4); 29,77-29,13 (CH;
dppe); 25,31-25,08 (CH, dppe). RMN de 3P{*H} (CH,CI; (D,0)): & (ppm): 69,97
(d); 67,3 (d); Jp-p=19 Hz.

[Ru(Ly)(bipy)(dppe)]PFs (2): solido alaranjado, rendimento: 54% (0,075g). RMN
de 'H (400 MHz, CDCls, 298K) (multiplicidade, constante de acoplamento,
atribuicdo): & (ppm): 9,43 (d, J 5,3 Hz, 1H, H5a bipy); 8,35 (d, J 8,1 Hz, 1H, H2a
bipy); 8,31 (d, J 8,0, 1H, H5b bipy); 7,94-7,91 (m, 1H, H3a bipy); 7,86-7,71(m,
3H, H4b bipy e 2H Ph dppe); 7,53-7,44 (m, 2H, Phoo dppe); 7,42-7,36 (m, 1H,
H4a bipy); 7,36-7,28 (m, 5H, H2b bipy, 4H Ph dppe); 7,25-7,14 (m, 9H,3H L, e
6H Ph dppe); 7,01-6,98 (m, 1H, Phpara dppe); 6,92-6,87 (m, 3H, 2H Ph dppe);
6,63-6,58 (M, 2H, Ph,, dppe); 6,32-6,29 (m, 1H, H3b bipy); 3,62-3,31 (m, 2H,
CH, dppe); 2,97 (s, 3H, CHs Ly); 2,73 (s, 3H, CHs L,); 2,62-2,34 (m, 2H, CH,
dppe). RMN de BC{*H} (100 MHz, CDCls, 298K): & (ppm): 174,12 (C3 L,);
166,18 (C4 L,); 157,48 (Cquaermario bipy); 155,89 (C bipy); 150,92 (C5a bipy);
144,96 (Cquaernario Ph dppe); 138,64 (C3a bipy); 138,15-127,81 (C bipy; C Ly; C
Phappe); 125,74 (C2a bipy); 124,32 (Core dppe); 123,64 (C5b bipy); 123,47 (C2a
bipy); 41,03 (CH; L,); 40,16 (CHj3 Ly); 29,70-29,99 (CH, dppe); 25,55-24,74
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(CH, dppe). RMN de 3P{'H} (CH.Cl, (D;0)): & (ppm): 70,0 (d); 67,4 (d); Jp-p =
19 Hz.

[Ru(L3)(bipy)(dppe)]PFs (3): sélido alaranjado, rendimento: 65% (0,090 g). RMN
de 'H (400 MHz, CDCls;, 298K) (multiplicidade, constante de acoplamento,
atribuicao): o (ppm): 9,42 (d, J 5,5 Hz, 1H, H5a bipy); 8,37 (d, J 8,1 Hz, 1H, H2a
bipy); 8,29 (d, J 7,9 Hz, 1H, 5b bipy); 7,95-7,91 (m, 1H,H 3a bipy); 7,84-7,79 (m,
2H, Phoro dppe); 7,75-7,71 (m, 1H, H4b, bipy); 7,52-7,44 (m, 3H, 2H Phq dppe
e 1H Phyara dppe); 7,42-7,36 (m, 1H, H4a bipy); 7,35-7,28 (m, 6H, 3H L3 e 3H Ph
dppe); 7,25-7,14 (m, 6H, Ph dppe); 7,00-6,97 (m, 1H, Phpara dppe); 6,91-6,86 (m,
2H, Phpeta dppe); 6,64-6,56 (m, 2H, Phoro dppe); 6,54 (dd, 1H, H2b bipy); 6,32-
6,26 (m, 2H, H3b bipy; Php dppe); 3,62-3,31 (m, 2H, CH, dppe); 2,98 (s, 3H, CH3
Ls); 2,70 (s, 3H, CH3 L3); 2,62-2,34 (m, 2H, CH, dppe). RMN de **C{*H} (100
MHz, CDCl3, 298K): 6 (ppm): 174,24 (C3 Ls); 162,39 (C4 Ls); 157,21(Cquaternario
bipy); 155,66 (C Phgppe); 152,07 (Cquatemario DIpY); 150,75 (C5a bipy); 144,46 (C
Phggpe); 138,42 (C3a bipy); 137,64 (C4b bipy); 134,39-127,76 (C bipy; C Ls. Ph
dppe); 125,65 (C4a bipy); 124,21-111,66 (C bipy; C Phgppe); 40,83 (CH3 Ls);
39,94 (CH; Ls); 29,70-29,01 (CH, dppe); 25,28-24,87 (CH, dppe). RMN de
$1P{'H} (CH.CI; (D20)): & (ppm): 70,0 (d); 67,4 (d); Jp-p = 19 Hz.

[Ru(Ly)(bipy)(dppb)]PFs (5): solido alaranjado, rendimento: 80% (0,100 g). RMN
de 'H (400 MHz, CDClIs, 298K) (multiplicidade, constante de acoplamento,
atribuicéo): & (ppm): 8,99 (m, 1H, H5a bipy); 8,54 (d, J 5.0 HZ, 1H, H5b bipy);
8,22-8,20 (m, 1H, H 2b bipy); 8,11-,8,08 (m, 1H, H3b bipy); 7,91-7,87 (m, 2H,
Phorto dppb); 7,81-7,79 (m, 1H, H2a bipy); 7,72-7,58 (m, 2H, Phq dppb); 7,48-
7,11 (m, 15H, 10H Phgppe; 2H Ly); 7,07 (m, 1H, H4b bipy); 7,02-6,96 (m, 1H, L»);
6,85-6,78 (m, 1H, Phpara dppb); 6,74 (M, 2H, Phmeta dppb); 6,34 (M, 2H, Phoro
dppb); 3,29-3,16 (m, 1H, CH, dppb); 3,07 (s, 3H, CHs L,); 2,95 (s, 4H,1H CH,
dppb e 3H CH3 Ly); 2,53-2,33 (m, 3H, CH, dppb); 2,08-1,88 (m, 2H, CH, dppb);
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1,44-1,29 (m, 1H, CH, dppb). RMN de 3C{!H} (100 MHz, CDCls, 298K): &
(ppm):173,78 (C3 Ly); 166,25 (C4 Ly); 158,54 (Clbguatemario Dipy); 157,80 (C5b
bipy); 156,40 (Claguaemario bipy); 150,67 (C5a bipy); 144,78 (Cquatemarioc dppb);
140,45(Cquatemario dppb); 138,73 (C3b bipy); 137,40 (C3a bipy); 137,23-127,52 (C
bipy; C dppb; C L,); 125,05 (C4a bipy); 124,79 (C4b bipy); 12,80 (C2b bipy);
122,60 (C2a bipy): 41,15 (CHs Ly); 40,25 (CHs L,); 31,12-30,23 (CH, dppb):;
28,90 (d, CH. dppb). RMN de 3P{*H} (CH.CI, (D-0)): & (ppm): 43,1(d); 36,0
(d); Jp.p = 31 Hz.

[Ru(L3)(bipy)(dppb)]PFs (6): solido alaranjado, rendimento: 71% (0,096 g). RMN
de 'H (400 MHz, CDCls, 298K) (multiplicidade, constante de acoplamento,
atribuicdo): & (ppm): 8.99-8.91 (m, 1H, H5a bipy); 8,52 (d, 5,7 HZ, 1H, H5b
bipy); 8,29-8,20 (m, 1H, H2b bipy); 8,15-8,08 (m, 1H, H3b bipy); 7,96-7,86 (m,
2H, Phoro dppb); 7,86-7,80 (m, 1H, H2a bipy); 7,70-7,60 (m, 2H, Ph, dppb);
7,56-7,49 (m, 1H, H3a bipy); 7,47-7,36 (m, 4H, 2HPhpeta dppb; 2HPhyara dppb);
7,33-7,27 (M, 2H, Phyeta dppb); 7,25-7,11 (m,7H, 2H Phgro dppb, 2H Phpeta dppb,
1H Phyara dppb, e 1Hg L3); 7,08-7,01 (m, 1H, H4b bipy); 6,95-6,87 (m, 2H, H4a
bipy, and Phpara dppb); 6,78-6,69 (m, 2H, Phpeta dppb); 6,40-6,28 (m, 3H, 2H
Phoro dppb, and 1Hs Ls); 6,26-6,20 (m, 1H, HsLs); 3,30-3,17 (m, 1H, CH, dppb);
3,05-2,87 (m, 7H, 6H CHsL3, 1H CH2 dppb); 2,45-2,36 (m, 2H, CH, dppb); 2,07-
1,88(m, 2H, CH, dppb); 1,34-1,24 (m, 2H, CH, dppb).**C NMR (100 MHz,
CDCls, 298K): 6 (ppm):174,07 (C3 Ls); 162,82 (C4 L,); 158,60 (Clbguaternsrio
bipy); 157,73 (C5b bipy); 156,45 (Claguaternario DIpY); 151,86 (Cquaternario L3); 150,64
(C5a bipy); 144,56 (C6 Ls); 140,72 (Cquaemario dppb); 138,89 (C3b bipy); 137,37
(C3a bipy); 137,00 (Cquaternario dppb); 134,51 (C Phoro dppb); 133,83 (C Phoro
dppb); 133,24 (Cguaternario dppb); 132,86 (Cquatemario dppb); 131,05-130,52 (C Ph
dppb); 130,00 (C Phoro dppb); 128,87 (C Phmeta dppb; C Phpara dppb)128,31-
128,58 (C Ph dppb); 125,10 (C4a bipy); 124,78 (C4b bipy); 123,98 (C2b bipy);
122,66 (C2a bipy); 114,41 (C8 Ls); 111,77 (C7 Ls); 41,09 (CHs Ls); 40,23 (CHs
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Ls); 31,15 (CH, dppb); 29,35 (CH, dppb); 25,12 (CH, dppb); 22,70 (CH, dppb).
RMN de 3'P{*H} (CH,Cl, (D;0)): & (ppm): 43,4 (d); 36,1 (d); Jp.p = 31 Hz.

3.4.3.2- Sintese dos complexos com formula geral [MLn(dppe)]BF4 (Série 2)

A sintese dos complexos com férmula geral [ML,(dppe)]BF4 (7-12)
foi realizada solubilizando-se o ligante aciltioureia (L1 (N, N-dimetil-N’-
benzoiltioureia), ou L, (N, N-dimetil-N’-tiofeniltioureia)) (0,189 mmol M=Ni'";
0,174 mmol M=Pd"; 0,151 mmol M=Pt') em metanol (50 mL) seguido pela
adicdo do respectivo precursor ([NiClx(dppe)] (0,189 mmol), [PdCly(dppe)]
(0,174 mmOl)ou [PtCl,(dppe)] (0,151 mmol)), e o sal NaBF,. Manteve-se a reacdo
em aquecimento e agitacdo durante 3 horas. O volume da mistura reacional foi
reduzido (2 mL) e a precipitacdo induzida pela adicdo de dgua destilada. O sélido

foi filtrado, lavado com agua destilada e seco sob vacuo.

[Ni(L1)(dppe)]BF4 (7): sélido amarelo, rendimento: 52% (0,075 g). RMN de H
(400 MHz, CDCls, 298K) (multiplicidade, constante de acoplamento, atribuicéo):
o (ppm): 7,89-7,77 (m, 8H, Phoro dppe); 7,64-7,61 (m, 4H, Phpara dppe); 7,59-7,49
(m, 8H, Phpeta dppe); 7,39-7,34 (m, 3H, Ly, Hio, Hg)); 7,10-7,07 (M, 2H, L7, H));
3,42 (s, 1H, L1 CHy); 3,18 (s, 1H, L; CH3); 2,91-2,74 (m, 2H, CH, dppe); 2,68-
2,50 (m, 2H, CH; dppe). RMN B¥C{!H} (100 MHz, CDCls, 298K): & (ppm):
172,42 (C3 L,); 171,16 (C4 L,); 136,10 (C5 L,); 133,64-133,27 (Corto dppe);
132,93-132,60 (Cpara dppe); 132,19 (L1); 130,00-129,56 (Creta dppe); 129,30 (L1);
128,03 (L1); 126,60-125,35 (Cquaeernario dppe); 41,44 (L1 CHs); 40,52 (L; CHa);
29,81-28,71 (CH, dppe); 23,87-23,43 (CH, dppe). RMN de 3P{*H} (CH.Cl,
(D20)): 6 (ppm): 60,9 (d); 56,2; (d) Jp-p = 67 Hz.

[Ni(L2)(dppe)]BF4 (8): sélido amarelo, rendimento: 68% (0,097 g). RMN de *H
(400 MHz, CDCl3, 298K) (multiplicidade, constante de acoplamento, atribuicéo):
o (ppm): 7,85-7,80 (m, 8H, Phoro dppe); 7,62-7,59 (M, 4H, Phpara dppe); 7,56-
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7,51(m, 8H, Phpea dppe); 7,34 (d, J 4,0 Hz, 1H, Lyng); 6,81-6,78 (m, 2H,
Linen7)); 3,36 (S, 3H, L CHg); 3,15 (s, 3H, Ly CH3 ); 2,87-2,74 (m, 2H, CH,
dppe); 2,60-2,47 (m, 2H, CH; dppe). RMN de ¥C{*H} (100 MHz, CDCls, 298K):
5 (ppm): 171,59 (C3 Ly); 166,95 (C4 Ly); 142,31 (C5 Ly); 133,64-132,96 (Coro
dppe); 132,57 (Cpara dppe); 132,26 (C8 Ly); 131,89 (Ly); 129,97-129,55 (Creta
dppe); 127,98 (L1); 126,73-125,23 (Cquaeerario dppe); 41,28 (L1 CHa); 40,42 (L,
CHa); 29,81-28,86 (CH. dppe); 23,75-23,32 (CH, dppe). RMN de 3P{'H}
(CH.CI; (D20)): o (ppm): 61,1 (d); 56,2 (d); Jp-p = 67 Hz.

[Pd(L1)(dppe)]BF, (9): sélido branco, rendimento: 72% (0,100 g). RMN de H
(400 MHz, (CD3).CO, 298K) (multiplicidade, constante de acoplamento,
atribuicdo): 6 (ppm): 8,00-7,92 (m, 8H, Phoro dppe); 7,75-7,71 (M, 6H, 4H Phyara
dppe e 2H Ly and H10)); 7,67-7,62 (M, 8H, Phieta dppe); 7,48-7,44 (m, 1H, Lig));
7,28-7,24 (m, 2H, L7 and 1o); 3,47 (S, 3H, L1 CHs); 3,33 (s, 3H, L; CH3); 3,31-
3,14 (m, 2H, CH; dppe); 3,10-3,01 (m, 2H, CH; dppe, sinal sobreposto ao sinal
do solvente). RMN de *C{*H} (100 MHz, (CD3),CO, 298K): & (ppm): 172,58
(C3 L1); 169,82 (C4 L,); 136,84 (C5 L4); 134,26-133,89 (Coro dppe); 133,67-
133,37 (Cpara dppe); 132,57 (C8 L4); 130,40-130,05 (Creta dppe, C6 e C10 L,);
128,64 (C7 e C9 L;); 128,35-126,92 (Cguaternario dppe); 42,06 (L1 CH3); 40,76 (L1
CHg); 30,70-29,02 (CH, dppe sobreposto ao sinal do solvente); 22,29-24,86 (CH,
dppe). RMN de 3P{*H} (CH,CI, (D,0)): & (ppm): 64,6 (d); 58,6 (d); Jpp = 22
Hz.

[Pd(L>)(dppe)]BF, (10): sélido branco, rendimento: 80% (0,112 g). RMN de H
(400 MHz, (CD3),CO, 298K) (multiplicidade, constante de acoplamento, inegral,
atribui¢do): ¢ (ppm): 8,01-7,92 (m, 8H, Phoro dppe); 7,75-7,69 (M, 4H, Phyara
dppe); 7,65-7,61 (m, 9H, Phmeta dppe, Hel2); 7,32 (d, J 2,9 Hz, 1H, Lyng); 7,02
(dd, J 4,9 Hz, 3,8 Hz, 1H, Lynn); 3,42 (s, 3H, L, CH3); 3,30 (s, 4H, L, CHs e CH;
dppe); 3,25-3,18 (m, 1H, CH, dppe); 3,05-2,99 (m, 1H, CH, dppe); 2,98-2,90 (m,
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1H, CH; dppe). RMN de 3C{*H} (100 MHz, (CD3)>CO, 298K): & (ppm): 171,97
(C3 Ly); 166,15 (C4 L»); 143,14 (C5 Ly); 134,55-134,04 (Coro dppe); 133,95-
133,32 (Cparadppe e C6 L,); 132,81 (C8 L,); 130,58-130,28 (Creta dppe); 128,84
(C7 Ly); 128,30-126,94 (Cquatemario dppe); 42,14 (CHs Ly); 40,91 (CH; Ly); 30,96-
30,58 (CH; dppe sobreposto ao sinal do solvente); 25,09-24,66 (CH, dppe). RMN
de 3'P{*H} (CHCl; (D20)): & (ppm): 64,6 (d); 57,9 (d); Jp.p = 22 Hz.

[Pt(L1)(dppe)]BF4 (11): sélido branco, rendimento: 52% (0,070 g). RMN de H
(400 MHz, (CD3),CO0, 298K) (multiplicidade, constante de acoplamento, integral,
atribui¢do): ¢ (ppm): 8,01-7,89 (m, 8H, Phoro dppe); 7,75-7,69 (M, 4H, Phyara
dppe); 7,68-7,60 (m, 10H, 8H Phnea dppe; H6 e H10 L,); 7,51-7,45 (m, 1H,
H8L,); 7,28-7,22 (m, 2H, H7 e H9 L;); 3,53 (s, 3H, CHsL1); 3,35 (s, 3H, CHsLy);
3,20-3,02 (m, 2H, CHyL;); 3,00-2,86 (m, 2H, CH,L;). RMN de BC{*H} (100
MHz, (CD3).CO, 298K): & (ppm): 169,00 (C4L,); 168,30 (C3L,); 136,83 (C5L,);
134,69-134,38 (Corto dppe); 133,87-133,66 (Cpara dppe); 132,21 (C8 L.); 130,64-
130,23 (Creta dppe, C6 € C10 L,); 129,11 (C7 e C9 L,); 128,09-126,53 (Cquaternario
dppe); 42,49 (CHsL,); 41,09 (CHsL); 30,71-29,33 (CH, dppe sobreposto ao sinal
do solvente); 26,41-26,05 (CH, dppe). RMN de 3P{*H} (CH,ClI, (D,0)): & (ppm):
48,8 (d); 35,9 (d); Jp-p =9,0 Hz.

[Pt(L,)(dppe)]BF4 (12): sélido branco, rendimento: 60% (0,080 g). RMN de H
(400 MHz, (CD3),CO0, 298K) (multiplicidade, constante de acoplamento, integral,
atribui¢do): ¢ (ppm): 8,01-7,91 (m, 8H, Phoro dppe); 7,72-7,66 (M, 5H, Phyara
dppe; H6L>); 7,66-7,59 (M, 8H, Phmeta dppe); 7,28-7,25 (m, 1H, H8L,); 7,02-6,99
(m, 1H, H7L,); 3,45 (CHsL,); 3,30 (CHsL,); 3,16-3,03 (CH, dppe); 2,95-2,88
(CH; dppe). RMN de *C (100 MHz, (CD3).CO, 298K): & (ppm): 167,42 (C3L,);
165,02 (C4L,); 142,65 (C5L,); 134,56-134,21 (Corto dppe); 133,87-133,52 (Cpara
dppe; C6L,); 133,24 (CsL2); 130,54-130,19 (Creta dppe); 129,07 (C7L,); 128,24-
126,23 (Cquaternario dppe); 42,29 (CHsL,); 40,93 (CHsL,); 30,71-29,30 (CH; dppe
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sobreposto ao sinal do solvente); 25,97-25,55 (CH, dppe). RMN de 3P{H}
(CH.Cl, (D20)): & (ppm): 46,9 (d); 34,6 (d); Jp.p = 11 Hz.

3.5- Ensaios Bioldgicos
3.5.1-  Cultivo Celular

A avaliacdo das propriedades biologicas dos complexos estudados
foi realizada empregando, as linhagens tumorais humanas MDA-MB-231(células
de cancer de mama triplo negativo/ATCC No. HTB-26), MCF-7(células de cancer
de mama hormdnio dependente/ATCC No. HTB-22) e A549 (células de cancer
de pulmé&o/ ATCC No. CCL-185), e ndo tumorais humanas MCF-10A (linhagem
ndo-tumoral de mama/ ATCC No. CRL-10317) e MRC-5(linhagem nao-tumoral
de pulméo/ ATCC No. CCL-171). As linhagens MDA-MB-231, A549 e MRC-5
foram cultivadas utilizando-se o0 meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium; Vitrocell), suplementado com 10% de FBS, enquanto a linhagem
celular MCF-7 foi mantida em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute;
Vitrocell), tambeém contendo 10% de soro fetal bovino. Para o cultivo da linhagem
ndo-tumoral de mama MCF-10A utilizou-se 0 meio DMEM-F12 (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-12; Gbico), contendo 5% de soro de
calvalo, EGF (fator de crescimento epidermal humano) (20 pg mL%),
hidrocortisona (0,5 pg mL™), insulina (10 pg mL?t) e 1% de penicilina e
estreptomicina. Para o cultivo de todas as linhagens, as células foram mantidas

em estufa umidificada contendo 5% de CO, e temperatura de 37°C.

3.5.2-  Ensaio de Viabilidade Celular

A determinacdo da atividade citotdxica dos compostos na linhagens
MDA-MB-231, MCF-7, A549, MCF-10A e MRC-5 foi realizada utilizando-se
um meétodo colorimétrico, se empregando o reagente MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), que em ceélulas viadveis é reduzido a

formazan, cristais de coloracéo violeta, que permitem sua quantificacdo®.
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Para a realizacdo do ensaio, as células foram semeadas em uma placa
de 96 pocos (1,5x10* células (150 pL)/poco) e incubadas por 24 horas a 37°C e
5% de CO, para adesao celular. Apds o tempo de incubacdo, foram adicionadas
diferentes concentracoes dos complexos em DMSO, de maneira que a
porcentagem final de DMSO utilizada foi de 0,5%, e manteve-se a placa em estufa
(37°C e 5% de CO,) por 48 horas. Passado o tempo de incubacéo, adicionou-se
50 uL de MTT (1mg/mL) por pogo, mantendo-se novamente em estufa (37°C e
5% de CO,) por 4 horas. Posteriormente, retirou-se o meio de cultura e
solubilizou-se os cristais de formazan em isopropanol, realizando-se a leitura de
absorbancia (540 nm) em leitor de microplacas. Os valores de ICsy foram

determinados utilizando-se o software GraphPad Prism.

3.5.3-  Ensaio de Morfologia Celular

Para a realizacdo do ensaio de morfologia celular, com o intuito de
avaliar a capacidade dos complexos causarem mudancas morfologicas nas
celulas, utilizou-se a linhagem MDA-MB-231.

Foram plaqueadas 0,5x10° células/poco em placas de 24 pogos e
mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO, por 24 horas. Ap0s o periodo de
incubacéo, os complexos em diferentes concentragdes foram adicionados e fotos
foram registradas em diferentes intervalos de tempo (Oh, 24h e 48h), utilizando-
se um microscopio invertido (NIKON ECLIPSE TS100) acoplado a uma camera
Motcam 1SP 1.3 MP.

3.5.4-  Ensaio de formacéao de Colonias

Para avaliar a influéncia dos complexos na capacidade das roliferar
e formar colbnias, células da linhagem MDA-MB-231 foram semeadas (300
celulas/poco) em placas de 6 pocos e incubadas por 24 horas (37°C e 5% de CO,),
adicionando-se posteriormente os complexos em diferentes concentracdes e

mantendo-se em incubacgdo nas mesmas condi¢des por 48 horas. Apds esse tempo,
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0 meio de cultura contendo os complexos foi retirado e substituido por um novo
meio, e as placas mantidas novamente em estufa a 37°C e 5% de CO, por 10 dias.
Posteriormente, o meio de cultura foi descartado, os pocos foram limpos com PBS
e as células foram fixadas utilizando uma mistura metanol/acido acético (3:1 v/v)
por 15min. As células foram entdo coradas utilizando corante panotico da marca

Newprov.

3.5.5-  Ensaio de Wound Healing

A capacidade dos compostos de influenciar na migracgéo celular foi
avaliada em celulas da linhagem MDA-MB-231 utilizando-se o ensaio de Wound
Healing. Foram plaqueadas 1,0x10° células/poco em placas de 12 pocos e
mantidas em estufa por 24 horas até adquirir uma confluéncia celular proxima de
100%. Com o auxilio de uma ponteira de 1 mL realizou-se uma risca na
monocamada de células aderidas nos pogos. O meio de cultura foi retirado, 0s
pocos cuidadosamente lavados com PBS e um novo meio contendo os complexos
em diferentes concentracdes foi adicionado. Foram capturadas imagens nos
tempos de 0, 24 e 48 horas utilizando microscopio invertido (NIKON ECLIPSE
TS100) acoplado a uma camera Motcam 1SP 1.3 MP. Os dados foram entéo

analisados no software Image J.

3.5.6-  Analise do Ciclo Celular

Para a realizacdo da analise de ciclo celular células da linhagem
MDA-MB-231 foram semeadas em placas de 12 pocos (0,4x10° células/poco) e
incubadas (37°C e 5% de CO;) por 24 horas. Posteriormente, 0 meio de cultura
contendo 10% de FBS foi substituido por meio contendo apenas 2% de soro fetal
bovino (FBS), incubando-se novamente por 24 horas para a sincronizacdo das
celulas. Os compostos foram entéo adicionados em diferentes concentracdes, e as
placas mantidas em estufa por 48 horas. O meio foi entdo coletado, as células

tripsinizadas e também coletadas e centrifugadas em 2500 rpm a 4°C por 5 min.
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Apds lavagem com PBS e nova centrifugacao, as células foram entéo fixadas com
etanol 70% por 24 horas a -20°C. Posteriormente houve a retirada do etanol a
partir de centrifugacdo, e adicdo de uma mistura RNAse/lodeto de Propidio
seguida de incubacdo em estufa (37°C e 5% de CO,) por 30 min. As amostras
foram entdo lidas em um citdometro de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences) no
Laboratério de Biologia do Envelhecimento (LABEN) sob supervisdo da

professora Marcia Regina Cominetti.

3.5.7-  Apoptose

O ensaio de apoptose foi realizado em células da linhagem MDA-
MB-231 utilizando o kit PE Annexin V Apoptosis Detection (BD Biosciences).
As células foram semeadas em placas de 24 pocos (0,4x10° células/poco) e
mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO; por 24 horas. Solucbes dos complexos
em diferentes concentracfes foram adicionadas as células, que foram novamente
encubadas por 48 horas. Apds o tempo de tratamento o meio foi recolhido, para
retirada das células desaderidas, centrifugado a 4°C e 2000 rpm, e apds a lavagem
com PBS as células foram suspendidas em tampdo de ligacdo (1050 uL) e
retornadas para a placa. As células foram entdo incubadas com Anexina V-PE
(Ficoeritrina) e 7-Aminoactinomicina D (7-AAD) (2,5 pL/ poco) por 15 minutos
a temperatura ambiente e auséncia de luz. Apos a incubacdo as células foram
desaderidas com o auxilio de um cell scraper, centrifugadas e novamente
suspendidas em tampdo de ligacdo (200 pL). A leitura foi realizada em um
citometro de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences) no Laboratério de Biologia do
Envelhecimento (LABEN) supervisionado pela professora Marcia Regina
Cominetti. A analise estatistica dos dados foi realizada por analise de variancia
One-way (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett, utilizando-se o software
GrapPad Prism (verséo 8.0).
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3.6- Estudo de Interacdo com Biomoléculas

3.6.1-  Estudo de Interacdo com DNA-Titulacdo Espectrofotométrica
Para a realizacdo do experimento preparou-se uma solugéo de CT-

DNA em tampéao Tris-HCI (4,5 mM de Tris HCI, 0,5 mM de Tris base e 50 mM

de NaCl) na concentracdo de 1 mM, determinada a partir da absortividade molar

da banda em 260 nm (6600 mol*cm™L) . A titulacdo espectroscépica foi realizada

utilizando-se duas cubetas de quartzo, uma contendo tampéo Tris-HCIl e DMSO
(Branco), e outra contendo Tris-HCI e os complexos solubilizados em DMSO
(10%). Sucessivas adicdes de CT-DNA (30 pL) foram realizadas, nas duas
cubetas, registrando os espectros a cada adicdo. Foram tambem registrados
espectros realizando sucessivas adi¢cOes de tampédo Tris-HCI ao invés de CT-
DNA, com o intuito de avaliar se o decaimento da absorbéncia seria decorrente

da interagdo com a biomolécula, ou efeito de diluig&o.

3.6.2-  Estudo de Interacdo com DNA-Viscosidade

As medidas de viscosidade foram realizadas utilizando um
viscosimetro de Oswald em um banho com temperatura de 25°C, empregando um
crondmetro para a medida do tempo de escoamento. Foram utilizadas diferentes
relacdbes DNA/complexo em DMSO (10%), e os resultados foram expressos a
partir de um grafico (n/no)* versus [complexo]/[DNA], em que 1 ¢ a viscosidade

relativa do CT-DNA na presenca do complexo e 1o h auséncia do complexo.

3.6.3-  Estudo de Interacdo com DNA-Eletroforese em Gel

Para a realizacdo do experimento de eletroforese em gel, 0 DNA
plasmidial (pBR322) (33 uM) foi incubado com diferentes concentragdes (0-14,5
M) dos complexos em DMSO (10%) a uma temperatura de 37°C por 18 horas.
Apos a incubagéo as amostras foram resolvidas em um gel com 1% de agarose
em tampédo TAE (0,45 M Tris-HCI, 0,45 M é&cido acético, 10 mM de EDTA, pH

7,4) em 100 V por 1,5 horas, utilizando-se uma cuba de eletroforese horizontal
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(Bio-Rad). Apds serem corados com brometo de etidio os geis foram revelados

utilizando um aparelho ChemiDoc MP, Bio-Rad.

3.6.4-  Estudo de Interacdo com DNA-Dicroismo Circular
Foram preparadas solucfes em diferentes relagdes complexo/DNA e

mantidas a 37°C por 18 horas. As medidas foram realizadas numa janela de 200-
400 nm em um equipamento Jasco J-720, utilizando uma cubeta circular de

quartzo com 1 cm de caminho éptico.

3.6.5-  Estudo de Interacdo com DNA-Ensaio de Competitividade com
Hoechst322
O ensaio competitivo com Hoechs33258 foi realizado empregando-

se uma placa opaca de 96 pocos. Para a realizagdo do experimento foram
preparadas solugdes mantendo-se a concentracdo de Hoechst (6,0 uM) e DNA
(125 puM) constantes, e variando a concentragdo dos complexos em DMSO (0-
125 puM (Série 1)). Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em um

fluorimetro Synergy/H1-Biotek em um comprimento de excitacdo de 343 nm.

3.6.6- Estudo de Interacdo com HSA
O estudo de interacdo dos complexos com a biomolécula HSA

(Albumina de Soro Humana) foi realizado a partir do monitoramento do
decaimento da intensidade de fluorescéncia da biomolécula em 305 nm
(Rexcitacio=270 nm). Para a realizagéo do experimento, preparou-se uma solugao de
HSA (5,0 uM) em tampao Tris-HCI (4,5 mM de Tris HCI, 0,5 mM de Tris base e
50 mM de NaCl/ pH 7,4), que foi entdo titulada com diferentes concentragdes dos
complexos (2,5-25 UM para complexos 1-3 e 5,0-45 uM para complexos 4-6).

As medidas foram realizadas em triplicata, utilizando uma placa
opaca de 96 pocos em um Fluorimetro Synergy H1 BioTek nas temperaturas de
25°C, 30°C e 37°C.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Sintese e Caracterizagao
4.1.1-  Complexos com formula geral [Ru(Ln)(bipy)(P-P)]PFs (Série 1)

A sintese dos complexos da série 1(1-6) com formula geral
[Ru(L,)(bipy)(P-P)]PFs (L,= N, N- dimetil-N’-benzoiltioureia (L1), N, N- dimetil-
N’-tiofeniltioureia (L2) ou N, N- dimetil-N’-furoiltioureia (L3); P-P= 1,2-
bis(difenilfosfina)etano (dppe), 1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb)) foi
realizada através da substituicdo dos ligantes cloreto presentes nos complexos
precursores ([RuCly(bipy)(dppe)] e [RuCly(bipy)(dppb)]) pelos ligantes

aciltioureia, conforme demonstrado na Figura 11.
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Figura 11- Esquema de sintese dos complexos com formula geral [Ru(L,)(bipy(P-
P)PFe.

Todos os complexos sintetizados foram estaveis ao ar, apresentaram
coloracdo alaranjada e foram sollveis em solventes como acetona, metanol,
diclorometano, cloroférmio e DMSO.

As medidas de condutividade molar dos compostos mostraram que

0s mesmos séo eletrélitos 1:1%8, indicando que os ligantes aciltioureias encontram-

33



Tamires Donizeth de Oliveira Resultados e Discussdo

se coordenados de forma desprotonada levando a formacdo de compostos
catibnicos contendo o ion PFg para o balanceamento de carga. Os dados de anélise
elementar de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre dos complexos
mostraram-se de acordo com as estruturas propostas, e assim como os valores de

condutividade molar, encontram-se dispostos na Tabela 1.

Tabela 1- Condutividade molar e analise elementar dos complexos com formula
geral [Ru(Ln)(bipy)(P-P)]PFe.

C(%) H(%) N(%) S(%) Condutividade
(S cm? mol?)
[Ru)(L1)(bipy)(dppe)]PFs 5385 4,42 546 312 65,3 (1:1)
(53,78) (4,59) (5,30) (3,20)
[Ru)(L2)(bipy)(dppe)]PFs.2H20O 50.33 4,32 534 6,11 63,4 (1:1)
(49.88) (4,24) (5,14) (5,74)
[Ru)(Ls)(bipy)(dppe)]PFe.H2O0 52,02 427 552 316 61,0 (1:1)
(51,76) (4,19) (5,37) (2,99)
[Ru)(L2)(bipy)(dppb)]PFs 53,02 435 538 6,15 65,1 (1:1)
(53,42) (4,35) (543) (5,39)
[Ru)(Ls)(bipy)(dppb)]PFs 52,03 465 538 3,02 61,5 (1:1)
(51,91) (551) (5,12) (3,47)
Andlise elementar: experimental (tedrico); Condutividade molar em diclorometano

(Faixa eletrolito 1:1: 12-77 S cm? mol ™).

Os espectros na regido do infravermelho dos complexos
apresentaram distingbes quando comparados aos espectros dos ligantes livres
(Figuras 12, A1 e A2). Inicialmente observa-se 0 desaparecimento da banda
observada na regido de 3200 cm™ nos ligantes ndo coordenados, atribuida ao
estiramento do grupo N-H, indicando a desprotonacdo dos mesmos apos a
coordenacdo. Outro fato importante é o deslocamento para menor nimero de onda
observado nas bandas referente aos grupos C=0 e C=S presentes nos ligantes

livres, indicando que a coordenagdo ocorreu de maneira bidentada. Essas
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alteracOes estdo atreladas a desprotonacdo do grupo N-H dos ligantes que gera
uma deslocalizacéo eletrénica O-C-N-C-S, diminuindo o carater de dupla ligacdo

dos grupos C=0 e C=S e levando a diminui¢do do nimero de onda.

Ligante 2

W—J\W WWV(W
Complexo 2

Complexo 5

ot v VWNW

v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NUmero de Onda (cm™)

Transmitancia (u.a)

Figura 12- Espectros na regido do infravermelho do ligante 2 (em vermelho) e

complexo 2 (em preto).

Demais bandas caracteristicas podem ser observadas nos espectros
dos complexos, como a presenca de uma banda intensa na regido de 840 cm
atribuida ao vP-F do contra ion PFg’, estando em concordancia com os dados de
condutividade molar obtidos, que indicaram eletrélitos 1:1. As bandas de baixa
intensidade observadas na regido de 525 e 503 cm™? foram atribuidas aos
estiramentos VRU-P®, A Tabela 2 apresenta as tentativas de atribuicdo dos

espectros de infravermelho dos ligantes e complexos da série 1.
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Tabela 2 — Bandas caracteristicas na regido do infravermelho dos ligantes

aciltioureias e dos complexos (1-6).

Ligantes Complexos
L1 L2 Ls 1 2 3 4 5 6
vN-H 3205 3183 3149 --- --- --- ---
vC-H 2922 2924 2929 3058 3058 3058 3059 3059 3054
2854 2854 2866 2926 2926 2926 2931 2927 2923
vC=0 1692 1680 1695 1508 1508 1528 1515 1509 1510
vC=S 1250 1254 1262 1230 1234 1223 1237 1225 1239

vP-F --- --- -- 840 839 840 841 844 842
oP-F === === --- 558 559 557 557 559 555
yC=S 718 733 767 701 705 699 700 700 700
vVRu-P  --- - --- 526 525 527 517 514 516

503 504 504 505 508 511

De forma a dar continuidade a caracterizacdo estrutural dos
compostos da série 1, foram obtidos os voltamogramas ciclicos dos complexos
metalicos sintetizados (Figuras 13 e A4). Observou-se a presenca de um processo
quase reversivel atribuido ao par redox Ru(Il)/Ru(lll) em todos os complexos.
Todos os compostos apresentaram um aumento nos potenciais de oxidacédo
quando comparados aos complexos precursores, 0 que esta relacionado com a
troca dos ligantes cloreto pelos ligantes aciltioureias, que apresentam maior
carater w-aceptor, causando maior estabilidade ao centro metalico. Observou-se
que os complexos metélicos 1-3 contendo a bifosfina dppe apresentaram valores
de potencial de pico anddico (Epa) ligeiramente maiores quando comparados aos
complexos contendo a bifosfina dppb (4-6), essa diferenca pode estar relacionada
aos valores de pKa destes ligantes, onde a dppb apresenta menor acidez

(pKa= 4,72) quando comparada a dppe (pKa= 3,86), aumentando a densidade
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eletrénica no centro metalico e consequentemente diminuindo o potencial de

oxidagdo®62,

40
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Figura 13 - Voltamograma ciclico em diclorometano do complexo 2.

A caracterizacdo dos complexos por Ressonancia Magnetica Nuclear
(RMN) foi realizada utilizando as técnicas de 3'P{*H}, *H, *C{*H}, COSYH-IH,
HSQC BC{!H} -'H e HMBQ BC{!H} -iH.

Os espectros de 3'P{*H} dos complexos (Figuras 14 e 15)
apresentaram um par de dupletos devido a ndo equivaléncia magnética dos atomos
de fosforo dos ligantes bifosfinicos (dppe e dppb), com constantes de acoplamento
de 19 Hz (complexos 1-3) e 31 Hz (complexos 4-6). Os valores de deslocamento
quimico ap0s a coordenacéo dos ligantes aciltioureias foram alterados em relacéo
aos complexos precursores, devido a troca dos ligantes cloreto pelos atomos de
oxigénio e enxofre dos ligantes aciltioureias. Observa-se que em ambos 0s
complexos um dos sinais sofre maior deslocamento com a coordenacéo, enquanto
0 outro sofre alteracfes menores, provavelmente por se manter trans ao 4tomo de
nitrogénio do ligante 2,2’-bipiridina. O sinal presente na regido de -144.,5
confirma a presenca do contra ion PFs conforme observado na técnica de
espectroscopia na regido do infravermelho. A estabilidade dos complexos em
DMSO e em uma mistura DMSO/DMEM foi avaliada por RMN de 3P{*H}, onde
ndo foram observadas alterac6es entre o espectro inicial até o tempo de 48 horas.
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[Ru(L;)(hipy)(dppe)|PF,
L M
EE e [Ru(L,)(bipy)(dppe)]PF,
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] |
L i
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Figura 14- Espectros de RMN de 3!P{*H} para os complexos 1-3 e do precursor
[RuCl,(bipy)(dppe)] em CH,CI,/D,0.
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Figura 15- Espectros de RMN de 3P{*H} para os complexos 4-6 e do precursor

[RuCl,(bipy)(dppb)] em CH,CI,/D-0.
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O RMN de hidrogénio dos compostos sintetizados mostraram-se
coerentes com a estrutura proposta para 0s mesmos, a partir dos valores de integral
obtidos. Em relagdo aos ligantes livres a primeira modificacdo observada foi a
auséncia do sinal atribuido ao grupo N-H, presente na regido de 8,5 ppm, que é
desprotonado em decorréncia da coordenacao, conforme ja observado a partir da
técnica de infravermelho. Na regido de maior frequéncia dos espectros, pode-se
observar 0s sinais atribuidos aos hidrogénios do ligante 2,2’-bipiridina, seguindo-
se dos sinais referentes aos atomos de hidrogénio presentes nos ligantes
bifosfinicos e aciltioureias. Os hidrogénios alinfaticos dos ligantes podem ser
evidenciados na regido de menor frequéncia do espectro. Na Figura 16 pode-se

observar uma ampliacéo dos espectros de RMN *H dos complexos 2 e 5.

3a—2a 2b—3b
4N g N
4a la—I1b 4b
Yo N/

5a=—=N N=5h

[Ru(L,)(bipy)(dppb)]PFj Ph/

4a/Ph,,,../

Ph
Ph | Phyara)

P h meta P h

orto

orfo

T T . T ———T— — T T
9.2 9.1 9089 88 8.7 86 85 848382818079 78777675747372717.0069 68676665 646306.26.16.
f1 (ppm)

[Ru(L)(bipy)(dppe)]PF

Zh/l"h
4b/ Ph,,, ‘ Ph,,,,
5a 2a  5b 3, Ph ", 4a 3b
|
N VL.l -

Figura 16- Ampliacdo dos espectros de RMN de 'H dos complexos 2 e 5 em

cloroférmio-d.
39



Tamires Donizeth de Oliveira Resultados e Discussdo

Os resultados obtidos no RMN B¥C{'H}, da mesma maneira se
mostram coerentes com as estruturas propostas. Os carbonos aromaéticos
encontram-se compreendidos na faixa de 140-120 ppm, enquanto a regido
alifatica bastante limpa permite a observacdo dos carbonos atribuidos aos grupos
-CH; dos ligantes aciltioureias e -CH, dos ligantes bifosfinicos. Um fato
interessante observado nesses espectros quando comparados aos ligantes livres €
0 deslocamento observado nos 4&tomos de carbono atribuidos aos grupos C=0 e
C=S, diretamente relacionamos a coordenacéo, onde nos complexos se observa
uma aproximacao destes sinais. Este efeito € observado em outros complexos
metalicos contendo ligantes aciltioureias presentes na literatura com o0 mesmo
modo de coordenacdo3¥%3%4 e estd relacionado a deslocalizacdo eletronica
ocasionada a partir da desprotonacdo do ligante. A Figura 17 apresenta oS
espectros de RMN BC{*H} dos complexos 2 e 5.

E importante ressaltar que todas as atribuicBes dos espectros de
RMN H e 3C{*H} foram realizadas com o auxilio das técnicas bidimensionais,
COSY!H-H, HSQC BC{*H} -'H e HMBQ BC{!H} -1H.
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Figura 17- Espectros de RMN de BC{*H} dos complexos 2 e 5 em cloroférmio-
d.

Foram obtidas estruturas cristalinas para todos os complexos
sintetizados, confirmando a presenca dos ligantes bifosfinicos (dppe ou dppb),
aciltioureias (L;, L, ou L3) e do ligante 2,2’-bipiridina, organizados em uma
geometria octaédrica distorcida (Figura 18). Dados cristalograficos demonstraram
que os complexos cristalizaram em um sistema monoclinico, em que 0s
compostos 1-3 pertencem ao grupo espacial C2/c enquanto os compostos 5 e 6
pertencem ao grupo espacial P21/c. A coordenacdo dos ligantes aciltioureias a
partir dos &tomos de oxigénio e enxofre foi confirmada, e os &tomos de fdésforo
dos ligantes bifosfinicos (dppe e dppb) foram encontrados trans aos atomos de
oxigénio (P2 trans O1) dos ligantes aciltiouréias e nitrogénio do ligante 2,2’-

bipiridina (P1 trans N11). Foi possivel observar alteragbes nos comprimentos das
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ligacbes C-O e C-S, que apds a coordenacado se tornaram mais longas, diminuindo
o carater de dupla ligacao, confirmando os resultados obtidos nas demais técnicas
realizadas. Em decorréncia da deslocalizagdo eletrénica (O-C-N-C-S), apés a
coordenacdo observa-se uma diminui¢do no comprimento das ligagoes C1-N1 e
C2-N2 em relacdo ao ligante aciltioureia ndo coordenado. Os comprimentos das
ligagcbes Ru-P, Ru-N, Ru-S e Ru-O podem ser observados na Tabela 3. Vale
ressaltar que a estrutura cristalina do complexo 4 ([Ru(L.)(bipy)(dppb)]PFs) ja

encontra-se descrita na literatura®®.

’
-

Bl . ————

@ Ru ©

Figura 18 — Estruturas cristalinas dos complexos 1-3 e 5-6. Para melhor

visualizacgdo o contra ion PFg foi omitido.
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Tabela 3 - Principais distancias interatémicas (A) para os complexos 1-3 e 5-6.

1 2 3 5 6 L1 L Ls

Ru-O(1) 2,126(3) 2,119(3) 2,124(2) 2,1231(19)  2,1174(17)

Ru-S(1) 2,338(11)  2,337(10) 2,3364(9) 2,3623(7) 2,3590(6)
Ru-N(11) 2,153(3) 2,146(3) 2,152(3) 2,128(2) 2,150(2)
Ru-N(12) 2,129(3) 2,127(3) 2,123(3) 2,149 (2) 2,129(2)

Ru-P(1)  2,2835(11) 2,2845(11)  2,2791(9) 2,3080(7) 2,3090(6)

Ru-P(2) 2,259(11)  2,260(10) 2,2579(9) 2,2985(7) 2,2986(6)
S(1)-C(1) 1,706(4) 1,719(4) 1,721(4) 1,734(3) 1,735(3) 1,6759(17) 1,6765(19) 1,6876(16)
0O(1)-C(2) 1,263(5) 1,263(4) 1,260(4) 1,270(3) 1,271(3) 1,2133(19) 1,214(2) 1,2214(19)
N(1)-C(1) 1,352(5) 1,351(6) 1,348(4) 1,339(4) 1,338(3) 1,396(2) 1,404(2) 1,404(2)
N(1)-C(2) 1,321(5) 1,315(5) 1,320(4) 1,319(4) 1,315(4) 1,390(2) 1.394(2) 1,387(2)
C(6)-S(2) 1,600(8) 1,635(7) 1,692(2)
C(3)-S(2) 1,673(4) 1,666(4) 1,708(19)
C(6)-0(2) 1,376(6) 1,362(5) 1,365(2)
C(3)-0(2) 1,359(4) 1,362(4) 1,372(19)
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4.1.2-  Complexos com formula geral [M(Ln)(dppe)]BF4 (Série 2)

Os complexos da série 2 com formula geral [M(L,)(dppe)]BF4, em
que M=Ni(ll), Pd(Il) ou Pt(ll) e L,= N, N- dimetil-N’-benzoiltioureia (L1) ou N,
N- dimetil-N’-tiofeniltioureia (L2) (7-12) foram sintetizados partindo dos
respectivos complexos precursores  ([NiCly(dppe)], [PdCl,(dppe)] ou
[PtCl,(dppe)]) seguindo a rota sintética exposta na Figura 19. Os complexos
sintetizados foram estaveis ao ar e soltveis em solventes como metanol, acetona

e diclorometano.

_________________________________________________________________

55\\
o
—
Z
d’,

— t NaBF,

] Metanol
[NiCl,(dppe)] A [PtCL(dppe)]

S S
000 L0909

vs)
&
=1
N
=]
=

=
@ - Q??
|
\7
D7
N
Ve

- - -

e o o]

ETloLtjml . )\N )\T— N /I\‘)\T_ RI/J;\"N'/LT—

I L _ _ - — _J

E N R M R

i Complexo 7:  Ni Benzoil  Complexo 10:  Pd Tiofenil

‘\\ Complexo 8: Ni Tiofenil ~ Complexo 11: Pt Benzoil /
\\ Complexo 9: Pd Benzoil  Complexo 12: Pt Tiofenil ,/

__________________________________________________________________

Figura 19 - Esquema de sintese dos complexos com formula geral
[M(Lr)(dppe)]BF..

Os complexos foram incialmente caracterizados a partir das técnicas
de analise elementar e condutividade molar, os quais os dados encontram-se
descritos na Tabela 4. As porcentagens de carbono, hidrogénio, nitrogénio e
enxofre encontradas experimentalmente estiveram de acordo com os valores
teoricos, indicando a pureza dos compostos obtidos. Os valores de condutividade

molar dos complexos em diclorometano indicaram que 0os mesmos sao eletrolitos
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1:1%8, indicando a presenca do contra ion BF, necessario para balancear a carga

dos complexos cationicos formados.

Tabela 4- Dados de analise elementar e condutividade molar dos complexos 7-12.
C(%) H(%) N(%) S(%) Condutividade

(S cm? mol)
_ 5645 512 370 4,60 163
[NiL1(dppe)]BF4. H20 (7)
(56.21) (4.85) (3.64) (417)
L0055 5436 413 379 831 50,0
| e
APREIETe (53.93) (439) (3.70) (8.47)
Pl ) 5366 449 379 4,09 533
e
HEPPE/IET (54.12) (4.42) (351) (4.01)
PaLa(dope)JBFs (10 5039 433 374 811 56,2
e
APPEIIETe (5073) (413) (3.48) (7.97)
4614 404 322 381 499
[PtL1(dppe)]BFs. 3H20 (11)
(45.92) (439) (2,98) (3.41)
4500 399 347 7,79 62,6

[Pia(dppe)lBFe H2O (12) 1 00) @87) 307) (7.03)

Analise elementar: Experimental (Tedrico). Condutividade molar em diclorometano
(Faixa: 12-77 S cm? mol ™),

A caracterizagdo por espectroscopia no infravermelho trouxe
informagbes importantes acerca do modo de coordenacdo dos ligantes
aciltioureias utilizados (Figuras 20 e A3). A auséncia da banda intensa na regido
de 3200 cm™? (ligantes livres) indica a coordenacdo dos ligantes de maneira
desprotonada. Em todos os complexos pode-se observar um deslocamento
consideravel para menor nimero de onda (cerca de 180 cm™) na banda atribuida
ao grupo C=0, indicando a coordenacdo dos ligantes a partir do oxigénio
carbonilico, fazendo com que haja uma diminuic¢do no carater de dupla ligacéo. A
banda atribuida ao grupo C=S também sofreu um pequeno deslocamento apos a
coordenacao aos respectivos ions metalicos. Os estiramentos vB-F caracteristicos

do contra ion BF, foram observados sobrepostos em uma banda alargada na
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regido de 1190-998 cm™. Na regido de menor niimero de onda dos espectros foi
possivel observar as bandas atribuidas aos estiramentos vM-P. A Tabela 5

sumariza a atribuicéo tentativa dos espectros obtidos para os complexos metalicos
sintetizados.

Ligante 2

[Complexo 8

Complexo 10

W

Complexo 12

—WW—

Transmitancia (u.a)

U T

v 1 1 1 v 1 v 1 v 1 v 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda (cm™)

Figura 20- Espectros na regido do infravermelho do ligante 2 e dos complexos (8,
10 e 12).
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Tabela 5 - Atribuicdo tentativa dos espectros de infravermelho dos complexos
com formula geral [M(L,)(dppe)]BF4 (7-12).

Ligantes Complexos
L1 L2 7 8 9 10 11 12
vN-H 3205 3183  --- --- --- --- ---
2922 2924 3053 3051 3051 3053 3056 3056
2854 2854 2926 2930 2924 2924 2924 2924
vC=0O 1692 1680 1504 1500 1504 1500 1512 1509
vC=S 1250 1254 1239 1242 1242 1240 1239 1239
--- ---1190- 1190- 1187- 1189- 1190- 1190-
996 998 998 996 997 997

vC-H

vB-F

yC=S 718 733 694 694 690 692 692 694
--- --- 532 531 531 531 535 534
486 486 486 486 491 491

vM-P

A caracterizagdo dos complexos por espectroscopia de RMN foi
realizada de maneira a auxiliar na elucidacdo estrutural dos mesmos. Foram
obtidos espectros de RMN 3!P{*H}, *H, *C{*H}, além de técnicas bidimensionais
COSY H-'H, HSQC e HMBC.

Os complexos precursores utilizados na sintese dos complexos (7-
12) apresentam um singleto no espectro de RMN3P{'H}, devido a equivaléncia
magnética dos atomos de fosforo da bifosfina dppe, que se encontram ambos trans
a ligantes cloreto. Apés a reacédo destes complexos com os ligantes aciltioureias
utilizados nesta série de compostos, observa-se que a troca dos ligantes cloreto
leva a obtencdo de espectros contendo um conjuntos de dupletos (Figuras 21 e
A30), ja que os atomos de fosforo passam a se diferenciar entre si. De maneira
interessante, observa-se que as constantes de acoplamento entre os atomos de
fésforo (Jp-p), as quais podem ser observadas na Tabela 6, se diferenciam com a

mudanca do fon metalico, onde os valores apresentam-se na seguinte ordem: 2J
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Ni(11)>2J Pd(11)>2J Pt(ll), esta tendéncia ja foi observada em outros complexos

presentes na literatura®, sugere-se que a densidade eletrénica dos atomos

metéalicos influencie nesta alteracéo.

[Pt(L,)(dppe)]|BF,

-

[Pd(L,)(dppe)]BF,

| ]

[Ni(L,)(dppe)|BF,

...........................................

Figura 21- Espectros de RMN 3P{*H} dos complexos 8, 10 e 12 em CHCl,/D,0.

Tabela 6- Valores de deslocamento quimico e constante de acoplamento dos

atomos de fésforo dos complexos (7-12).

6 (ppm) Jp-p (H2)
Complexo7 60,9 (d)/56,2 (d) 67
Complexo8 61,1 (d)/56,2 (d) 67
Complexo9 64,6 (d)/58,6 (d) 22
Complexo 10 64,6 (d)/57,9 (d) 22
Complexo 11 48,8 (d)/35,9 (d) 9,0
Complexo 12 46,9 (d)/34,6 (d) 11
[NiCl2(dppe)] 57,5 (s)
[PACl2(dppe)] 64,7 (s)
[PtCl2(dppe)] 41,6 (s)
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O estudo de estabilidade dos complexos em DMSO e em uma
mistura DMSO/DMEM foi realizado utilizando-se a técnica de RMN 3!P{*H} no
tempos Oh, 24h e 48h. Observou-se que os complexos contendo os ions metalicos
Pd(11) e Pt(1l) foram estaveis no tempo avaliado, enquanto os complexos contendo
o ion metéalico Ni(ll) sofreram a labilizacdo de uma parcela do ligante bifosfinico
(Figura 22), tanto em DMSO quanto na mistura DMSO/DMEM, mostrando a

menor estabilidade da ligacdo Ni'-P.

48h © @
O~ o

24h

Oh

--------------------------------------------

Figura 22- Espectros de RMN de 3P do complexo 8 em DMSO/D,0 nos tempos
de 0, 24 e 48 horas.

Na caracterizacdo dos complexos por RMN 'H foram obtidos
espectros contendo valores de integral concordantes com a estrutura proposta. Os
sinais atribuidos ao ligante ligante bifosfinico dppe (orto, meta e para) foram
observados em regido de maior frequéncia, seguidos dos sinais atribuidos aos
ligantes aciltioureias. A regido alifatica, apresenta os singletos atribuidos aos
substituintes —CH3 das aciltioureias, e os multipletos caracteristicos dos grupos
CH do ligante dppe. E importante salientar a auséncia do sinal atribuido ao grupo
N-H nos ligantes livres, fato que indica a coordenacdo dos mesmos de maneira
desprotonada, confirmando o ja& observado anteriormente nas demais técnicas
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utilizadas. A Figura 23 apresenta os espectros de RMN *H dos complexos 8, 10 e

12 ampliados com a atribuicéo dos sinais.

Complexo 12

Complexo 10

Orto : Meta *

T T T T T T
8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7

7.5 7.4
f1 (ppm)

Figura 23- Ampliacdo dos espectros de RMN *H dos complexos 8, 10 e 12 em

acetona-dé6.

Como observado nos espectros de infravermelho (Figuras 20 e A3),
e em demais trabalhos da literatura, a desprotonacdo dos ligantes a partir da
coordenacdo de maneira bidentada, induz uma deslocalizacdo eletronica O-C-N-
C-S, que pode ser evidenciada nos espectros de RMN BC{'H} dos
complexos*?%366_ Ao comparar os espectros dos ligantes livres com os complexos
metélicos sintetizados, observa-se um deslocamento nos sinais atribuidos aos
grupos C=0 e C=S, onde 0s mesmos sdo observados mais proximos apés a
coordenacdo, devido ao deslocamento do grupo C=0O para a regido maior
frequéncia e do grupo C=S para menor frequéncia. Além disto, foram observados

os sinais referentes ao ligante fosfinico, aos carbonos dos aneis dos ligantes
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aciltioureias, assim como os carbonos dos grupos —CH3 e —CH2 das aciltioureias
e difenilfosfina dppe respectivamente. Na Figura 24 podem ser observados 0s

espectros de RMN C{*H} dos complexos.

Complexo 12
@ CPh,,,, CPh,,,, Tlmus
(!

oSO
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Figura 24- Espectros de RMN de 3C{*H} dos complexos 8, 10 e 12 em acetona-
dé.

E importante ressaltar que todas as atribuices nos espectros de
RMN H e RMN BC{*H} foram realizadas com base nas técnicas bidimensionais
Cosy H-'H, HSQC H-3C{*H} e HMBC H-BC{H}.

A partir da recristalizacdo dos complexos em uma mistura
diclorometano/metanol (1:1), foram obtidos cristais adequados para difracéo de
raios X para os complexos estudados na séerie 2, no entanto, o complexo 9 néo
apresentou parametros cristalograficos adequados. Os compostos apresentaram
uma geometria quadrado planar distorcida, contendo a bifosfina dppe
coordenada de maneira bidentada, onde os 4&tomos de fosforo encontraram-se

trans aos atomos de oxigénio e enxofre dos grupos C=0 e C=S dos ligantes
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aciltioureias (P1 trans Ol e P2 trans S1), assim como sugerido pelas demais
técnicas de caracterizacdo (Figura 25). A presenca do contra-ion BF, também
pode ser confirmada a partir desta técnica.

Os complexos com centro metalico de Ni'" (7 e 8) cristalizaram em
um sistema cristalino monoclinico com grupo espacial P2;, apresentando duas
moléculas por célula unitaria, enquanto os complexos de Pd" e Pt" (10, 11 e 12)
cristalizaram em sistema cristalino monoclinico com grupo espacial P-1 e uma
molécula por célula unitaria. E importante ressaltar que apesar dos complexos 7 e
8 apresentaram duas moléculas por célula unitaria, ndo existem grandes diferencas
nas distancias e angulos de ligacao entre estas.

Algumas alteracGes foram observadas a partir da coordenacao dos
ligantes aciltioureias aos ions metélicos. As ligacdes C-O e C-S diretamente
relacionadas a coordenacéo, foram encontradas mais longas quando comparadas
aos ligantes livres, e consequentemente foi observada uma diminuigdo nas
ligacdes C-N, devido a deslocalizacdo eletrénica induzida a partir da formacéao
dos complexos metalicos. Estes dados encontram-se de acordo com os resultados
obtidos nas técnicas de espectroscopia no infravermelho e RMN BC{'H}.

Apesar da alteracdo do ion metalico (Ni', Pd" e Pt"), as distancias de
ligacdo M-O, M-S, M-P1 e M-P2 encontradas foram bastante proximas, ndo
havendo grandes alteracbes com a mudancga do centro metalico, assim como 0s
angulos P1-M-P2, que se mantém bastante proximos independente do ion
metalico utilizado. Contudo, ao avaliar os angulos O1-M-P1, maiores valores sdo
observados para os complexos de niquel em comparacdo aos complexos de
palédio e platina. A Tabela 7 apresenta os principais angulos e distancia de ligacao

para 0s complexos.
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Figura 25- Estruturas cristalograficas dos complexos (7-12). O contra-ion BF, foi

omitido para melhor visualizacéo.
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Tabela 7- Principais angulos e distancias de ligacdo dos complexos.

Distancia de Ligacéo (A)

Complexos Ligantes
7 8 9 10 11 12 1 2
P1-M 2,155(2) 2,1465(13)  2,234(2)  2,2219(9) 2,2104(7)  2,2099(8)
P2-M 2,1997(18) 2,1852(13)  2,292(2)  2,2812(9) 2,2642(7) 2,2658(8)
O1-M 1,857(5)  1,864(3) 2,062(6) 2,056(2) 2,0580(18) 2,0624(19)
S1-M 2,1712(18) 2,1618(13) 2,316(2)  2,3100(9) 2,3024(7) 2,3056(8)

S(1)-C(3) 1,7347)  1,722(5)  1,721(10)  1,728(4)  1,721(3)  1,727(3)  16759(17)  1,6765(19)
O(1)-C(4) 1,290(8)  1,267(6)  1,258(11)  1259(4)  1,258(3)  1,266(3)  1,2133(19) 1,214(2)

N(2)-C(3) 1,349(8) 1,352(6) 1,347(12) 1,335(4) 1,331(4) 1,336(4) 1,396(2) 1,404(2)
N(1)-C(4) 1,306(8) 1,309(6) 1,330(12) 1,311(4) 1,307(3) 1,309(4) 1,390(2) 1,394(2)
Angulos (°)

Complexos Ligantes
7 8 9 10 11 12 1 2

C4-N2-C3  1250(6) 124,1(4)  1286(9)  127,7(3) 128,03) 128,0(3) 123,76(14) 123,32(15)
01-M-S1  97,42(15) 97,50(11) 92,12(18)  92,28(7)  91,95(5)  92,43(6)
P1-M-P2 83,91(7)  84,15(5)  84,49(9)  8456(3)  8550(3)  85,48(3)
01-M-P1  172,15(15) 171,91(12) 17548(19) 176,49(7) 176,17(6) 176,21(6)
S1-M-P2  168,90(7) 169,07(5) 17593(9) 17540(3) 176,57(3) 176,60(3)
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4.2- Ensaios Bioldgicos
421-  Sériel
4.2.1.1- Ensaio de Citotoxicidade in vitro

Ap0s serem sintetizados e caracterizados, os complexos da série 1
foram avaliados em linhagens tumorais e ndo tumorais de mama (MDA-MB-231
(tumoral) e MCF-10A (ndo tumoral)) e pulméo (A549 (tumoral) e MRC-5 (néo
tumoral)). A determinacdo dos valores de ICsy dos compostos foi realizada
utilizando-se o ensaio com MTT, que consiste na reducdo deste no interior da
mitocOndria em células viaveis, levando a formacdo de azul de formazan, que
apresenta-se como cristais com coloragéo violeta, que podem ser quantificados a
partir da espectroscopia de UV-Vis.

A Tabela 8 apresenta os valores de 1Cso obtidos para os complexos e
os ligantes nas linhagens celulares avaliadas. Todos 0os compostos apresentaram
boa atividade nas linhagens tumorais de mama e pulméo, com valores de I1Cs
consideravelmente baixos, inclusive quando comparados ao farmaco cisplatina.
Quando avaliados frente as linhagens ndo tumorais, pode-se observar que 0S
complexos de ruténio apresentaram menor citotoxicidade, indicando que 0s
mesmos apresentam maior seletividade para as linhagens tumorais de mama e
pulmao.

Todos os ligantes aciltioureias utilizados, ndo apresentaram
citotoxicidade nas concentragdes testadas (>100 uM), de forma que os complexos
foram mais eficientes que os ligantes ndo coordenados. De maneira geral todos 0s
complexos apresentaram valores de ICs bastante semelhantes, indicando que as
alteracOes estruturais realizadas nos ligantes aciltioureias (substituinte R1), bem
como a alteracédo na cadeia alifatica do ligante fosfinico (dppe ou dppb), ndo foram
capazes de causar grandes alteracfes na citotoxicidade dos complexos metalicos.
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Tabela 8- Valores de ICso (LM) dos complexos (1-6) e ligantes (1-3).

MDA-MB-231 MCF-10A “IS: A549 MRC-5 “IS:
1 0,21+004 058+009 27 025+006 081+009 3,2
2 0,13+0,01 055+0,13 44 0,15+0,02 068+005 44
3 0,13+0,05 067+0,14 50 025+003 0,75+0,03 3,0
4 0,13+0,02 0,77+0,13 59 0,23+001 0,72+0,02 31
5 0,12+0,02 0,74+003 62 023+002 059+005 25
6 0,11+0,02 0,77+008 69 025+002 0,77+0,08 3,1
L1 >100 >100 --- >100 >100 ---
L2 >100 >100 --- >100 >100 ---
Ls >100 >100 === >100 >100 ===
Cisplatina  2,44+0,20 239+0,70 9,8 14,40+1,40 29,09+0,78 2,0

*|S; (Indice de Seletividade): MCF-10A/MDA-MB231; *1S;, (indice de Seletividade): MRC5/A549.

Apesar de os compostos terem apresentado bons resultados em
ambas as linhagens tumorais avaliadas, foi observado um indice de seletividade
ligeiramente melhor quando avaliados frente a linhagem tumoral de mama em
(MDA-MB-231), o que nos levou a seleciona-la para dar seguimento aos demais
ensaios bioldgicos. E importante salientar que a linhagem MDA-MB-231 é
considerada uma linhagem de cancer de mama triplo negativa (TNBC), sendo por
este motivo uma linhagem cancerigena muito agressiva e metastatica. Desta forma
a boa atividade apresentada pelos compostos nesta linhagem tumoral €
promissora.

Para a realizacdo dos demais ensaios, dois complexos desta serie
foram selecionados, sendo eles os complexos 3 e 6, contendo o mesmo
substituinte Ry nos ligantes aciltioureias e diferentes ligantes fosfinicos (dppe (3)
e dppb (6)). Assim, os demais resultados bioldgicos apresentados serdo referentes

aos complexos selecionados.
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4.2.1.2- Ensaio de Formacéao de Col6nias

O ensaio de sobrevivéncia clonogénica consiste em avaliar a
capacidade de uma célula sobreviver e formar coldnias apds o tratamento com 0s
complexos metélicos de ruténio(ll). Apos 48h de tratamento das células com
diferentes concentragbes dos compostos, 0 meio de cultura foi retirado e a
capacidade de sobrevivéncia foi avaliada por um periodo de 10 dias. Foi possivel
observar que os complexos foram capazes de diminuir a capacidade de formacéo
de coldnias das células da linhagem MDA-MB-231, de maneira que a diminuicédo
foi mais evidenciada com o aumento da concentracdo, ndo sendo observadas
colbnias nas maiores concentracdes avaliadas. Os resultados obtidos demonstram
os efeitos citotdxicos dos complexos metalicos, e a dependéncia destes efeitos da

concentracdo dos mesmos e podem ser evidenciados na Figura 26.

@ Controle 0,01 uM 0,03 uM 0,06 uM 0,12 uM 0,6 uM

100
100+

N
<
1

50+

Numero de Co]f)niasa

Numero de Colénias

Controle 0,01 0,03 0,06 012 0,60 Controle 0,01 0,03 006 012 0,60
Concentragao (uM)

)
I

Concentragao (pM)

Figura 26- Efeito dos complexos 3 (A) e 6 (B) na formacéo de colbnias de células
da linhagem MDA-MB-231. Niveis de significancia: **p=0.0095, ***p=0.0001
utilizando ANOVA.
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4.2.1.3- Ensaio de Morfologia Celular

Com o intuito de investigar as alteracGes morfoldgicas que o0s
complexos 3 e 6 poderiam causar em células da linhagem tumoral MDA-MB-231,
as células foram tratadas com diferentes concentragdes dos complexos de ruténio
(0,01, 0,06, 0,12, 0,60 e 1,2 uM), e imagens foram registradas nos tempos de 0,
24 e 48 horas. As Figuras 27 e 28 apresentam os efeitos dos complexos 3 e 6 na
linhagem tumoral de mama (MDA-MB-231) nos diferentes tempos e

concentracgdes avaliados.

Controle 0,01
) - - -
h - - -

48h GRSl

Figura 27- Efeito do complexo 3 na morfologia de células da linhagem MDA-

MB-231 em diferentes concentracfes (UM).
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Controle

0,06 0,12 0,60

0,01

Figura 28- Efeito do complexo 6 na morfologia de células da linhagem MDA.-

24h

48h

MB-231 em diferentes concentracdes (LM).

Pode-se observar que quando tratadas com 0s compostos a partir da
concentracdo de 0,06 UM ocorre uma diminuicdo da confluéncia celular em
comparacédo com o controle (DMSO 0,5%), na concentracdo do I1Cs (0,12 puM),
além da diminuicdo na confluéncia celular, podem ser observadas células em
formato circular, com o aumento da concentragdo mais células em formato
circular e desaderidas foram observadas, principalmente para o complexo 6, estes

fatores sdo indicios de morte celular.

4.2.1.4- Ensaio de Migracdo Celular — Wound Healing

A capacidade dos complexos de inibir a migracdo celular em células
tumorais de mama (MDA-MB-231) foi avaliada a partir do ensaio de Wound
Healing, uma vez que a migragdo encontra-se presente no processo de
metastase®’. Ao observar a influéncia dos compostos nos tempos avaliados (0, 24
e 48h), ¢é possivel notar que quando comparadas ao controle (0,5% DMSO), as
celulas tratadas com os complexos 3 e 6 apresentaram diminuicao na capacidade
migratdria, em todas as concentragdes avaliadas (0,01, 0,03 e 0,06 uM), de forma
que esta inibicdo foi superior com o0 aumento da concentracdo dos complexos de

ruténio(ll), tendo-se nas maiores concentragfes uma inibicdo de cerca 60% do
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fechamento da risca, comparativamente ao controle (Figura 29). E importante

ressaltar que as concentracdes dos compostos foram inferiores aos valores de 1Csy.

0,01 0,03 0,06

@ Controle

Oh

24h

% de Fechamento

48h

Controle } 0,01 0,03 0,06

24h

% de Fechamento

48h

Figura 29- Efeito dos complexos 3 (A) e 6 (B) em diferentes concentracGes (LM)
na migracdo celular da linhagem MDA-MB-231 a partir do ensaio de Wound
Healing. Niveis de significancia: **p=0.0095, ***p=0.0001, ****p<0.0001
utilizando ANOVA. Os dados foram expressos em + DS (n=3).
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4.2.1.5- Avaliacao do Ciclo Celular

O ciclo celular ¢ uma sequéncia de eventos que levam as células a
crescerem e se multiplicarem. Este processo se divide em 4 fases, denominadas
G1, S, G2 e M representadas na Figura 30. Na fase G1 a célula se prepara para a
sintese do DNA que sera realizada na fase S, enquanto na fase G2, ocorre a
preparacdo para a divisao celular ocorrida na fase M. As células podem também
se encontrar em um estado de “dorméncia”, em uma fase conhecida como GO, ndo
ocorrendo a proliferacdo. Durante o ciclo existem trés pontos de checagem, que
sdo mecanismos de controle e desenvolvimento celular, onde avalia-se se as
celulas irdo ou ndo progredir no ciclo, 0 que ocorrera somente se as mesmas
estiverem adequadas, como por exemplo ndo apresentando danos no DNA. Sabe-
se que a falha destes pontos de checagem é uma caracteristica de células
cancerigenas®®.

Dessa maneira diversos compostos estudados para o tratamento do
cancer sdo avaliados com relacdo a sua capacidade de influenciar alguma fase do

ciclo celular.

Figura 30- Fases do Ciclo celular. Fonte: Proprio autor.
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A influéncia dos complexos de ruténio na distribuicdo no ciclo
celular de células da linhagem MDA-MB-231 foi avaliada a partir da técnica de
citometria de fluxo. Na Figura 31 pode-se observar que quando comparadas ao
controle, nas diferentes concentracbes dos compostos ocorre um aumento de
células em Sub-G1, de forma que nas maiores concentracfes avaliadas esse
aumento é mais consideravel. Além dessas alteracfes pode-se notar também uma
diminuicdo da populacdo de células na fase G2, principalmente a partir da
concentracdo de 0,6 uM. O acumulo de células em Sub-G1 pode ser um indicio
de que 0s compostos estdo induzindo apoptose. Este mesmo comportamento ja
foi observado por outros complexos de ruténio, inclusive contendo ligantes

aciltioureas*? 8,

62



Tamires Donizeth de Oliveira

Resultados e Discussao

1000 1500 2000 ©
7 H )

500
1

Controle

TCamptotecina

Complexo 3

0,03 um

1.600

1.600

10,06 pM

{012 1M

Complexo 6

[ 0.60 pm

Lh

0,12 pM

10,60 uM

Figura 31-Efeito dos complexos 3 e 6 na distribuicdo do ciclo celular de células
da linhagem MDA-MB-231 em diferentes concentracdes). Significancia:
**p=0.0095, ***p=0.0001, ****p<0.0001 usando ANOVA. Os dados foram
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4.2.1.6- Apoptose

A morte celular pode ocorrer por diferentes mecanismos, dentre estes
a apoptose e necrose estdo entre 0s mais comuns. A apoptose ocorre normalmente
durante o desenvolvimento e envelhecimento, podendo também ocorrer como
mecanismo de defesa a reacBes adversas, como quando células acabam sendo
danificadas por doencas ou agentes nocivos. Este mecanismo de morte celular
ocorre de maneira programada, e mudancas morfologicas ocorrem nas células
apoptoticas, como o encolhimento e condensacdo, no entanto ndo ocorre
exposicdo de seu contetdo celular, ndo causando nenhuma resposta inflamatéria
prejudicial. A morte celular por necrose ocorre acidentalmente, desencadeada por
traumas ou falta de nutrientes. Diferentemente da apoptose, as células em necrose
sofrem um inchaco que leva ao extravasamento do contetdo celular, causando
danos inflamatorios.

Diante do exposto, espera-se que compostos estudados para o
tratamento do cancer induzam a morte celular via apoptose, de forma a ndo causar
respostas inflamatorias.

Os complexos 3 e 6 foram avaliados com relacdo ao mecanismo de
morte celular induzido. O ensaio foi realizado por citometria de fluxo, utilizando-
se o kit Anexina V-PE. Conforme observado na Figura 32, neste ensaio as células
encontram-se divididas em diferentes quadrantes, em que no primeiro quadrante
tem-se a populacdo de células viaveis, enquanto os quadrantes 2 e 3 representam
as células em apoptose inicial e tardia, respectivamente e o quarto quadrante as
celulas em necrose.

Ao avaliar os resultados obtidos para os complexos de ruténio, pode-
se observar que o tratamento com diferentes concentracdes dos compostos
ocasionou um aumento na populacdo de células da linhagem MDA-MB-231 em
apoptose quando comparadas ao controle (5,4% (apoptose inicial + apoptose
tardia), tendo-se um aumento de 23,7, 35,3 e 73 % para o complexo 3 nas

concentragoes de 0,06, 0,12 e 0,6 uM respectivamente. Para 0 complexo 6 nas
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concentracgdes 0,03, 0,06, 0,12 e 0,6 uM observou-se uma porcentagem de 25,5,

29, 72,8 e 77,7% de células em apoptose, indicando que em ambos 0s compostos

o efeito e dependente da concentracéo e demonstrando que os complexos induzem

a morte celular por apoptose, conforme sugerido pelo experimento de ciclo
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Figura 32- - Efeito dos complexos 3 e 6 na inducdo de apoptose em células de
cancer de mama (MDA-MB-231). Significancia: **p=0.0095, ***p=0.0001,
****n<0.0001 usando ANOVA. Os dados foram expressos em £ DS (n=3).
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4.2.2-
4.2.2.1-

Série 2
Ensaio de Citotoxicidade in vitro

Os complexos da seérie 2 apds serem previamente sintetizados e
caracterizados foram avaliados frente a linhagens tumorais e ndo tumorais de
mama (MDA-MB-231, MCF-7 e MCF-10A (ndo tumoral)) e pulmédo (A549 e
MRC-5 (nao tumoral)). A Tabela 9 apresenta os valos de 1Csy obtidos em 48 horas

para todos os complexos, ligantes e o fArmaco cisplatina utilizado como padréo.

Tabela 9- Valores de 1Cso em UM para 0s complexos (7-12).

MDA-MB- MCF-7 MCF-10A ISt 1$? A549 MRC-5 IS8
231
7 0,28+0,02 5,83+0,13 457+059 17 08 382+011 2,79+0,11 0,7
8 024+0,02 541+032 446+046 18 08 466+051 251+025 05
9 539+0,16 355+0,39 717+0,11 13 20 249%+103 419%+0,59 0,2
10 398+0,80 351+030 736+015 18 21 21,3+6,21 3,67+013 0,2
11 462+0,14 321+023 614+005 13 19 11,3+119 331+006 0,3
12 327+0,12 3,75%+0,71 6,28£041 19 1,7 150%+047 267%0,27 0,2
P1 >50 >50 >50 - - >100 >50 --
P2 >50 >50 >50 - - >100 >100 --
P3 >50 >50 >50 - - >100 428+445 --
CPt 244+0,20 139+202 239+0,70 98 144+140 29,1+0,78 2,0

P1:[NiClx(dppe)]; P2:[PdClz(dppe)]; P3:[PtClo(dppe)]; CPt: Cisplatina. 1S*=MCF-10A/MDA-
MB-231; 1S?>= MCF-10A/MCF-7; 1S®= MRC-5/A549.

Quando avaliados nas linhagens celulares de pulméo, observou-se
que os complexos apresentaram valores de 1Csy baixos, principalmente na
linhagem néo tumoral (MRC-5), onde todos 0s compostos apresentaram maior
atividade comparativamente a linhagem tumoral (A549). No entanto, 0s
compostos apresentaram melhor atividade nas linhagens tumorais de mama
quando comparados a linhagem nédo tumoral, com excecdo dos complexos de

niquel(1l) quando avaliados na linhagem tumoral MCF-7.
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Dessa maneira, quando avaliamos a citotoxicidade dos complexos,
observamos que quando realizadas alteragcdes nos substituinte R; dos ligantes
aciltioureias os valores de 1Cso ndo apresentaram grandes distingdes, assim como
ja observado nos complexos da série 1. No entanto, quando alteramos 0s ions
metalicos (Niquel", Paladio' e Platina'), observamos, que em geral, os complexos
de niquel(ll) apresentaram valores mais baixos de ICs, principalmente na
linhagem tumoral MDA-MB-231. Coincidentemente os complexos de Ni'"
apresentam menor estabilidade, ocorrendo a labilizagdo de uma parcela do ligante
fosfinico, o que possibilitaria a formacéo de novos compostos em meio de cultura,
devido a presenca do grande numero de aminoacidos.

Quando comparamos o0s resultados obtidos neste trabalho com
demais complexos de paladio" e platina ja descritos na literatura, pelo préprio
grupo de pesquisa, observamos que 0s compostos contendo os mesmos ligantes
aciltioureias, porém com um ligante fosfinico diferente (trifenilfosfina) (Figura
33)%46 se mostraram mais citotoxicos, se tratando da linhagem MDA-MB-231,
indicando que apesar da modificacdo do grupo R; ndo ocasionar grandes
alteracdes na citotoxicidade, a mudanca do ligante fosfinico pode influenciar os

valores de 1Csy.

Q0 AYYH AYY
3 A L

©/k‘N’)\ N\/ ©)\ 1\")\ N\/ C’/K /k

MDA- 2,15 £ 0,97 MDA- 2,92 + 0,22 MDA- 1,00 £ 0,20

Figura 33- Estrutura e citotoxicidade de complexos de Paladio(11)* e Platina(l1)*
com ligantes acilltioureias frente a linhagem tumoral de cancer de mama (MDA -
MB-231).
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Levando em consideragcdo os melhores resultados obtidos para 0s
complexos quando avaliados na linhagem tumoral MDA-MB-231,
principalmente para os complexos de niquel(Il), optou-se por esta linhagem para
dar continuidade aos ensaios biologicos. Desta forma 3 complexos foram
selecionados para serem avaliados na linhagem de cancer de mama: complexo 8,

complexo 10 e complexo 12.

4.2.2.2- Ensaio de Formacéao de Colo6nias

Os complexos 8, 10 e 12 (série 2) foram avaliados em relacdo a sua
capacidade de influenciar na sobrevivéncia clonogénica de células da linhagem
MDA-MB-231. Conforme observado na Figura 34 todos os compostos foram
capazes de inibir a formacéo de colonias a partir da menor concentracdo avaliada,
inibindo totalmente a formacéo de colbnias nas concentracdes superiores ao valor
de ICs. Foi possivel observar que os complexos de Paladio(ll) (10) e Platina(ll)
(12) apresentaram maior diminuicdo do numero de col6nias, quando comparados
ao complexo de Niquel(ll) (8), e que a inibicdo foi superior com o0 aumento da
concentracdo. Os resultados obtidos confirmaram a atividade citotoxica dos

complexos avaliados.
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Figura 34- Efeito da influéncia dos complexos 8 (A), 10 (B) e 12 (C) em diferentes
concentracdes (M) na formacéo de colbnias de células da linhagem MDA-MB-
231. Niveis de significancia: **p=0.0095, ***p=0.0001, ****p<0.0001
utilizando ANOVA. Os dados foram expressos em + DS (n=3).

4.2.2.3- Ensaio de Morfologia Celular

A influéncia dos complexos 8, 10 e 12 na morfologia de células da
linhagem MDA-MB-231 foi analisada em diferentes concentracdes (0,06, 0,12,
0,24,0,48,0,97e 2,4 uM (8); 1,0, 2,0, 4,0, 8,0, 16 e 32 uM (10); 0,8, 1,6, 3,3, 6,5,
13 e 26 M (12)), registrando-se fotos nos tempos de 0, 24 e 48 horas. Conforme
observado na Figura 35, quando comparados ao controle contendo DMSO (0,5%)
0s complexos apresentaram distingGes, principalmente nas maiores concentracoes
avaliadas.

Inicialmente, nas menores concentracées (0,12 uM (8), 2,0 uM (10)
e 1,6 uM (12)), observou-se uma menor confluéncia celular no tempo de 48 horas
em relacdo ao controle, esse mesmo comportamento foi observado também nas

concentragdes do I1Cso. Nas concentracdes superiores ao 1Csq foi possivel observar
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celulas em formatos circulares, com diminuicéo da densidade celular e em alguns
casos perda de aderéncia, principalmente nas maiores concentragdes, sendo um

indicio de morte celular.

@
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Controle 0,12 0,24 0,48 _ 0,97 2,4

24h

48h

Controle 1,0 2,0 4,0 8,0 16 32

i
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Figura 35- Efeito dos complexos 8 (A), 10 (B) e 12 (C) na morfologia de células
de cancer de mama (MDA _MB-231) em diferentes concentrac6es (UM).
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4.2.2.4- Ensaio de Migracdo Celular — Wound Healing

Com o intuito de avaliar a capacidade dos compostos de inibir a
migracdo celular, realizou-se o ensaio de Wound Healing, em que celulas da
linhagem tumoral MDA-MB-231 foram semeadas em placas de 12 pocos, e ap6s
adquirirem uma confluéncia adequada, realizou-se uma risca na superficie
contendo as células aderidas. O tratamento com diferentes concentracfes dos
complexos foi realizado, e o fechamento da risca foi acompanhado nos tempos de
0, 24 e 48 horas.

A Figura 36 apresenta as imagens registradas nos diferentes tempos
para 0os complexos 8, 10 e 12. Foi possivel observar que ja nas menores
concentracdes avaliadas os trés compostos estudados foram capazes de inibir o
fechamento da risca quando comparados ao controle (0,5% de DMSO), de forma
que o complexo 8 apresentou uma inibicdo de 49, 3% na concentracdo de 0,06
UM, o complexo 10 inibiu 56, 5% do fechamento na concentracdo de 1,0 uM e 0
complexo 12 teve uma inibicao de 56, 1% na concentracgéo de 0,8 uM.

Com o aumento da concentracdo dos compostos foi possivel observar
uma maior inibi¢cdo na migracéo celular, sendo mais pronunciado nos complexos
de niquel(ll) e paladio(ll). Na concentracdo de 0,12 uM o complexo 8 inibiu cerca
de 63, 3% da migracdo das células da linhagem MDA-MB-231, o complexo 10
teve uma inibicéo de 65,5 % na concentracdo de 2,0 UM, e o complexo 12 inibiu
59, 8% na maior concentracdo avaliada (1,6 pM). E interessante ressaltar que

neste ensaio utilizou-se concentragdes inferiores ao valor de 1Cs.
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Figura 36- Efeito dos complexos 8 (A), 10 (B) e 12 (C) em diferentes
concentracgdes (M) na migracéo celular da linhagem MDA-MB-231 a partir do
ensaio de Wound Healing. Niveis de significancia: **p=0.0095, ***p=0.0001,
****p<0.0001 utilizando ANOVA. Os dados foram expressos em + DS (n=3).
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4.2.2.5- Avaliacao do Ciclo Celular

Conforme ja comentado anteriormente, uma caracteristica das
células tumorais é apresentar defeitos nos pontos de checagem presentes em seu
ciclo celular, processo pelo qual ocorre sua proliferacdo. Desta forma os
complexos da série 2 (8, 10 e 12) foram avaliados com relacdo a sua influéncia no
ciclo celular de células da linhagem MDA-MB-231, utilizando-se citometria de
fluxo.

Os resultados obtidos apds o tratamento com diferentes
concentragdes dos compostos por 48 horas sdo evidenciados na Figura 37, assim
como os farmacos cisplatina e camptotecina utilizados como padréo. Foi possivel
observar que os complexos 8 e 10 nas menores concentracoes utilizadas (0,06 e
0,12 uM para o complexo 8; 1,0 e 2,0 uM para o complexo 10), e nas
concentracdes do 1Cs (0,24 uM (8) e 4,0 uM (10)) ndo apresentaram alteracdes
significativas em nenhuma fase do ciclo celular nas celulas da linhagem de cancer
de mama. No entanto, nas concentracdes superiores ao 1Cs (0,48 € 0,97 uM (8);
8,0 e 16 uM (10)) observou-se um acumulo de células na fase Sub-G1, além de
uma diminuicéo de celulas na fase G2. Todavia, o complexo 12 também induziu
0 acumulo de células em Sub-G1 e a diminui¢édo da populacéo de células em G2,
porém este efeito pode ser observado ja na concentracdo do 1Csp (3,3 UM), sendo
acrescido com o aumento da concentracéo (6,5 e 13 uM).

A concentracdo de celulas em Sub-G1 pode ser observada em
diferentes compostos na literatura, inclusive em um complexo de Ni(ll) com
ligante tiosemicarbazona®®, e pode ser um indicativo de que 0s compostos

induzem a morte celular por apoptose.
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Figura 37- Influéncia dos complexos 8 (A), 10 (B) e 12 (C) na distribuicao do
ciclo celular de células da linhagem MDA-MB-231 em diferentes concentracoes
(UM). Niveis de significancia: **p=0.0095, ***p=0.0001, ****p<0.0001
utilizando ANOVA. Os dados foram expressos em + DS (n=3).
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4.3- Interacdo com Biomoléculas
4.3.1- Série 1
4.3.1.1- Interacdo com DNA

O estudo de interacdo de complexos metélicos com diferentes
biomoléculas é constantemente realizado com o intuito de avaliar o mecanismo
de acdo destes compostos em linhagens tumorais. Neste sentido, o DNA € a
biomolécula mais estudada, por ser o alvo de muitos medicamentos atualmente
em uso clinico, ou em fase de desenvolvimento clinico. A interacdo com esta
biomolécula pode ocorrer de maneira covalente ou ndo-covalente, conforme
demonstrado na Figura 38.

Nas interagdes covalentes, o complexo se liga diretamente ao DNA
através de suas bases nitrogenadas ou pelo grupo fosfato, sendo esta uma ligacéo
irreversivel. Um exemplo deste modo de interacdo é o farmaco cisplatina, que se
liga covalentemente as bases nitrogenadas do DNA, mais precisamente no N7 de
adenina e guanosina’®.

As interacbes ndo-covalentes podem acontecer através de
intercalacdo, interacOes eletrostaticas ou interagdes nos sulcos do DNA. A
intercalacdo consiste na inser¢do de uma molécula, em geral aromatica e planar,
aos pares de bases do DNA, um exemplo deste tipo de interacdo € o farmaco
doxorrubicina, bastante utilizado no tratamento de diversos tipos de cancer. As
interacdes eletrostaticas ocorrem entre complexos catibnicos com 0s grupos
fosfato da biomolécula, que apresentam carga negativa, enquanto as interacées
pelos sulcos ocorrem com o alojamento dos complexos no sulco menor ou maior
do DNA a partir de interacbes hidrofobicas, eletrostaticas, entre outras. E
interessante ressaltar que essas interacdes podem coexistir, ndo necessariamente
ocorrendo apenas um tipo de interacdo’.

Desta maneira a interacdo dos complexos de ruténio com CT-DNA

e DNA plasmidial foi avaliada utilizando-se teécnicas como titulagdo
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espectrofotométrica, viscosidade, eletroforese e ensaio competitivo com
Hoechst322.

Interacido com Interacao Ligacao a base Ligacdo ao

Intercalacao os Sulcos Eletrostatica Nitrogenada Fosfato

Interac¢oes nao-covalentes Interagoes covalentes

Figura 38- llustracdo dos modos de interagdo com DNA. Fonte: modificado de
Barra, 20157,

Inicialmente  realizou-se 0  experimento de titulacdo
espectrofotométrica dos complexos, realizando-se sucessivas adigdes de uma
solucdo de CT-DNA a solugdes dos complexos, com intuito de avaliar as
alteracbes nos espectros de UV-Vis. Para comparacdo, o0 mesmo foi realizado
adicionando-se tampdo trizma ao invés de DNA (Figuras 39 e A63). Ao observar
os resultados obtidos, notou-se que o decaimento das bandas com a adicdo da
biomolécula foi similar ao decaimento com a adi¢do de tampéo, de forma que este
efeito foi atribuido a diluicdo e ndo a interacdo dos compostos com a biomolécula,
indicando que as interacdes envolvidas seriam fracas e ndo permitindo calcular
uma constante de interagcdo. Dessa maneira outros experimentos foram realizados
com o intuito de obter informacgdes acerca do tipo de interacdo dos complexos
com DNA.
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Figura 39- Espectros na regido do UV-Vis do complexo 2 apos sucessivas adigdes
de DNA (A) e tampdo Trizma (B).

No experimento de viscosidade, avaliou-se a influéncia de diferentes
concentracdes dos complexos na viscosidade do CT-DNA. Neste experimento
podem-se diferenciar alguns modos de interacdo, de maneira que compostos que
interagem covalentemente com o DNA levam a uma distor¢do na dupla hélice,
reduzindo o comprimento da molécula de DNA e fazendo com que haja um
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decréscimo na viscosidade; compostos intercaladores fazem com que ocorra 0
alongamento e desenrolamento da dupla hélice, o que proporciona um aumento
na viscosidade do DNA; e moléculas que interagem nos sulcos ou de maneira
eletrostatica ndo promovem alteracdes significativas na viscosidade do DNA, ja
que néo influenciam o comprimento da molécula.

Para a realizagdo deste experimento, utilizou-se o composto laranja
de tiazol como padrao, devido a sua capacidade de interagir com a CT-DNA via
intercalacdo. Na Figura 40 encontram-se presentes os resultados obtidos para o
padrdo, bem como para os complexos da série 1, expressos em uma relacao
(mMY)¥? (viscosidade especifica do DNA na presenca (1) e auséncia dos
compostos(n®)) versus [complexo]/[DNA] (razdo entre a concentracdo de
composto e DNA). Foi possivel observar um aumento da viscosidade do DNA
com o aumento da concentracdo do padréo utilizado, confirmando o seu perfil
intercalador, enquanto 0 aumento da concentracdo dos complexos nao ocasionou
alteracOes significativas, um indicativo de interacdes eletrostatica ou nos sulcos
do DNA.
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Figura 40- Efeito dos complexos (1-6) na viscosidade relativa do DNA.
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A capacidade dos compostos interagirem com DNA foi avaliada
também pelo ensaio de mobilidade eletroforética em gel de agarose. Neste caso
emprega-se 0 DNA plasmidial, que apresenta trés principais formas, sendo elas:
superenovelada (supercoiled-SC), que é a forma mais compacta do DNA,
apresentando maior mobilidade, por migrar com maior velocidade pelo gel;
circular (open circular-OC), uma forma mais volumosa, que tem como
consequéncia uma menor velocidade de migracdo; e a forma linear (L), que
apresenta-se como intermediaria entre as formas SC e OC. Alteragbes na
mobilidade destas bandas na presenca de complexos metalicos pode ser um
indicio de interagdo com a biomolécula’.

Na Figura 41 pode-se observar a imagem do gel de agarose obtido
para os complexos (1-6), onde nas maiores concentra¢fes ocorre uma diminuicéo
na intensidade de todas as bandas, havendo em alguns casos o desaparecimento
das mesmas. Este comportamento pode ser ocasionado por diferentes motivos,
como a fragmentacdo do DNA, ocasionada por fortes interacdes, o deslocamento
do brometo de etidio que encontra-se intercalado a biomolécula ou, em alguns
casos por complexos que interagem nos sulcos do DNA, que causam distorg¢des
na estrutura da biomolécula, dificultando a entrada, ou expulsando o brometo de
etidio*?"2, Uma vez que os demais experimentos sugeriram que o modo de
interacdo dos complexos nédo seria via intercalagdo ou covalente, sugeriu-se que

0S mesmos estariam interagindo nos sulcos do DNA.
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Figura 41- Influéncia dos complexos na mobilidade eletroforética do DNA
plasmidial (pBR322) em diferentes relacbes DNA/Complexo (A:0,05; B:0,le
C:0,3).

Uma vez que o0s experimentos realizados indicaram que oS
compostos estariam interagindo nos sulcos do DNA, optou-se por realizar um
ensaio competitivo com Hoeschst 33258. Este composto possui a capacidade de
interagir no sulco menor do DNA, e a partir desta interacdo leva a formacéo de
um adulto fluorescente. Dessa maneira, compostos que interagem no sulco menor
sdo capazes de deslocar o Hoeschst 33258 levando a uma diminuicdo na
intensidade de fluorescéncia™ . Nas Figuras 42 e A64 pode-se observar 0s
espectros obtidos apos a adi¢ao de diferentes concentracdes dos compostos, onde
com 0 aumento da concentracdo ocorre a diminuicdo da intensidade de

fluorescéncia, indicando que os compostos séo capazes de deslocar o Hoeschst
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33258 e sugerindo que a interacdo dos mesmos com o DNA ocorre via sulco

menor.
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Figura 42- Espectro de Fluorescéncia do adulto Hoechst-DNA ap0s a adicao de

diferentes concentragfes do complexo 2.
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4.3.1.2- Interacdo com HSA

A Albumina de soro humana (HSA) (Figura 43) € uma das principais
proteinas do plasma sanguineo, apresentando diversas funcées fisiologicas, tais
como a contribuicdo para a pressdo sanguinea osmotica e o auxilio no transporte,
distribuicdo e metabolismo de diversos ligantes, que compreendem uma grande
variedade de moléculas, incluindo medicamentos. Essa proteina é composta por
585 residuos de aminoacidos, apresentando 17 grupos de tirosina e um residuo de

triptofano localizado no subdominio 1A,

Sitio 11

(Subdominio ITIA) (Subdominio TIA)

Figura 43- Estrutura da albumina de soro humana (HSA). Fonte: Chuang &
Otagiri, 2013"".

Uma vez que esta biomolécula atua como transportadora de

farmacos, é interessante avaliar a capacidade dos complexos metalicos
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interagirem com a proteina. Dessa maneira os estudos de interacdo dos complexos
da série 1 com a biomolécula foram realizados.

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia é bastante utilizada para
avaliacdo da interacdo de compostos com a HSA. Uma vez que a proteina
apresenta fluorescéncia, decorrente principalmente do residuo de triptofano
presente em sua estrutura, compostos que interagem com a biomolécula levam a
um decaimento na intensidade de fluorescéncia da proteina. Quando avaliados em
diferentes concentracdes, os complexos da série 1 foram capazes de diminuir a
intensidade de fluorescéncia da HSA, indicando que 0s mesmos interagem com a
biomolécula. Uma analise quantitativa da supressao pode ser realizada a partir da
equacdo de Stern-Volmer’s’:

FO/F:1+ st[Q] =1+ tho [Q]
Em que, Fo € a intensidade de fluorescéncia na auséncia do complexo e F a
intensidade de fluorescéncia na presenca do complexo; [Q] é a concentracdo do
complexo; Ksy € a constante de Stern-VVolmer; K, € a constante de velocidade de
supressdo biomolecular e to 0 tempo de meia vida.

Na Tabela 10 estdo presentes os valores de Ksy (obtido a partir de

um gréafico Fo/F versus [Q]) e K (obtido a partir da razéo entre Ky € to).
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Tabela 10- Constantes de supressdo de Stern-Volmer (Ksv (M1)), (Kg (M? s1)), constantes de ligacédo (Kb (M), nimero de

sitios de ligacdo (n) e parametros termodinamicos (AG (KJ mol?), AH (KJ mol?) e AS (J mol? K')) para os complexos com

HAS em diferentes temperaturas.

Resultados e Discussao

T(K) Ksv(10%) Kq (103 Kb n AG AH AS
1 298 4,66 + 0,12 9,32 593+ (0,14). 10*  1,08+0,08  -272  184,6 710,7
303 4,27 £0,11 8,53 1,01 +(0,23).10° 1,08+0,02  -29,0
310 4,38 +0,12 8,77 1,06 +(0,34). 10°  1,30+0,04  -358
2 298 4,90 + 0,28 9,81 389+ (0,62).10° 1,12+0,09  -31,9 79,2 373,8
303 4,52 +0,21 9,05 1,11 +£(0,25). 10°  1,30+0,03  -35,1
310 4,37 £0,13 8,74 1,34+ (0,72). 105 1,31+0,07 -354
3 298 2,69+ 1,29 5,37 258+ (0,17).10*  097+004  -252 3110 11279
303 2,56 + 0,11 5,12 8,13+(0,17).10° 1,30+0,02  -34,3
310 2,45+ 0,10 4,89 3,32+ (0,40). 10°  1,47+0,03  -387
298 3,10+ 0,09 6,20 1,99 +(0,29). 10*  1,010+0,03  -245
4 303 3,05+ 0,08 6,09 6,25+ (0,19). 10*  1,08+0,02 -27,8 1974  744,8
310 3,14+0,12 6,29 4,35+ (0,14). 10° 124+0,03  -335
298 3,68 + 0,06 7,37 529+ (0,16). 10 1,06 +0,03  -27,0
S 303 3,54 +0,13 7,08 1,42 +(0,11).10° 1,14+0,00  -29,9 1759 680,7
310 3,34+ 0,22 6,69 8,26+ (0,31). 10° 1,28+006  -351
298 3,89+0,16 7,78 2,96 +(0,51). 10°  1,23+0,03  -31,2
6 303 3,27+0,15 6,54 1,06 £ (0,34). 10°  1,34+0,03 -350 1894 740,4
310 3,39+0,12 6,77 571+(0,46).10° 159+011  -40,1
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Ao avaliar os valores de Kgy obtidos para os complexos em
diferentes temperaturas foi possivel observar que o aumento da temperatura
proporcionou uma ligeira diminuicdo nos valores da constante Ksy, indicando que
a supressdo da fluorescéncia ocorre a partir de um mecanismo estatico, além disso
os valores de constante de velocidade de supressdo biomolecular (K,) obtidos
foram na ordem de 102 M s, superior ao valor maximo possivel para o
mecanismo dinamico (2,0 x 10'°L mol* s1)78,

Para a obtencao da constante de ligacdo entre os complexos e a HSA

(Ky), empregou-se a equacao:

Iog(FOF;F): log Ky + n log[Q]

Em que, K, € a constante de ligagdo entre o supressor e a HSA e n € o nimero de
sitios de ligacdo por molecula de HSA. Estes valores foram obtidos por meio de
um grafico log (Fo-F)/F versus log [Q], onde Ky € o coeficiente linear e n o
coeficiente angular.

Os complexos apresentaram valores de K, variando na ordem de 10%-
10® M, semelhantes a outros complexos contendo ligantes aciltioureas. Além
disso, os valores de constante de ligacdo foram superiores com o aumento da
temperatura indicando a maior estabilidade do adulto complexo-HSA. Os valores
de n encontrados foram proximos de 1 indicando que 0s compostos apresentam
um ponto de ligacéo.

A determinacdo dos parametros termodindmicos (AG, AH e AS) foi
realizada com o intuito de obter mais informacdes acerca do tipo de interacéo,

para isso utilizou-se as seguintes equacdes:

K 1 1] AH®
In Xz :[_ _

K b1 T1 Tz R

AG°= -RT InKp= AH°-TAS®
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Onde, Kp; e Ky s80 as constantes de ligagdo nas diferentes temperaturas (T1 e T»);
R é a constante dos gases (8,314 J mol™* K'); AS° ¢ a variagdo de entropia; AH®
¢ a variagdo de entalpia e AG° € a energia de Gibbs. Os parametros
termodinamicos podem trazer informacdes sobre os tipos de interacdo entre o
complexo ¢ a HSA, de forma que: valores positivos para AH® e AS° indicam
interacoes hidrofobicas entre os complexos e a HSA; valores negativos para AH®
e AS° correspondem as forcas de van der Waals; valores negativos de AH® e
positivos AS® indicam interacdo eletrostatica®®.

Ao analisar os valores de AG°, AH® e AS° dos complexos, presentes
na Tabela 10, pode-se observar que os valores negativos de AG®° indicam que a
ligacdo é espontanea, e os valores de AH® e AS® positivos indicam interagdes

hidrofdbicas envolvidas.
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4.3.2- Série 2
4.3.2.1- Interacdo com DNA

Assim como para série 1 os complexos da série 2 também foram
avaliados com relacgdo a sua capacidade de interagir com DNA, devido ao fato de
a biomolécula ser o alvo de diversos farmacos, conforme ja exposto
anteriormente. Inicialmente realizou-se o ensaio de viscosidade, com o intuito de
avaliar se os compostos em diferentes concentragbes seriam capazes de
influenciar na viscosidade do DNA, podendo distinguir os modos de interagao
covalente, intercalacdo e interagdes eletrostaticas ou nos sulcos do DNA.

Na Figura 44 estdo expostos os resultados obtidos para o estudo de
interacdo dos complexos de 7-12, expressos em uma relagdo (n/m%Y® versus
[complexo]/[DNA] (razéo entre a concentracdo do complexo e DNA), em que n
é viscosidade especifica do DNA na presenca (1) e auséncia dos compostos(nP).

Neste ensaio dois padroes foram utilizados: o laranja de tiazol,
conhecido por sua capacidade de interagir com a biomolécula via intercalacéo,
levando a um aumento na viscosidade do DNA, conforme observado na Figura
44; e o farmaco cisplatina, que interage covalentemente com o DNA, fazendo com
ocorra uma diminuicdo na viscosidade, assim como observado nos resultados
obtidos. No entanto, quando observamos os resultados obtidos para os complexos
da série 2, nota-se que, mesmo com 0 aumento da concentra¢do, 0s cCompostos
ndo foram capazes de alterar a viscosidade do DNA, indicando que o modo de
interacdo dos complexos metalicos seria de maneira eletrostatica ou nos sulcos do
DNA.
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Figura 44- Influéncia dos complexos (7-12) na viscosidade relativa do DNA.

De forma a dar continuidade aos estudos de interagdo com a
biomolécula, novos ensaios empregando técnicas diferentes foram realizados. A
técnica de dicroismo circular é bastante utilizada em se tratando do estudo de
interacdo com DNA, apresentando boa sensibilidade na detec¢ao de mudancgas na
estrutura secundaria da biomolécula. A forma B do DNA apresenta em seu
espectro DC duas bandas, sendo elas uma banda positiva em 275 nm, referente ao
empilhamento das bases e uma banda negativa em 245 nm, atribuida ao giro para
direita. Complexos que tenham a capacidade de interagir com o DNA podem
causar alteracbes em seu espectro de dicroismo circular. Compostos
intercaladores em geral levam a um aumento na intensidade de ambas as bandas
da biomoléecula, enquanto a interacdo no sulco menor pode levar a diminuicdo da
banda atribuida a elipticidade.

As Figuras 45 e A66 apresenta os espectros DC do CT-DNA ap0s
incubacéo na presenca e auséncia dos complexos (7-12) a 37C por 18 horas. Foi
possivel observar que com o aumento da concentracdo dos complexos teve-se uma

ligeira diminuicdo na banda positiva do DNA, atribuida ao empilhamento dos
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pares de base, e uma diminuicdo mais evidente na elipticidade do DNA. Foi
possivel notar também que este efeito foi mais pronunciado nos complexos de
Paladio(ll) e Platina(ll) quando comparados aos complexos de Niquel(Il). A partir
dos resultados obtidos, juntamente com as informagdes resultantes do ensaio de
viscosidade, sugeriu-se que a interagdo dos compostos com o DNA seria via sulco

menor.

-4 ——CT-DNA
——Ri=01

-4 ——CTDNA
—Ri=01

——CTDNA
——FRi=0.1
——FRi=02
—Ri=0.3
—Ri=03

Elipticidade (mdeg)
Elipticidade (mdeg)

——Ri=02 —Ri=02
-84 —Ri=03 -84 —Ri=03
——Ri=05 ——Ri=05

) Eliplicirlmle (mdeg)

T T T T T T T T
250 300 350 400 250 300 350 400 230 300 350 400
A (nm) A(nm) A(nm)

Figura 45 - Espectros de Dicroismo Circular com diferentes relacdes entre 0 DNA
e os complexos 7 (A), 9 (B) e 11 (C).

Uma vez que as técnicas realizadas levaram a sugerir a interacao dos
complexos no sulco menor do DNA, realizou-se 0 ensaio competitivo com
Hoechst, com o intuito de avaliar se 0s mesmos seriam capazes de deslocar o
corante, conhecido por se ligar ao sulco menor do DNA e promover uma
diminuicdo na intensidade de fluorescéncia decorrente do adulto Hoechst-DNA.

Conforme apresentado nas Figuras 46 e A67, todos os complexos da
série 2 levaram a uma diminuicdo na intensidade de fluorescéncia do adulto
Hoechst-DNA, de maneira que esta supressdo foi maior com o aumento da
concentracdo dos compostos. Os resultados demonstram a capacidade dos
complexos em deslocar o marcador fluorescente, indicando que 0S mesmos
interagem no sulco menor do DNA, o que se encontra em concordancia com as

demais técnicas realizadas.
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Figura 46- Influéncia dos complexos 7 (A), 9 (B) e 11 (C) na intensidade de

fluorescéncia do adulto Hoechst-DNA.
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CAPITULO 5- CONCLUSOES

Neste trabalho foram sintetizados 11 novos complexos fosfinicos
contendo ligantes aciltioureias dissubstituidas, divididos em duas séries. A
primeira série (série 1), foi composta por 6 complexos de ruténio(ll) (5 inéditos e
1 previamente descrito na literatura) com formula geral [RuLn(bipy)(P-P)]PFs, em
que L,= : N’,N’-dimetil-N-benzoil-tioureia (L;), N’,N’-dimetil-N-tiofenil-
tioureia (L) ou N’,N’-dimetil-N-furoil-tioureia (L3); bipy = 2,2’-bipiridina e P-P:
1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppe) ou 1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb) e a
série 2 por 6 complexos isoestruturais com formula geral [ML,(dppe)]BFs, em
que M= Ni", Pd" ou Pt".

Os complexos foram caraterizados a partir de técnicas como
condutividade molar, andlise elementar de CHNS, espectroscopia no
infravermelho, analises de Ressonancia Magnética Nuclear (*!:P{1H}, H e
RMNZBC{!H}), voltametria ciclica (complexos da série 1) e difracdo de raios X.

Nas duas séries sintetizadas os ligantes aciltioureias se coordenaram
de maneira bidentada a partir dos atomos de oxigénio e enxofre, modo de
coordenacdo mais comum segundo a literatura. Esse fato foi evidenciado a partir
das técnicas de caracterizagéo.

Os complexos da série 1 foram avaliados frente a linhagens tumorais
e ndo tumorais de mama (MDA-MB-231(tumoral); MCF-10A (n&o tumoral)) e
pulmédo (A549 (tumoral); MRC-5 (ndo tumoral)) apresentando boa atividade e
seletividade frente as linhagens tumorais. A alteracdes estruturais nos ligantes
aciltioureias (R;) e dos ligantes bifosfinicos (dppe e dppb) néo levou a grandes
alterac6es nos valores de 1Csp.

Os complexos da série 2 foram avaliados em linhagens tumorais de
mama (MDA-MB-231 e MCF-7) e pumao (A549) e ndo tumorais dos mesmos
tecidos (MCF-10A (mama) e MRC-5 (pulméo)), apresentando maior atividade na
linhagem ndo tumoral, quando avaliados nas linhagens celulares de pulmao, e

sendo mais ativos nas linhagens tumorais quando avaliados nas linhagens
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celulares de mama. Assim como nos complexos da serie 1 a alteracdo do grupo
R1 nos ligantes aciltioureias ndo promoveu grandes alteracdes na citotoxiciade dos
complexos, porém a alteracdo ion metalico teve influéncia, de maneira que 0s
complexos de niquel(l1) apresentaram maior atividade.

Os complexos das séries 1 (3 e 6) e 2 (8, 10 e 12) foram capazes de
inibir a formacdo de coldnias e alterar a morfologia de células da linhagem
MDA- MB-231 principalmente nas maiores concentrages, e inibiram a migracao
celular em celulas da mesma linhagem em todas as concentracdes avaliadas pelo
ensaio de Wound Healing. Quando avaliados no ensaio de ciclo celular, todos
induziram o0 acumulo de células na fase Sub-G1, principalmente nas
concentracgdes superiores ao 1Cs, indicando que 0s mesmos estariam induzindo a
morte celular. Os complexos da Série 1 (3 e 6) induziram a morte celular por
apoptose no ensaio com Anexina V, de maneira dependente da concentragéo.

Todos os complexos, quando avaliados em relagdo a interagdo com
CT-DNA, levaram a sugerir a intera¢do no sulco menor do DNA, e os complexos
da série 1 mostraram interacdo com a biomolécula HSA, apresentando constantes
de ligacdo na ordem de 10%-10°, assim como demais complexos contendo ligantes

aciltioureias.
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Tabela A 1-Valores de Epa e E;, dos complexos da série 1.

Epa (MV) Ei2 (MmV)

Complexo 1 906 860
Complexo 2 916 868
Complexo 3 918 861
Complexo 5 874 830
Complexo 6 866 821
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Figura A 5- Espectro de RMN de *H do complexo 1 em cloroférmio-d.
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Figura A 28-Espectro de RMN-HSQC do complexo 6 em cloroférmio-d.
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Figura A 30- Espectro de RMN 3!P{*H} dos complexos 7, 9 e 11 em CH,Cl,/D-0.
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Figura A 32-Espectro de RMN-COSY do complexo 7 em acetona-d6.
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Figura A 34-Espectro de RMN-HSQC do complexo 7 em acetona-d6.
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Figura A 38-Espectro de RMN *C{*H} do complexo 8 em acetona-d6.
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Figura A 39- Espectro de RMN-HSQC do complexo 8 em acetona-d6.
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Figura A 42-Espectro de RMN-COSY do complexo 9 em acetona-d6.
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Figura A 43-Espectro de RMN *C{*H} do complexo 9 em acetona-d6.
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Figura A 47-Espectro de RMN-COSY do complexo 10 em acetona-d6.
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Figura A 48-Espectro de RMN *C{*H} do complexo 10 em acetona-d6.
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Figura A 49-Espectro de RMN-HSQC do complexo 10 em acetona-d6.
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Figura A 50-Espectro de RMN-HMBC do complexo 10 em acetona-d6.
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Figura A 54-Espectro de RMN-HSQC do complexo 11 em acetona-d6.
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Figura A 56-Espectro de RMN *H do complexo 12 em acetona-d6.

6.7

~6.8

+6.9

L7.0

L7

L7.4

=75

f1 (ppm)

1.6

L1.7

~78

T T T T T T T T T T T T T T
8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8
2 (ppm)

Figura A 57-Espectro de RMN-COSY do complexo 12 em acetona-d6.
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Figura A 58-Espectro de RMN C{*H} do complexo 12 em acetona-d6.
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Tabela A 2- Dados cristalograficos dos complexos 1, 2, 3,5 e 6.
1 2 3 5 6
Empirical formula C45H43F5N4OP3RUS C44H41F6N4OP3RU32 C44H41F6N402P3RUS C46H45F6N4OP3RUSZ C45H45F5N402P3RUS
Formula weight 1007.88 1013.91 997.85 1041.96 1025.90
Temperature 296(2) K 296(2) K 296(2) K 296(2) K 296(2) K
Wavelength 0.71073 A 0.71073 0.71073 0.71073 0.71073
Crystal system Monoclinic Monoclinic Monoclinic Monoclinic Monoclinic
Space group C2lc C2lc C2lc P21/c P21/c
Unit cell dimensions
a(A) 16.4670(5) 16.5280(10) 16.3281(3) 12.1968(9) 12.2626(5)
b (A 13.5392(4) 13.4530(9) 13.5748(2) 27.594(2) 27.3981(11)
c (A 40.8079(12) 40.819(3) 40.4256(6) 14.6276(11) 14.5631(6)
a (9 90 90 90 90 90
B 97.239(2) 97.5010(10) 98.1820(10) 109.522(2) 110.148(2)
v(© 90 90° 90 90 90
Volume (A3 9025.6(5) 8998.4(10) 8869.2(2) 4640.0(6) 4593.4(3)
z 8 8 8 4 4
Density calculated (Mg/m?) 1.483 1.497 1.495 1.492 1.483
Absorption coefficient (mm?) 0.565 0.612 0.576 0.596 0.558
F(000) 4112 4128 4064 2128 2096
Crystal size (mm?®) 0.101 x 0.092 x 0.088 0.134 x 0.122 x 0.111 0.133 x 0.122 x 0.113 0.153 x 0.124 x 0.111
Theta range for data collection (°) 1.006 to 25.209 1.006 to 25.995 1.959 to 26.000 1.476 to 25.999 1.486 to 25.999
Index ranges -19<=h<=16, - -20<=h<=9, - -17<=h<=20, -16<=k<=14, | -15<=h<=15, -33<=k<=34, | -15<h<15,-27 <k <33,
16<=k<=13, - 16<=k<=15, - -49<=|<=46 -18<=1<=18 -16<1<17
41<=I<=48 49<=I<=50
Reflections collected 29909 35213 32974 73575 34045
Independent reflections 7949 [R(int) = 0.0452] | 8754 [R(int) = 0.0327] 8683 [R(int) = 0.0331] 9114 [R(int) = 0.0319] 9011 [R(int) = 0.0315]
Completeness to theta = 25.242° 97.3% 99.3 % 100.0 % 100.0 % 100.0 %
Absorption correction None None None None None
Refinement method Full-matrix least- Full-matrix least- Full-matrix least-squares Full-matrix least-squares Full-matrix least-squares
squares on F2 squares on F2 on F2 on F2 on F2
Data / restraints / parameters 7949 /0/499 8754 /01/490 8683 /0/490 9114/0/571 9011/0/570
Goodness-of-fit on F2 1.143 1.203 1.110 1.169 0.983
Final R indices [1>2sigma(l)] R1 =0.0501, wR2 = R1 =0.0506, wR2 = R1 =0.0440, wR2 = R1 =0.0366, wR2 = R1 =0.0346, wR2 =
0.1094 0.1288 0.0941 0.0856 0.0874
R indices (all data) R1 =0.0666, wR2 = R1=0.0572, wR2 = R1=0.0557, wR2 = R1=0.0422, wR2 = R1 =0.0402, wR2 =
0.1210 0.1360 0.0985 0.0908 0.0930
Extinction coefficient n/a n/a n/a n/a n/a
0.624 and -0.502 e.A-3

Largest diff. peak and hole

0.387 and -0.502 e.A-3

1.418 and -0.774 e A-3

1.069 and -0.477 e. A3

0.668 and -0.662 e.A-3
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Tabela A 3- Dados cristalograficos dos complexos 7, 8, 10, 11 e 12.
7 8 10 11 12
Empirical formula 036H358F4N2NiOP28 C34H338F4N2NiOP232 C34H33BF4N20P2Pd32 C36H35N20P2Pt8 C34H33N20P2Pt82
Formula weight 751.18 757.20 804.89 800.75 806.77
Temperature 293(2) 298.0 293(2) 293(2) 293(2)
Crystal system monoclinic monoclinic triclinic triclinic triclinic
Space group P2, P2, P-1 P-1 P-1
a(A) 11.5060(3) 11.5120(5) 9.2655(7) 9.2660(3) 9.2558(3)
b (A 16.6710(6) 16.6557(7) 13.5452(7) 13.6570(4) 13.5668(4)
c (A 18.4810(6) 18.2709(8) 15.6868(8) 15.6013(4) 15.6517(4)
Q) 90 90 87.565(4) 92.377(2) 87.603(2)
B 90.507(2) 90.527(4) 89.158(5) 90.077(2) 89.207(2)
° 90 90 78.284(5) 101.218(3) 78.498(2)
Volume (A3 3544.8(2) 3503.1(3) 1925.9(2) 1934.80(10) 1924.22(10)
Z 4 4 2 2 2
Density calculated (Mg/m?) 1.408 1.436 1.388 1.374 1.392
Absorption coefficient (mm?) 0.750 0.816 0.721 3.789 3.863
F(000) 1552.0 1560.0 816.0 794.0 798.0
Crystal size (mm?) 0.543 x 0.221 x 0.122 0.14x0.13x0.1 0.646 x 0.168 x 0.103 0.481 x 0.305 x 0.195 0.348 x 0.26 x 0.11
Theta range for data 5.362to 51.5 5.086 to 52.742 5.174 to 54.204

collection (°)

5.166 to 54.206

5.18 to 54.206

Index ranges

-14<h<13,-20<k<
19,-22<1<20

-14<h<14,-19<k<

-11<h<11,-17<k <17,

-11<h<11,-17<k <17,

-11<h<11,-17<k<17,

20,-22<1<19 -220<1<20 -19<1<19 -20<1<20
Reflections collected 25217 23115 25073 42893 42763
Independent reflections 12785 [Rin = 0.0486, 13150 [Rin = 0.0215, 8476 [Rint = 0.0327, Rsigma | 8514 [Rint = 0.0469, Rsigma | 8469 [Rint = 0.0440, Rsigma
Rsigma = 0.0538] Rsigma = 0.0350] =0.0362] =0.0306] =0.0294]
Data / restraints / parameters 12785/1/869 13150/89/887 8476/68/426 8514/0/39 8469/0/387
Goodness-of-fit on F 1.052 1.032 1.065 1.047 1.048
Final R indices [1>2sigma(l)] R =0.0496, wR, = R; =0.0378, wR; = Ry =0.0444, wR, = 0.1112 | R; =0.0229, wR> = 0.0510 | Ry =0.0241, wR, = 0.0572
0.1266 0.0946
R indices (all data) R1=0.0629, wR; = R1=0.0479, wR; = R1=0.0587, wR, = 0.1237 | R; =0.0291, wR, =0.0540 | R; =0.0307, wR2 = 0.0606
0.1393 0.1025
Largest diff. peak and hole 0.46/-0.75e A-3

0.40/-0.41 e A-3

0.77/-0.53 e A-3

0.69/-0.89 eA-3

1.11/-0.75 eA-3
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Figura A 61-Gréaficos de viabilidade celular dos complexos 1-6 nas linhagens
tumorais e ndo tumorais de cancer de mama (MDA-MB-231 e MCF-10A) e pulméo
(A549 e MRC-5).
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Figura A 62-Gréaficos de viabilidade celular dos complexos 1-6 nas linhagens
tumorais e ndo tumorais de cancer de mama (MDA-MB-231, MCF-7 e MCF-10A)

e pulmao (A549 e MRC-5).
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Figura A 63- Espectros na regido do UV-Vis dos complexos 1 (A), 3 (B), 4 (C), 5
(D) e 6 (E) apos sucessivas adi¢des de DNA.
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Figura A 64- Espectro de Fluorescéncia do adulto Hoechst-DNA apds a adicdo de
diferentes concentrac6es dos complexos 1 (A), 3 (B), 4 (C), 5 (D) e 6 (E).
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Figura A 65-

Espectros de supressdo da fluorescéncia da HSA em diferentes

concentragcOes dos complexos 1 (A), 3(B), 4 (C), 5(D) e 6 (D).
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Figura A 66- Espectros de Dicroismo Circular com diferentes relacdes entre 0 DNA
e os complexos 8 (A), 10 (B) e 12 (C).
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Figura A 67-Influéncia dos complexos 8 (A), 10 (B) e 12 (C) na intensidade de

fluorescéncia do adulto Hoechst-DNA.
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