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RESUMO

“COMPLEXOS SEMI-SANDUICHE DE Ru'/ARENO E PRODUTOS
NATURAIS: UMA PROMISSORA COMBINACAO PARA NOVOS
METALOFARMACOS” Nesta tese s30 apresentadas a sintese, caracterizagéo e
avaliacdo de atividade antitumoral de dezenove complexos organometalicos de
Ru''/areno neutros e monocationicos contendo ligantes derivados de produtos
naturais. Os complexos foram divididos em trés Séries baseadas nas classes de
produtos naturais utilizadas (todos coordenados ao centro metalico por atomos de
oxigénio na forma bidentada), sendo elas: Série A, complexos de formula geral
[RuLy(n®-p-cimeno)(PPh3)], onde PPhs=trifenilfosfina e Ly=é4cido benzoico (A1),
acido p-hidroxibenzoico (A2), acido p-nitrobenzoico (A3) e acido tereftalico
(A4); Série B, complexos de formula geral [RuClLy(n®-p-cimeno)] (B1-B3),
[RUCl,(n®-p-cimeno)(PPh3)] (B4-B6), fac-[RuCIL4(S-DMS0)z] (B7-B9) e cis-
[RuCIL«(S-DMSOQO),(PPh3)] (B10-B12), onde PPhs=trifenilfosfina, Ly=lausona,
lapachol e 3-estiril-lausona; Série C, complexos de formula geral [RuLCl(n°®-p-
cimeno)] (C1), [RuLx(n®-p-cimeno)(PPh3)]PFs (C2) e  [Ru(n®-p-
cimeno)(PEt3)]JPFs (C3), onde PPhs=trifenilfosfina, PEts=trietilfosfina e
Lx=alizarina. Na caracterizacdo dos complexos foram realizadas medidas de
analise elementar, condutividade molar, espectroscopia de absorcéo na regido do
infravermelho, ressonancia magnética nuclear 1D e 2D (3*P{H}, !H e B3C{*H}),
espectrometria de massas e difracdo de raios X de monocristal. Todos 0s
complexos foram estudados quanto as suas estabilidades nos solventes
empregados nos testes bioldgicos, onde a Série A e C apresentaram estabilidade
na mistura empregadas, enquanto os complexos B1-B6 da Série B foram instaveis
nessas misturas, resultando nos complexos de férmula geral fac-[RuCIL«(S-
DMSO0);] (B7-B9) e cis-[RUCIL«(S-DMSO),(PPhs)] (B10-B12). A citotoxicidade
dos complexos deste trabalho foi avaliada nas células tumorais de mama (MDA-
MB-237 e MCF-7), pulmao (A549), prostata (DU-145) e as correspondentes ndo
tumorais de mama (MCF-10A), pulmédo (MRC-5) e prostata (PNT2), variando o
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numero de linhagens em cada Série. Na Série A os complexos A1-A2 (1Cs=11,0-
19,3 uM) foram mais ativos que A3 (1C50=40,5-60,7 uM) em todas as linhagens
tumorais testadas, sendo o maior indice de seletividade exibido por Al na
linhagem MDA-MB-231 (3,5). Na Série B observou-se a influéncia da
trifenilfosfina (PPhs) nos valores de 1Cs, sendo os complexos com PPh; mais
ativos que os correspondentes contendo o ligante clorido, além disso a labilizacdo
do ligante p-cimeno tornou os complexos sem PPhs (B1-B3, ICs, > 10 uM) mais
ativos, isto comparando com os complexos com B7-B9 (1C5=8,01-0,70 uM),
enquanto em B4-B6 (1C5=18,09-0,33 uM) comparados com B10-B12
(1C50=17,36-0,31 uM) nota-se que a labilizacdo do areno pouco afeta a
citotoxicidade dos compostos. Na Serie C, C2 (ICsp=17,8-6,5 uM) foi 0 mais
citotdxico, enquanto C1 (1C5=32,8->100 uM) e C3 (IC5p=41,6->100 uM) foram
menos ativos e seletivos. Os complexos estaveis das Séries B e C foram avaliados
quanto a interacdo com DNA, apresentando apenas interacdes fracas, excetuando
C1, que exibiu interacGes de fortes/moderadas do tipo covalente. De modo geral,
0s complexos em sua maioria foram capazes de inibir a formacao de colbnias, Al,
C2 e C3 inibiram a migracdo celular e B6, B12 foram capazes de induzir
alterac6es morfologicas nas linhagens tumorais. Alem disso, os complexos Al,
B3, B6, B9, B12 e C2 promoveram acumulo na fase Sub-G; do ciclo celular. Na
Série A constatou-se que o complexo Al é capaz de se acumular nas células
MDA-MB-231 (dados de ICP-MS). Na Série C a fluorescéncia exibida por C1
permitiu observar o acimulo do mesmo nas células MDA-MB-231, atraves da

técnica de microscopia confocal, evidenciando a internalizacdo do complexo.
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ABSTRACT

“HALF-SANDWICH RUu'"/ARENE COMPLEXES AND NATURAL
PRODUCTS: A  PROMISING COMBINATION FOR NEW
METALOPHARMACEUTICS” This thesis presents the synthesis,
characterization and evaluation of antitumor activity of nineteen neutral and
monocatonic organometallic complexes containing ligands derived from natural
products. The complexes were divided into three Series based on the employed
classes of natural products (all coordinated by oxygen atoms in the bidentate
form), which are: Series A, complexes of general formula [RuLx(n®-p-
cimene)(PPhs)], where PPhs=triphenylphosphine and Ly=benzoic acid (Al), p-
hydroxybenzoic acid (A2), p-nitrobenzoic acid (A3) and terephthalic acid (A4);
Series B, complexes of general formula [RuClLy(n®-p-cimeno)] (B1-B3),
[RUCl,(n®-p-cimeno)(PPh3)] (B4-B6), fac- [RUCIL4(S-DMSO);] (B7-B9) and cis-
[RuCIL«(S-DMSO),(PPh3)] (B10-B12), where PPhs=triphenylphosphine and
L.=lawsone, lapachol and 3-styryl-lawsone; Series C, complexes of general
formula [RuL4Cl(n®-p-cimeno)] (C1), [RuLx(n®-p-cimeno)(PPh3)]PFs (C2) and
[Ru(n®-p-cimene)(PEt3)]PFs (C3), where PPhs=triphenylphosphine,
PEts=triethylphosphine and Ly=alizarin. All complexes were characterized by
elemental analysis, molar conductivity, infrared absorption spectroscopy, 1D and
2D nuclear magnetic resonance (3:P {*H}, H and 3C {*H}), mass spectrometry
and single-crystal X-ray diffraction. The stability of the compounds was
investigated in solvents for biological tests, where Series A and C showed stability
in the mixture used. In other hand, in Series B, B1-B6 were unstable in these
mixtures, resulting in the complexes of the general formula fac-[RuCIL,(S-
DMSO0)s] (B7-B9) and cis-[RUCIL,(S-DMSO),(PPhs)] (B10-B12). The
cytotoxicity of the complexes were evaluated in the tumor cells of breast (MDA-
MB-237 and MCF-7), lung (A549), prostate (DU-145) and the corresponding
non-tumoral cells of breast (MCF-10A), lung (MRC-5) and prostate (PNT2) cell
lines, varying the number of strains in each Series. In Serie A, the Al-A2
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(1C5p=11,0-19,3 uM) were more active than A3 (I1Cs,=40,5-60,7 uM) in all tumor
cell lines tested, with the highest selectivity index displayed by Al for MDA-MB-
231 cell line (3,5). In Series B, the influence of triphenylphosphine (PPhs) on the
ICso values were observed. The complexes with PPhs; were more active than those
ones containing the chloride ligand, besides that the p-cymene labilization became
the complexes without PPhs (B1-B3, I1C5,>10 uM) more active, this comparing
with B7-B9 (ICs= 8,01-0,70 uM). Additionaly, in the complexes B4-B6
(1C50=18,09-0,33 uM) when compared with B10-B12 (1C5,=17.36-0,31 uM) it is
noted that the labilization of the arene perform insignificant effect on the
citoxicity of the complexes. In Series C, C2 (1C50=17.8-6.5 uM) was the most
cytotoxic complex, while C1 (1C5,=32,8-> 100 uM) and C3 (1C50=41.6-> 100
uM) were less active and selective. The stable complexes of B and C Series were
evaluated for DNA interaction, showing only weak interactions, except for C1,
which exhibited strong/moderate interactions of covalent type. In general, the
complexes were able to inhibit the colony formation, Al, C2 and C3 inhibited
cell migration and B6, B12 were able to induce morphological changes in tumor
lines. In addition, Al, B3, B6, B9, B12 and C2 promoted the cell cycle arrest in
the Sub-G; phase. In A Series it was found that the Al is able to accumulate in
MDA-MB-231 cells (ICP-MS data) and in the C Series, the fluorescence
displayed by C1 allowed to observe the cellular uptake in MDA-MB-231 cells,
through the confocal microscopy technique, showing the internalization of the

complex.
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Esta tese de doutorado é dedicada ao relato dos resultados obtidos na
pesquisa de complexos do tipo Ru''/areno contendo monofosfinas e produtos
naturais como ligantes, explorando o potencial citotoxico dos mesmos frente a
celulas tumorais. Para situar o leitor, neste capitulo sdo expostas informacées
relevantes quanto ao estado da arte da quimica organometalica como fonte de

compostos com eficiéncia anticancerigena.
1.1- Os recentes desafios no desenvolvimento de novos farmacos.

O ano de 2020 ficard marcado na historia da ciéncia e da humanidade.
A pandemia causada pelo novo coronavirus Sars-CoV-2, causador da doenca
chamada de Covid-19, aflige 0 mundo e intervém em todas as estruturas da
sociedade contemporanea, colocando a prova os sistemas mundiais e levando a
humanidade a uma das maiores crises da histdria, gerando impactos sociais,
econdmicos, culturais e politicos, sem precedentes na historia recente. As decisdes
tomadas pelas nacOes neste turbulento periodo irdo surtir efeitos muito além dos
esperados imediatamente, definindo também qual sera a realidade do século XXI,
pois os desafios resultantes da batalha travada pela humanidade contra essa
doenca, embora haja a inestimavel perda de milhares de vidas, levardo a grandes
avangos em varios aspectos da vida do homem, além de grandes rupturas com

costumes e pensamentos pertencentes a tempos passados.

Uma das protagonistas desta historia € a ciéncia, pois sem ela nao
haveriam métodos de isolamento e identificacdo do virus, diagnostico, controle e
tratamento da doenca. As palavras ciéncia, cientistas, pesquisa e outras
pertencentes a0 meio investigativo passaram a fazer parte do cotidiano da
populacdo, onde muitos descobriram a importancia do trabalho desenvolvido por
aqueles que se dedicam ao avanco do conhecimento cientifico. A corrida mundial
por medicamentos antivirais e vacinas de imunizagdo ao Sars-CoV-2 passou a ser
conhecida por muitos, principalmente com a popularizacdo feita pela midia,

deixando bastante claro a todos o qudo desafiador, caro, longo e penoso é o
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desenvolvimento de novos farmacos, principalmente quando passam para
estagios clinicos avancados.** A Figura 1.1 ilustra a trajetdria a ser percorrida por
um candidato as prateleiras das farmaécias, evidenciando o0 passo-a-passo do

desenvolvimento de novos medicamentos.

APROVACAO PELOS
ORGAOS REGULADORES

Os orgaos de controle examinam
os dados obtidos e tomam a
decisdo de aprovar ou nio o uso do

medicamento.

4 ‘/
TESTES CLINICOS <
Composto por 4 fases onde ¢ —
avaliada a eficiéncia da droga »
em  humanos com a 3 '
_

doenca/condicio.

e

PESQUISA PRE-CLINICA —
Ensaios laboratoriais em animais

B

A

‘&
DESCOBERTA E
DESENVOLVIMENTO

[nicio da pesquisa laboratorial.

/|

=

e testes iniciais de seguranca 2

FIGURA 1.1 — Etapas comumente percorridas por novos candidatos para o
tratamento de doencas.

O inicio da trajetoria dos farmacos da-se com a descoberta e o
desenvolvimento das propostas em um laboratorio, tanto na iniciativa publica

como na privada, exigindo um grande nimero de horas de trabalho de cientistas,



Joao Honorato de Araujo Neto Introducio

que sempre estdo atentos aos estudos cientificos mais recentes, principalmente

quanto as inovacgdes que surgem todos os dias no mercado.

Ao validar a eficicia da descoberta frente a doenca/condicdo em
testes in vitro, da-se inicio a etapa pré-clinica, onde pesquisas preliminares basicas
envolvendo a experimentacdo do composto em animais séo realizadas, incluindo
testes iniciais de seguranca, abrangendo estudos de genotoxicidade,
mutagenicidade, farmacologia e toxicologia. Esses resultados preliminares devem
reunir todas as informacdes necessarias para a transposicdo segura de um
medicamento em teste com animais para humanos, garantindo a seguranca dos

estudos a serem realizados.>®

Conhecendo a seguranca e eficacia do candidato a medicamento, e
com o devido aval dos conselhos reguladores e de ética das instituicdes
envolvidas, inicia-se a pesquisa clinica, onde uma grande equipe de profissionais
passa a integrar o trabalho, sendo eles: quimicos, farmacéuticos, médicos,
microbiologistas, estatisticos, administradores, entre outros. Esta etapa se divide
em 4 fases, onde cada uma delas varia quanto aos objetivos e quantidade de
pacientes envolvidos. A Figura 1.2 apresenta um detalhamento geral dessas,
descrevendo inclusive a taxa de sucesso em cada uma delas, baseando-se na
quantidade de medicamentos que conseguem prosseguir nos estudos.” As
agéncias reguladoras como o FDA (Food and Drug Administration - USA) e
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Brasil), possuem padrdes
especificos para ensaios clinicos envolvendo pacientes, que incluem os
profissionais envolvidos nos testes cientificos, os critérios de selecdo dos
pacientes, 0 cenario em que os testes clinicos ocorrem e Varios outros pré-
requisitos. Em outubro de 2019, haviam cerca de 318.901 mil estudos clinicos em
andamento no mundo inteiro, representando um aumento de 150 vezes em relacéo
ao ano 2000, onde foram registrados apenas 2.119 estudos.® Com a recente
pandemia, em 2020 deve ser registrado um salto nesse nimero, dados 0s varios

testes conduzidos ao redor do mundo com o objetivo de combater o COVID-19.
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FASE 1

Participantes do estudo: 20a 100
voluntarios saudaveis ou pessoas
com a doenca / condicio.

FASE 111

Participantes do estudo:
300 a 3.000 voluntarios
que tém a doenca ou

Duracio do estudo: vérios meses condicio
Duracio do estudo: 1 a 4

anos

Objetivo: Seguranca e dosagem
Aproximadamente 70% dos
medicamentos passam para a Objetivo: Eficicia e

proxima fase monitoramento de reagdes

FASE 11

Participantes do estudo:
Até varias centenas de

adversas
Aproximadamente 25 a
30% dos medicamentos
passam para a proxima fase

FASE IV
Duracao do estudo:

Participantes do estudo:
\r’él“lOS meses a 2 anos FASE 3 AL Tpantes 7o esTe

Varios milhares de

pessoas com a doencga /
condicio.

Objetivo: Eficaciae voluntirios que tém a
efeitos colaterais doenca / condicio

. o,
Aproximadamente 33% Objetivo: Seguranca e

dos medicamentos

passam para a proxima F ASE I

fase

eficicia

FIGURA 1.2 — Fases investigativas de novos medicamentos em pacientes
portadores da doenca/condicéo.’

Nos ultimos 20 anos, avancos significativos nos protocolos in vitro e
in vivo de farmacocinética e metabolismo de substancias melhoraram a
capacidade de selecdo de moléculas promissoras. Em 1991, 40% dos
medicamentos que entraram em ensaios em humanos foram reprovados devido a
farmacocinética inadequada, principalmente em funcdo da baixa
biodisponibilidade dos compostos, entretanto esse numero caiu para 5% no
periodo de 2000-2005 e 4% em 2006-2010, evidenciando o avango nos estudos
de triagem de candidatos ao tratamento de doencas.?°

Na quarta etapa representada na Figura 1.1, as institui¢cdes envolvidas
enviam os resultados das pesquisas e descobertas para os orgdos de regulacao,
onde a eficacia e seguranca do medicamento é atestada e o uso do farmaco é
regulamentado. Mesmo liberando o uso, o monitoramento de seguranca pés-
aprovacdo de um medicamento comercializado é realizado nos anos seguintes,
acompanhando também os tipos de publicidade realizadas para os medicamentos,

a fim de garantir a precisdo da finalidade, modo de administracéo e faixa etaria de
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uso. Estimativas baseadas nos novos medicamentos aprovados pelo FDA tém
mostrado que o custo aproximado para todo o processo de validacdo de um
medicamento pode variar entre US 314 milhdes a US 2,8 bilhdes, sendo o custo,

na maioria dos casos, bancado por grandes multinacionais farmaceuticas.°

1.2- Céncer, um problema mundial de saude.

Dentre as areas de desenvolvimento de medicamentos, uma das que
mais se destacam € a oncologia, correspondendo a 27% de todas as aprovacgdes
dadas pelo FDA desde 2010. Da década de 80 até o ano de 2019, 126 novas
moléculas foram aprovadas para o tratamento do cancer, englobando varios tipos
da doenca.!! Entretanto esses nimeros ainda séo baixos frente a urgéncia e o
tamanho que este problema representa, pois o cancer € o principal problema de
saude publica na maioria dos paises, ja figurando entre as quatro principais causas
de morte prematura no mundo. No periodo de 2009-2018 as novas drogas
propostas para os tratamentos oncolégicos foram as que apresentaram as menores
taxas de sucesso nas fases I, 11 e 11 da etapa de estudo clinico, sendo elas iguais a
3,4 (fase 1), 6,7 (Fase 1) e 35,5 (fase I1).1°

Inicialmente o cancer constituia a principal causa de morte apenas
nos paises desenvolvidos, entretanto 0s paises em desenvolvimento passaram
também a exibir essa caracteristica, isto devido as melhorias socioeconémicas que
resultam na mudanca de habitos da saude (melhor alimentacdo, pratica de
exercicios fisicos e outros) e melhores condi¢bes de vida (saneamento basico,
acesso a atendimento médico/hospitalar e outros), aumentando a expectativa de
vida e consequentemente a chance de exibir a doenga. Segundo o Instituto
Nacional do Céncer (INCA), no Brasil a estimativa para 2020 indica que
ocorrerdo 625 mil casos novos de cancer, sendo 0 maior nimero de casos
correspondentes ao cancer de pele (ndo melanoma, 28,3%), seguido pelos
canceres de mama e prostata (ambos 10,6% cada), colorretal (6,6%), pulméo
(4,8%) e estdmago (3,4%).1213
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A alta incidéncia e mortalidade dessa doenca deve-se a complexidade
que a mesma exibe, correspondendo a mais de cem tipos de doencas, sendo todas
elas caracterizadas por um grupo de células pertencentes a qualquer 6rgdo ou
tecido do corpo, que comecam a se dividir incontrolavelmente. Estas células
tornam-se menos especializadas nas suas fun¢des em relacdo as correspondentes
normais e iniciam um processo de crescimento além dos limites aceitéveis,
podendo invadir partes proximas ao local de surgimento ou até mesmo se espalhar
para outros orgaos, levando a um processo chamado de metastase. Todos esses
processos sdo originados de mutacdes genéticas, que podem ser associadas tanto
a fatores internos como a externos ao paciente, correspondendo os internos a
predisposicOes genéticas, podendo ser inclusive de cunho hereditario, enquanto
0s externos estdo associados ao estilo de vida e fatores ambientais, podendo ser

correlacionados a diversos habitos pessoais como também a costumes culturais.

Com o avancgo dos tratamentos para esta doenca a taxa de cura tem
aumentado consideravelmente, havendo diversos recursos terapéuticos para oS
diferentes tipos de cancer nos diferentes estagios em que a doenca pode se
encontrar. As principais formas de intervencdo contra o cancer sdo: cirurgia,
radioterapia e quimioterapia, entretanto o diagnostico precoce é um dos fatores
que mais influenciam no processo curativo da doenca e no tipo de tratamento a
ser empregado, podendo ser composto por um unico procedimento ou por uma
combinacdo deles. Na cirurgia realiza-se a remocdo fisica do tumor local,
enquanto a radioterapia utiliza raios ionizantes sobre a regido do tumor, com a

finalidade de reduzir o volume do mesmo.

A quimioterapia, o mais utilizado dentre os tratamentos, tem sido a
mais utilizada dentre os tratamentos, empregando farmacos com atividade
antitumoral no tratamento das diversas formas da doenca, podendo ser
ministrados tanto via oral como intravenosa. Os medicamentos quimioterapicos
podem ser empregados nos diferentes quadros exibidos pelos pacientes, tanto

visando a cura da doenca como também de modo paliativo, conferindo sobrevida
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ao paciente. Assim como em todos os tratamentos que envolvem medicamentos,
o principal inconveniente causado pelos quimioterapicos sdo os efeitos colaterais,
que em alguns casos podem ser severos, além da possibilidade do
desenvolvimento resisténcia ao tratamento, se tornando um grande limitante no

emprego dessa ferramenta.41°

Recentemente outros tipos de intervencdo terapéutica vém sendo
empregados, sendo a imunoterapia e hormonioterapia as mais comuns. Os
medicamentos empregados na imunoterapia, conhecidos como inibidores de
checkpoint imunoldgico, funcionam blogueando as proteinas envolvidas nessa
verificacdo em células com crescimento descontrolado, gerando uma resposta
imunoldgica ao fazer com que linfdcitos voltem a identificar células tumorais. A
hormonioterapia ja utiliza outra ferramenta para o tratamento do cancer, nesse
tratamento o alvo sdo células que possuem receptores hormonais, como o cancer
de mama e prostata. Esses medicamentos atuam como blogueadores dos
hormdnios sexuais (testosterona ou estrogeno), desestimulando o crescimento das

células tumorais.'®

1.3- Os complexos de platina no tratamento do cancer.

Dentre as diversas fontes de pequenas moléculas para os tratamentos
quimioterapicos, os metalofarmacos tém recebido grande destaque. Pesquisadores
ao redor do mundo tém dedicado suas carreiras ao desenvolvimento de complexos
metélicos e a compreensdo dos mecanismos envolvidos na agédo dos mesmos em
organismos vivos. O motivador inicial para estas pesquisas foi a principal
descoberta da area, a atividade antitumoral do cisplatina em 1965 pelo Dr. Barnett
Rosemberg. A aprovacéo do cisplatina como quimioterapico em 1978 possibilitou
tratamentos eficazes contra uma variedade de cénceres que naquele tempo
exibiam altos niveis de mortalidade, principalmente o testicular, ovariano, cabeca
e pescoco e pulmonar. Entretanto, ja no inicio do uso desses compostos notou-se

que a eficacia era limitada em outros tipos da doenca, além de exibir efeitos
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colaterais inerentes a alta reatividade do cisplatina, levando a uma alta toxicidade
e resultando na limitacdo da dosagem do medicamento. Afim de regular essa alta
reatividade outros farmacos a base de platina foram sintetizados e testados no
tratamento do cancer, sendo algum deles aprovados para o uso clinico. Na Figura
1.3 tem-se representado a evolucao estrutural dos analogos ao cisplatina ao longo
dos anos, obtendo alguns a aprovacdo mundial para o uso e outros com aprovagao
restrita a alguns paises. O amplo uso dos complexos a base de platina e sua
eficAcia comprovada transformou 0s mesmos em um dos componentes mais
comuns no tratamento do cancer, compondo cerca de 50-70% dos tratamentos
realizados atualmente.1’-2?
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FIGURA 1.3 — Medicamentos a base de platina empregados no tratamento do
cancer ao redor do mundo. (NSCLC = Non-Small-Cell Lung Carcinoma, SCLC
= Small-Cell Lung Carcinoma e CML = Chronic Myeloid Leukemia).

Todos os antineoplasicos anadlogos ao cisplatina empregados no
tratamento do cancer sdo administrados por via intravenosa, apresentando

afinidade as proteinas séricas, principalmente a albumina humana podendo esta
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atuar como uma transportadora dos farmacos. Dentre os varios mecanismos de
transporte estudados para estes complexos sabe-se que a difusdo passiva possui
alta contribuicdo para a biodisponibilidade dos mesmos. A baixa concentragédo de
sais no meio intracelular leva ao aumento da absorcéo do farmaco, levando a perda
de seus ligantes labeis como os cloridos ou ligantes a base de carboxila, isto ao
ser internalizado. Por possuir ligantes labeis e por ser a Pt?* um ndcleo mole, os
medicamentos a base de platina se ligam facilmente a bases moles contendo
enxofre, principalmente proteinas e peptideos, como ocorre com a glutationa, que

uma vez ligada ao centro metalico ndo cumpre seu papel de antioxidante.

Embora haja varios alvos conhecidos para o cisplatina e analogos,
devido a alta reatividade dos mesmos, o alvo mais estudado para 0s
metalofarmacos a base de platina € o DNA. A hidrélise dos ligantes cloridos ou
carboxilatos permitem que o centro metalico se coordene as bases nitrogenadas
do DNA, principalmente ao nitrogénio na posicdo 7 de guanina, levando a
fragmentacdo e inativacdo dessa biomolécula. Ao danificar 0 DNA, 0s esses
complexos impedem a transcri¢do e replicacdo do DNA, desencadeando uma
cascata metabolica que resulta no inicio da morte programada de célula, fenémeno

conhecido por apoptose.

Embora tenham surgidos os outros farmacos analogos ao cisplatina,
conforme exibido na Figura 1.3, alguns efeitos indesejados permaneceram para
0s trés medicamentos mais usados desta classe, totalizando mais de 40 efeitos
colaterais especificos que podem ser manifestados ao longo do tratamento,
envolvidos principalmente com processos que levam a nefrotoxicidade,
ototoxicidade, cardiotoxicidade, neurotoxicidade, hematotoxicidade,

hepatotoxicidade e gastrotoxicidade.?®

Outra limitacdo recorrente aos complexos a base de platina é a
resisténcia ao tratamento, que se desenvolve ao longo do processo, sendo

resultante de quatro mecanismos conhecidos: (i) aumento da degradacdo e
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desativagdo da droga antes que ela atinja 0 DNA nuclear, (ii) diminuicdo da
captacdo das drogas nas células cancerosas, (iii) formacéo reduzida de adutos de
DNA-droga e (iv) um aumento do reparo do DNA danificado com a interagédo
com a platina. Esses fatores sd&o um dos grandes incentivos a busca de outros
complexos metélicos que sejam alternativa aos tratamentos quimioterapicos,
principalmente buscando complexos mais ativos frente as células e com efeitos

colaterais atenuados.!” 242

1.4 - Compostos de ruténio como alternativa aos de platina.

Uma das opg¢des mais exploradas na busca de drogas alternativas a
platina no tratamento do céncer sdo os complexos de ruténio. Algumas vantagens
apresentadas por esses compostos sdo os estados de oxidacao (11 e I11) mais inertes
(devido a maior carga nuclear efetiva) e 0 maior nimero de coordenacdo em
relacéo a platina (1), possibilitando uma grande variedade de arranjos de ligantes
ao redor do centro metalico. Entretanto mesmo 0s complexos com estados de
oxidacdo mais altos, podem ser reduzidos ao estado Il, dado que a célula
cancerosa apresenta um ambiente altamente redutor. Todo conhecimento sobre a
quimica dos complexos de Ru''/Ru'" ja esta bem estabelecida, principalmente nos
campos de materiais, catalise e quimica medicinal, e os estudos sobre seu uso
como agentes antitumorais ¢ amplamente estudado e debatido ao redor do

mundo.2426:27

Na quimica medicinal os principais complexos que trouxeram o
ruténio para as capas das revistas cientificas foram os compostos KP1019 e
NAMI-A. Em 1986, o grupo de pesquisa liderado pelo professor Dr. Bernhard
Keppler relatou pela primeira vez sobre a atividade antitumoral de um complexo
de Ru"" anidnico e soltvel em &gua, que foi chamado de KP418 (Figura 1.4),
sendo constituido por ligantes clorido, imidazol (Im) e contra-ion imidazol

protonado (ImH), apresentando formula (ImH)trans-[Ru(Cl)4(Im).], exibindo alta
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eficacia contra em células tumorais de tecido colorretal, inclusive quando

comparado ao efeito da cisplatina ou 5-fluorouracil.?®2°
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FIGURA 1.4 — Estruturas quimicas de complexos de Ru'" que foram avallados
em testes clinicos no tratamento do cancer.

Dado a maior toxicidade do composto com imidazol, uma nova
proposta estrutural similar foi testada, empregando o similar, com o indazol (In),
de formula geral (InH)trans-[Ru(Cl)4(In),], menos téxico aos tecidos néo
tumorais, que inibiu nos testes in vivo o crescimento de tumores em 90%, sendo
batizado com o cédigo KP1019, que mais tarde resultou em uma nova versao mais

solavel contendo o s6dio como contraion, chamado de NKP1339 (Figura 1.4).

No inicio de 1990, com os resultados divulgados para os complexos
KP418 e KP1019, a busca por outros complexos de ruténio passou a ser alvo de
varios grupos de pesquisa ao redor do mundo. Um exemplo disso foram os estudos
desenvolvidos pelo grupo do Dr. Enzo Alessio que preparou um novo complexo
de Ru"' com notavel semelhanca estrutural aos compostos do tipo KP, uma vez
que realizou a troca de um dos ligantes imidazdlicos do KP418 por uma molécula
de DMSO resultando no complexo (ImH)trans-[Ru(Cl)4(S-DMSO)(Im)],
chamado de NAMI-A (Figura 1.4). A principal diferenca desse complexo foram
0s testes in vivo realizados em tumores sélidos metastaticos de camundongo, onde
embora ndo tenha sido observado a reducao do tumor original, foi notado que o

complexo induzia a reducdo da formacdo de metastases no pulmao do animal,
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evidenciando o potencial antimetastatico desse composto. Um fator interessante
observado foi a baixa toxicidade in vitro dos compostos do tipo KP e do NAMI-
A, que convencionalmente ndo passariam pela triagem de citotoxicidade nos
ensaios in vitro comummente realizados em laboratério, apresentando toxicidade

1000 vezes menor que a cisplatina em muitas linhagens de células tumorais.?6-30-
32

O NAMI-A foi o primeiro complexo de ruténio a ser testado em
humanos, sendo testado a partir de 1999 em adultos portadores de tumores solidos
variados. O perfil de toxicidade inicialmente exibido pelo NAMI-A foi
consideravelmente distinto dos farmacos a base de platina, exibindo
nefrotoxicidade leve nas doses mais altas, alem de hematoxicidade inexistente.
Entretanto nas doses maximas ministradas (400 mg/m?/dia) foram observadas
bolhas dolorosas nos dedos das méos nos pés dos pacientes, mal-estar geral leve
/ moderado, nauseas, vomitos e diarreia. A priori observou-se gque 0s pacientes
com NSCLC (Non-small cell lung cancer) avancado apresentaram a estabilizacéo

da doenca por 21 semanas apés o tratamento.®

Conhecendo esse efeito sobre os tumores solidos de pulmao, o
NAMI-A passou a ser testado em combinagdo com a gencitabina, que é um
farmaco antitumoral amplamente utilizado no tratamento do cancer de pulmao,
em conjunto com a cisplatina. Nestes estudos foram observados 0s mesmos
efeitos colaterais exibidos nos testes anteriores, entretanto a eficacia do tratamento
acabou sendo menor do que o esperado para a gencitabina sozinha, mostrando que
a combinacdo com o NAMI-A ndo teve o efeito esperado. Esses resultados
levaram os pesquisadores a classificarem o NAMI-A como composto com

propriedades insuficientes, no tipo de cancer estudado.3*

O NKP1339, também chamado de BOLD-100, é o unico
medicamento anticancer a base de ruténio que continua estd sendo testado

atualmente, nos Estados Unidos, em ensaios clinicos de fase | pela empresa Bold
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Pharmaceutics (codigo Clinical Trials: NCT04421820).% Os estudos nesta etapa
avancada da fase | estdo programados para o decorrer dos anos de 2020/2021 em
aproximadamente 80 pacientes que exibem quadro clinico de cancer de pancreas,
gastrico ou colorretal. Estudo do mecanismo de acdo dos complexos KP1019 e
NKP1339 mostraram que ambos possuem forte afinidade a proteinas séricas,
como albumina e transferrina, atuando ambos como pro-farmacos (devido a
hidrolise dos ligantes azois), causando intenso disturbio do equilibrio redox
celular e desencadeando mecanismos de morte e bloqueio do ciclo celular (Fase
G./M), além de induzir apoptose via despolarizacdo mitocondrial. Alguns relatos
vem mostrando que os efeitos colaterais observados em ensaios clinicos iniciais
da fase | foram bastante atenuados, exibindo a vantagem desta classe de drogas

de ruténio em comparagdo com outros quimioterapicos.?6:3

Os estudos resultantes desses complexos de destaque na literatura,
que ja estdo a 30 anos sendo investigados, permitindo a realizacdo de uma anélise
critica sobre o que se tem de concreto na acdo de complexos de ruténio em células
tumorais. Revisdes recentes escritas pelos grupos dos Dr. Enzo Alessio e
Bernhard Kepler tem feito um balanco sobre o tema e expondo uma série de mitos
criados a partir das evidéncias experimentais obtidas para esses complexos,
chegando a conclusbes bem estabelecidas sobre o assunto, como as que

seguem;26:30.32

» Os complexos NAMI-A, KP1019 e 1339 de fato sdo estruturalmente
similares, entretanto existem algumas diferencas quimicas pequenas que
afetam consideravelmente suas respectivas reatividades e performance em
meio biologico;

» Ambos os compostos sdo instaveis em meios fisiologicos, atuando como
pro-drogas em organismos Vvivos;

» Ambos 0s compostos sdo solGveis em agua o suficiente para serem

ministrados aos pacientes sem 0 emprego de outros solventes;
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» Embora esses complexos apresentem grande afinidade por proteinas
séricas, quantidades consideraveis dos complexos podem se distribuir por
todo o corpo e atingir tumores distribuidos pelo corpo de forma eficaz.

» Os 3 complexos apresentam baixa toxicidade sistémica e podem ser usados
com bastante seguranca em concentracdes consideravelmente altas;

» Embora similares estruturalmente, os mecanismos de acgOes desses
complexos em meio biolégico sdo distintos, pois 0 KP1019 produz um
efeito citotoxico mais proeminente e é capaz de se acumular no interior das
células, enquanto NAMI-A se acumula na membrana celular, pouco
permeabilizando para o meio intracelular, e mesmo exibindo baixa

citotoxicidade apresenta efeito antimetastatico consideravel.

1.5 - A quimica dos compostos organometalicos.

A quimica dos complexos organometéalicos, além de muito bela e
classica, tambem tem se destacado como fonte de moléculas que tem exibido
varias aplicaces importantes, ja sendo amplamente empregadas na inddstria de
catalisadores e recentemente fornecendo novas estruturas com variadas atividades
em meio bioldgico. O estudo dos complexos organometalicos abrange uma grande
variedade de compostos de coordenacao e suas transformacdes, principalmente
buscando compreender e explorar suas principais caracteristica: As ligacdes
sigma (o) e pi () entre atomos de metal e carbono, conforme demostrado na

Figura 1.5.

O principal evento que alavancou os estudos sobre complexos
organometalicos foi a descoberta da estrutura cristalografica do ferroceno, através
da técnica de raios X em 1956, onde a resolucdo da estrutura cristalina indicou
que a substancia obtida na tentativa de sintese do fulvaleno era um complexo onde
um atomo de ferro estava no meio de dois ciclopentadienil, assim como um
hamburguer € envolto entre dois pedacos de péo, batizando esses complexos de

sanduiche. Essa descoberta foi tdo significativa que os pesquisadores responsaveis



Joiao Honorato de Araujo Neto Introducio

pelo desenvolvimento desses complexos, Geoffrey Wilkinson e Ernest Otto
Fischer, compartilharam o Prémio Nobel de Quimica de 1973 "por seu trabalho
pioneiro, realizado de forma independente, sobre a quimica dos organometalicos,

os chamados compostos sanduiche".3"38

Retrodoacao d—n*

Orbitais d
do Metal _

N P N

> K -
Encurtamento da Alongamento da

Ligacao M-C Ligacio C-O

FIGURA 1.5 — Representagdo das ligagdes 6 e m entre um metal e o ligante
carbonilo.

A guimica organometalica ja possui 6 prémios Nobel em seu hall de
laureados, com descobertas e aplica¢cdes das mais variadas, por exemplo temos a
descoberta da existéncia de compostos desse tipo no nosso organismo, a vitamina
B12, que consiste em um complexo de cobalto que contém uma ligagao o cobalto-
carbono. Esta descoberta foi feita pela quimica Dorothy Crowfoot Hodgkin,
premiada em 1965 “pelo emprego de técnicas de raios X na resolucéo estrutural

de importantes substancias bioquimicas”.3®

Uma caracteristica comum aos complexos de coordenacdo e

organometalicos sdo as diferentes maneiras de interagéo entre os ligantes e centros
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metélicos, sendo dependente da orientagdo dos orbitais que compdem a ligagéo.
Nessas interacOes os ligantes podem ser classificados de acordo com os tipos de
orbital do ligante, sendo do tipo (i) o doador, (ii) m aceptor e m doador ou (iii) o
doador e w doador. Nos ligantes com caracteristicas ¢ doadoras, o par de elétrons
no ligante é doado ao metal, sendo estabilizado através da formacao de um orbital
molecular ligante de menor energia e um orbital antiligante desocupado de maior

energia.

Embora a caracterizacdo da ligacdo em complexos metalicos seja
dada através da interacdo de uma base de Lewis (ligante) com um &cido de Lewis
(metal), existe a possibilidade de, aléem da componente o, haver uma outra ligagdo
complementar, e isto € permitido quando ligantes especificos possuem a
capacidade de aceitar a densidade eletronica de um metal, dispondo de orbitais
com simetria e energias adequadas para tal, surgindo uma nova componente da
ligagdo chamada de m. O exemplo mais classico desse tipo de ligacdo sdo o0s
complexos contendo o ligante carbonilo (monoxido de carbono) que funciona
como um doador em o, empregando para tal um par de elétrons de seu orbital
molecular ocupado mais alto (HOMO), porém adicionalmente o ligante carbonilo
possui orbital de carater antiligante (7*) com energia e orientacdo favoravel a
receber elétrons do metal, ocorrendo assim o efeito chamado de retrodoacéo, onde
um par de elétrons do metal é doado ao ligante, de modo contrario a ligagdo c. A

Figura 1.5 ilustra o relato anterior, deste efeito conhecido como retrodoagéo.

Essas duas ligacdes descritas para o ligante sdo sinérgicas, onde
quanto mais efetiva a doacdo de o, maior serd a densidade de elétrons no metal e
consequentemente maior serd a capacidade do metal de doar elétrons de volta para
o ligante, sendo a existéncia dessa componente um fator que leva ao
fortalecimento da ligacdo entre o metal e o ligante. Uma consequéncia direta da
retrodoacdo dos elétrons do metal em orbitais n* é o enfraquecimento da ligagao
C=0, levando a um decréscimo na ordem de liga¢ao e consequente aumento da

distancia C=0, sendo a capacidade de retrodoacéo influenciada por vérios fatores,
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incluindo a carga do metal e também os demais ligantes coordenados ao mesmo.
Estes efeitos possuem consolidadas evidencias experimentais discutidas na
literatura, principalmente com o suporte de técnicas de difracdo de raios X e
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho, cujas informacgoes

espectroscopicas embasam o efeito descrito acima.*%4!

1.6 - A versatilidade dos complexos de Ru''/areno

Outra classe de compostos organometalicos com bastante
representatividade sé@o os complexos do tipo “semi sanduiche” (half sandwich),
onde o metal central esta coordenado a um anel aromatico (n>°), que em sistemas
octaédricos ocupa trés pontos de coordenacdo, sobrando assim outros trés pontos
de coordenacéo para serem ocupados com outras moléculas de interesse. Nesses
complexos a ligacdo entre o ruténio e o anel de 6 membros ocorre através da
doacdo dos elétrons m do anel aromatico aos orbitais d do ruténio formando a
ligagdo em o e concomitantemente a retrodoagao dos orbitais d do metal para 0s
orbitais * do anel aromatico, € de modo similar ao observado para 0s complexos
carbonilicos o efeito liquido das ligagdes ¢ ¢ m levam ao aumento da dimensao

tamanho das distancias C-C no anel aromatico.*%42

b

o

7

FIGURA 1.6 — Estrutura do complexo RAPTA-C, indicando cada um dos
componentes da proposta estrutural dos compostos do tipo RAPTA.
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Os complexos do tipo RAPTA séo os representantes mais conhecidos
da classe “semi sanduiche” de Ru'', compartilhando uma estrutura quimica bésica
de formula [Ru(Cl)»(n®-areno)PTA], sendo PTA = 1,3,5-triazo-7-
fosfadamantano, que é uma monofosfina nitrogenada e solivel em agua. O
complexo mais conhecido dessa Série € 0 RAPTA-C, onde o ligante areno é o p-

cimeno, conforme descrito na Figura 1.6.

Os complexos do tipo RAPTA exibem comportamento similar ao
compostos KP e NAMI-A em sua atividade antitumoral, ndo apresentando alta
citotoxicidade em culturas de células tumorais, onde na maioria das vezes 0s
valores de I1Csy frente a varias linhagens sdo >100 uM, entretanto apresentam
expressiva atividade em experimentos in vivo, destacando quando a capacidade
antimetastatica e antiangiogénica. Quando administrado em animais implantados
com tumores solidos, 0 RAPTA-C é mais eficaz na inibi¢do do crescimento do
mesmo do que o0 composto altamente citotoxico doxorrubicina (farmaco organico
empregado no tratamento de alguns tipos de cancer), mesmo em doses baixas.
Uma outra vantagem exibida pela classe RAPTA é a solubilidade em agua e
estabilidade em baixo pH, possibilitando a administracdo por via oral. Outra
caracteristica potente exibida pelo complexo RAPTA-C é sua capacidade de
desencadear mecanismos de resposta imune diretamente no local do tumor, isto
principalmente por meio do bloqueio de proteinas associadas as células T (PD-1,
PD-L1 ou CTLA-4). Todas essas caracteristicas corroboram com a possivel
entrada RAPTA-C nos ensaios clinicos em pacientes com cancer, tanto visando a
atividade antimetastatica como a também a acdo imunoterapéutica exibida pelos
mesmaos.

Outro viés abordado nessa classe de compostos € a alteracdo dos
substituintes no anel aromatico, desde substituintes mais simples como no
RAPTA-T até os mais sofisticados, como é o caso do RAPTA-EA (Figura 1.7).
O RAPTA-T contém o tolueno como ligante areno, e se destaca por exibir

consideravel atividade antimetastatica, principalmente por interferir nas
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propriedades adesivas das células estudadas.?*** Ja o complexo batizado de
RAPTA-EA combina ao anel da unidade RAPTA com o 4cido etacrinico, que é
conhecido por ser um inibidor da enzima Glutationa S-transferase (GST). A GST
€ uma enzima envolvida na aquisicdo de resisténcia das células tumorais aos
tratamentos quimioterapicos, e ao ser inibida ocorre o bloqueamento do
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia, aumentando a chance de sucesso

do tratamento.43:46:47
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FIGURA 1.7 — Complexos de formula geral de férmula [Ru(Cl),(n®-areno)PTA]
pertencentes a classe RAPTA.

1.7 - Moléculas bioativas provenientes de metabolitos secundarios

de plantas superiores.

A natureza € a principal fonte de inspiracdo do homem no
desenvolvimento cientifico, onde a observacdo das incontaveis transformacdes
nela presentes leva 0 mesmo a compreensdo dos fendmenos naturais e aplicacdo

do conhecimento gerado no desenvolvimento de tecnologias, gerando avangos nas



Joao Honorato de Araujo Neto Introducio

varias areas da ciéncia. As primeiras descri¢des sobre o uso de plantas medicinais
pelo homem remontam a aproximadamente 5000 anos atras, onde em uma
tabuinha de argila o povo sumério relatou o emprego de 250 especies diferentes
de plantas, como a papoula, mandragora e meimendro (todas ricas em alcaloides),
na confeccdo de medicamentos para usos diversos.*®4% O interesse continuo e
perpétuo do homem pelas plantas medicinais tem resultado em uma moderna e
sofisticada quimica de produtos naturais, que tem se devotado ndo somente a
extracao e caracterizacdo desses compostos, mas também na sintese e biossintese

dessas substancias provenientes de organismos Vivos.

Desde esses tempos imemoriais até os dias atuais, 0S compostos
derivados de metabolitos secundarios de plantas tém sido a uma rica fonte de
medicamentos para aliviar a dor e curar varias doencas, como prova disto temos
a riqueza da medicina popular presente em diferentes culturas de diversas partes
do mundo. A variedade estrutural exibida pelas moléculas provenientes desses
metabolitos de plantas pode ser atestada ao se verificar a presenca nesses
organismos de compostos simples, como o acido benzoico, e substancias de
grande complexidade estrutural, como peptideos que contém mais de 100
aminoacidos em suas estruturas, e todas essas substancias igualmente importantes
em processos e mecanismos que viabilizam o funcionamento dos organismos em

que estao presentes.

Dentre as moléculas pequenas, uma das subunidades estruturais mais
recorrentes sdo os carboxilatos aromaticos, como o acido benzoico e similares,
que estdo comumente presentes em tecidos vegetais, animais € microrganismos,
e servem como uma molécula plataforma para a producdo de varios outros
metabdlitos derivados como sais, ésteres alquilicos, parabenos, alcool benzilico,
benzaldeido, perdxido de benzoila e outros, que em sua maioria exibem acgéo
antibacteriana e antifangica, atuando tanto como conservante natural em
alimentos como também de forma artificial, sendo adicionado a produtos que

necessitam de conservantes.®*®! Muito além das derivacOes provenientes das
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alteracdes no grupo carboxilico, existem varias substituicdes possiveis que podem
ser realizadas nas posi¢cOes orto, meta e para do anel aromatico, dando origem a
dezenas de novas moléculas, onde o estudo de estrutura e atividade bioldgica
dessas substancias permite a compreensao da influéncia desses substituintes, tanto

quanto a quantidade como o tipo de funcdo organica empregada na substituicao.

O Brasil possui uma das farmacopeias populares baseadas em plantas
mais variadas do mundo, e isto como resultado da riqueza da flora nacional
compostas por variados biomas, como também da miscigenacdo cultural que
resulta na formacéo do povo brasileiro, envolvendo africanos, europeus, indigenas
e resultando no sincretismo da medicina popular de diferentes partes do mundo.
Uma das plantas que se destacam ndo somente por seu uso na medicina popular,
como também por sua beleza é o ipé, uma arvore comum nas américas central e
do sul, caracterizada por sua madeira de alta durabilidade e por suas flores que
dependendo da espécie podem ser brancas, roxas, amarelas, rosas e lilases. Sdo
conhecidas atualmente quase 45 espécies de ipé, todos pertencentes aos géneros
Tabebuia e Handroanthus, onde as principais diferencas entre essas espécies sdo
as cores das flores, o tipo do lenho e o arranjo floral nos galhos. O Brasil é um
pais privilegiado, pois possui em sua flora 40 espécies de ipé, elegendo a flor do
ipé, por sua abundancia, beleza e presenca na cultura popular, como a flor

nacional.

Dentre as substancias isoladas do ipé, a mais conhecida é a
naftoquinona lapachol (Figura 1.8), presente em abundancia na casca e no caule
principalmente do ipé roxo (Handroanthus heptaphyllus e Tabebuia
avellanedae). O lapachol é conhecido por possuir atividade anti-inflamatoria,
analgésica, antibidtica e antineoplasica, sendo amplamente estudado no Brasil
quanto a suas propriedades, principalmente no Laboratério Farmacéutico do
Estado de Pernambuco (LAFEPE) que inclusive o disponibiliza na forma de
capsulas (250 mg) em estudos desenvolvidos em parcerias com varias

universidades. Em um dos estudos realizados o LAFEPE foi observado que o



Joiao Honorato de Araujo Neto Introducio

lapachol inibiu o crescimento de tumores primarios em ensaios pré-clinicos em
camundongos, avan¢ando assim para 0s ensaios clinicos em pacientes com cancer
em 1974, exibindo também capacidade de inibir o crescimento de tumores.
Entretanto foi observado o surgimento de efeitos colaterais variados, que

resultaram no interrompimento dos estudos.>>->*
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FIGURA 1.8 — Estrutura de algumas moléculas pertencentes as classes das
antraquinonas e naftoquinona. Em verde estdo representadas as substruturas
bésicas de cada classe e em vermelho os substituintes que caracterizam 0s
derivados.

Dentre as propriedades que conferem ao lapachol essas habilidades
frente a células tumorais sdo destacadas as capacidades de induzir o estresse
oxidativo pela formacédo de espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo estas
capazes de danificar componentes celulares essenciais, levando ao desequilibrio
do ciclo celular e ao desencadeamento dos mecanismos que levam a morte celular
por apoptose. Além disso o lapachol também exibe a capacidade de interagir e
inativar enzimas do tipo topoisomerases | e 11, que sédo participantes pelo processo

de replicacdo e empacotamento do DNA na divisdo celular, onde a inativacdo
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desta enzima também leva a morte por apoptose.>

Outra naftoquinona proveniente de plantas € a lausona (Figura 1.8),
que possui além da estrutura basica das naftoquinonas uma funcgdo alcool
adicional (2-hidroxi-1,4-naftoquinona). Ela € o componente mais conhecidoo das
folhas das arvores de Henna (Lawsonia Inermis), comumente encontrada em
algumas regides da Africa, Africa, india, Sri Lanka e Oriente Médio. As folhas de
Henna sdo empregadas composicdo de tintas avermelhadas para tatuagens e
pinturas de pele, havendo relatos deste uso desde o Egito antigo, sendo a lausona
0 principal componente que confere a cor vermelha ao extrato. Além do emprego
como corante, a lausona também ja foi empregada na medicina popular e estudada
por diferentes grupos de pesquisa quanto a sua capacidade antibacteriana e anti-

inflamatdria.>® >’

Outra classe de quinonas de ocorréncia natural também bastante
explorada quanto as suas propriedades sdo as antraquinonas, principalmente
devido a presenca de dois aneis aromaticos na estrutura basica desta classe,
possibilitando sintese de varios derivados a partir da insercdo de substituintes
nesses anéis. Uma antraquinona amplamente empregada na industria de
pigmentos ¢é a alizarina (Figura 1.9), substancia encontrada abundantemente nas
raizes da Rubia tinctorum, que tem sido usada para tingir tecidos e na composicao
de tintas para pinturas em geral, sendo empregada para tal desde 2000 A.C.. Os
diferentes tratamentos dados a alizarina, principalmente alterando o pH das
solugbes em que se encontra, permite a obtencdo de varios tons, indo do
alaranjado até o vermelho escuro. Alguns trabalhos na literatura empregam a
alizarina em estudos bioldgicos, principalmente devido a intensa fluorescéncia
exibida pela mesma. Além disso a alizarina possui capacidade de se acumular em
tecidos 6sseos, sendo empregada ndo somente como um agente fluorescente

nestes tecidos como também em ensaios de tratamento de tumores 0ssos.>8-6°

Uma das antraquinonas mais conhecidas é a doxorrubicina, uma
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antraquinona mais complexa que contém em sua estrutura uma unidade de agucar
e outros fungbes alcool substituidas. Sua principal aplicacdo é derivada de sua
atividade antineoplasica, agindo eficazmente frente a diferentes tipos de cancer,
como o de bexiga, mama, estdmago, pulmao, ovario, tireoide, mieloma mdaltiplo
e algumas leucemias. Sua atividade & atribuida em parte a sua capacidade de
interagir com o DNA, intercalando entre os pares de base e levando a inativacéo
e consequente inibicdo de sua replicacdo (Figura 1.9). O FDA aprovou o uso da
doxorrubicina no ano de 1974, sendo amplamente empregada até hoje no
tratamento do cancer. Um dos limitantes do seu uso sdo os efeitos colaterais
comuns aos quimioterapicos como perda de cabelo, supressdo da medula 0ssea,

vOmitos e outros.5-64

FIGURA 1.9 — Estrutura cristalina de um fragmento de DNA (CGATCG)
contendo duas moléculas de doxorrubicina intercaladas. (PDB 151d)
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1.8 - As contribuictes do LERCI na quimica bioinorganica.

O Laboratério de Estrutura e Reatividade de Compostos Inorganicos
(LERCI) do Departamento de Quimica (DQ) da Universidade Federal de Séo
Carlos (UFSCar) tem dedicado os ultimos 15 anos a compreensdo das
propriedades quimicas e biologicas de complexos de coordenacdo com variados
centros metalicos. Algumas centenas de compostos inéditos sdo fruto do trabalho
do Prof. Dr. Alzir Azevedo Batista e seus alunos, principalmente na ultima década
onde um dos objetivos principais tem sido a compreensdo de como esses
complexos agem em sistemas vivos, procurando novos metalofarmacos para o
tratamento de diversas doencas como: cancer,®"* tuberculose,”>® malaria,?>%
leishmaniose®’8 e mais recentemente buscando compostos com atividade
antiviral. A quimica dos complexos organometalicos também é uma das areas
exploradas pelo LERCI, havendo ja reportado na literatura complexos do tipo
Ru''/p-cimeno contendo ligantes como bipiridinas,®® fosfinas,® aciltiouréias, %%
cloroquina,®8 e azéis (cetoconazol, clotrimazol, fluconazol e itraconazol)’™,
explorando em sua grande parte as atividades antitumorais e antiparasitarias

desses compostos.

O principal foco dos complexos sintetizados pelo LERCI ¢ a
atividade antitumoral, onde inicialmente se realiza um desenho racional das
estruturas a serem sintetizadas afim de se conhecer a performance desses
complexos ndo somente quanto a atividade antitumoral mas também quanto aos
mecanismos envolvidos que levam a toxicidade exibida, estudando os
mecanismos de morte celular, as alteragdes causadas no ciclo de divisao celular e
também na capacidade desses complexos interagirem com biomoléculas atuantes
nesses mecanismos, como o0 DNA e outras proteinas (albumina de soro humano
(HSA), topoisomerases, proteassomas e outros). Um destaque recente dentre os
resultados obtidos pelo LERCI foi o indice de seletividade exibido por um

complexo de palédio/trifenilfosfina/aciltiouréia que exibiu grande seletividade
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frente as celulas tumorais de mama (MDB-MB-231) em relacdo a ndo tumoral de
camundongo (V79), sendo 322 vezes mais ativo para a linhagem tumoral de

mama.®?

Dentre as centenas de compostos de diversas classes estruturais, 0
LERCI também tem buscado associar a versatilidade dos complexos de ruténio
com as propriedades exibidas por moléculas provenientes de produtos naturais.
Vérios trabalhos do grupo tem se dedicado a sintese e caracterizacdo de
complexos de ruténio contendo ligantes fosfinicos, bipiridinicos, e as
naftoquinonas lapachol e lausona em suas estruturas.®>87%4% A Figura 1.10 mostra
as estruturas e formulas gerais exibidas pelos complexos contendo naftoquinonas

ja estudados pelo grupo.

FIGURA 1.10 — Estrutura dos complexos contendo os ligantes lapachol e lausona
sintetizados pelo LERCI., onde L = lapachol ou lausona.
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Os complexos de formula geral [RuL(bipy)(PPhs),]PFs e
[Ru(Cl),L(dppb)] foram avaliados quanto a atividade antiparasitaria contra
Leishmania amazonensis e Plasmodium falciparum, onde os complexos foram
consideravelmente mais ativos frente aos parasitas do que os respectivos ligantes
livres, havendo um destaqgue com complexo [Ru(Cl),(Lap)(dppb)] (Lap =
lapachol) que dentre todos foi 0 composto antiparasitario mais potente e seletivo,
exibindo atividade comparavel aos medicamentos de referéncia no tratamento

destas doencas.®’

Os complexos do tipo [RuL(bipy)(P-P)]PFs e [RuL(P-P);]PFs
(Figura 1.10) também foram avaliados quanto a atividade antitumoral frente a
algumas linhagens celulares. Na Tabela 1.1 destacamos os valores de
citotoxicidade encontrados para a linhagem de tumoral de mama MDA-MB-231
e sua correspondente ndo tumoral MCF-10A. Destaque foram os complexos
contendo o lapachol como ligante, sendo eles mais seletivos do que os similares
com lausona. Todos os complexos foram mais ativos nas linhagens tumorais que
a cisplatina, exibindo atividade no minimo quinze vezes maior, além de
apresentarem seletividade similar ou maior que a cisplatina na maioria dos casos.
Uma caracteristica marcante foi a capacidade do complexo [Ru(lap)(dppm).]PFs
de alterar o potencial de membrana mitocondrial e gerar espécies reativas de
oxigénio (ROS) em células MDA-MB-231 levando & morte celular por apoptose.
TABELA 1.1 — Valores de ICs, (uM) e indice de seletividade (IS) encontrados

para os complexos do tipo Ru/bifosfina/naftoquinona frente as linhagens tumoral
(MDA-MB-231) e néo tumoral (MCF-10A) de mama humana.

MDA-MB-231 MCF-10A IS
[Ru(lau)(dppm)2]PFs (0,09 +0,02) (0,55 +£0,07) 6,1
[Ru(lap)(dppm)2]PFs (0,13 £0,01) (2,70 £ 0,50) 20,8
[Ru(lau)(dppe)(bipy)]PFs (0,11 £ 0,04) (0,72 £0,01) 6,5
[Ru(lap)(dppe)(bipy)]PFs (0,15 £ 0,03) (2,76 £ 0,30) 18,4
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs (0,06 £ 0,01) (0,58 £0,02) 9,7
[Ru(lap)(dppb)(bipy)]PFs (0,07 £ 0,03) (0,77 £0,03) 11,0
Cisplatina (2,43 £ 0,20) (29,45 £ 0,85) 12,1
Lausona > 100 > 100 -
Lapachol > 100 > 100 -
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Estudos ainda ndo publicados pelo grupo mostraram a eficiéncia
desses complexos em inibir o crescimento de tumores primario em camundongos,
exibindo atividade similar ao cisplatina, sem causar efeitos colaterais observados
para o farmaco de platina, exibindo auséncia de nefrotoxicidade e mantendo a
massa corporal do animal. Estes compostos encontram-se patenteados no Brasil
sobre o titulo “Processo de Obtencdo de Compostos de Ruténio, Compostos de
Ruténio Obtidos e seu uso” (BR 10 2016 016535 0 A2). Assim os resultados
anteriormente obtidos e a necessidade de novos farmacos para o tratamento do
cancer nos estimulam a continuar o estudo destes sistemas para melhor
compreensdo da atividade de tais complexos e possivel obtencdo de novos

metalofarmacos.
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2.1 - Objetivo geral

Com o proposito de obter compostos inéditos com potencial
citotoxico frente as células tumorais, o presente trabalho objetivou o estudo das
propriedades estruturais e bioldgicas de novos complexos metalicos carregados e
neutros do tipo Ru'Yareno, contendo ligantes monofosfinicos e

derivados/similares de produtos naturais.

2.2 - Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral descrito anteriormente foram

executados 0s seguintes objetivos especificos:

e Sintetizar dezenove novos complexos de Ru'' contendo os ligantes
derivados de produtos naturais que se coordenam no modo bidentado pelos
oxigénios, sendo ele agrupados em trés Séries:

< Série A, complexos de formula geral [RulLy«(n®-p-
cimeno)(PPh3)]PFs sendo Ly os ligantes derivados de acido
benzoico p-substituidos (A1-A4);

< Série B, complexos de formula geral [Ru(Cl)Lx(n®-p-cimeno)],
[RuLx(n®-p-cimeno)(PPhs)]PFs, fac-[RUCIL«(S-DMSO);] e cis-
[RuCIL«(S-DMSO),(PPh3)] (B1-B12) sendo Lx os ligantes
naftoquindnicos;

% Série C, complexos de férmula geral [RuLCl(n®-p-cimeno)]
(C1), [RuL(n®-p-cimeno)(PPh3)]JPFs (C2) e [RuL(n®-p-
cimeno)(PEts)]PFs (C3), onde L é o ligante antraquindnico
alizarina;

e Caracterizar os complexos empregando tecnicas espectroscopicas 1D
e 2D RMN, analise elementar, condutividade molar, espectrometria de massas e

difracdo de raios X de monocristal (quando possivel a obten¢do dos mesmos);
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e Estudar a estabilidade estrutural dos complexos nos solventes
utilizados como veiculos e meios de cultura nos testes envolvendo experimentos
bioldgicos;

e Determinar a citotoxicidade dos complexos frente a linhagens
humanas tumorais e ndo tumorais de pulméo, prostata e mama;

e Avaliar as células tratadas com os complexos quanto a morfologia
celular, capacidade de migracao, sobrevivéncia clonogénica e impacto no ciclo
celular;

e Avaliar a capacidade dos complexos de acumularem nas células
(Série A)

o Realizar testes de interacdo dos complexos com DNA (calf thymus e
plasmideo pBR322), isto empregando os complexos que foram estaveis nos

veiculos empregados (Série B e C).
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Neste capitulo estdo descritos os materiais utilizados, as sinteses e
caracterizagcdes dos compostos organometalicos de Ru''/areno com ligantes
derivados de produtos naturais, bem como a descri¢édo de procedimentos referente

aos estudos da atividade biolégica dos complexos.
3.1- Materiais

3.1.1 - Obtencéao da atmosfera de Argonio

Todos os procedimentos experimentais foram realizados sob
atmosfera de Argobnio, de procedéncia White Martins, para garantir atmosfera
inerte. O gas é conduzido por uma coluna com silica gel e posteriormente para
uma coluna com catalisador BTS-R-3-11 (Fluka Chemika), aquecida a 60°C para
eliminagéo de oxigénio.
3.1.2 - Solventes

Os solventes organicos utilizados neste trabalho foram submetidos a
purificacdo prévia, segundo os métodos usuais. Os solventes deuterados foram
utilizados como fornecidos pela Sigma-Aldrich.
3.1.3 - Reagentes quimicos em geral

O sal base RuCls;.xH,0O, os ligantes a-felandreno, trifenilfosfina
(PPhs), trietilfosfina (PEt;), &cido benzoico, acido p-hidroxibenzoico, &cido p-
nitrobenzoico, acido tereftalico, lausona, alizarina, hexafluorofosfato de potassio
(KPFe) e tetrafluoroborato de prata (AgBF,) sdo de procedéncia Sigma-Aldrich.
O lapachol foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Diogo Moreira do Instituto
Gonzalo Muniz em Salvador (IGM-FIOCRUZ) e o ligante 3-estiril-lausona foi
sintetizado pelo grupo do Prof. Dr. Chaquip Daher Netto (UFRJ - Macaé).

3.2 - Sinteses dos complexos
3.2.1 - Sintese dos precursores

3.2.1.1 - Sintese do complexo [{RuCl(n°-p-cimeno)}2(u-Cl)2]
Dissolveu-se 1,00 g (3,5 mmol) de RuCl3.3H,O em 80 mL de

metanol desaerado e adicionou-se 5 mL de a-felandreno (35 mmol). A solucgéo
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resultante foi refluxada por 4 h, mediante constante agitacdo. A solucdo foi
concentrada, sob pressdo reduzida, até a precipitacdo do solido vermelho escuro.
A mistura foi resfriada e o solido foi filtrado, lavado com etanol (3 x 5 mL), éter
dietilico (3 x 5 mL) e seco sob vacuo.
3.2.1.2 - Sintese do complexo [Ru(n®-p-cimeno)Clz(PPhs)]
Solubilizou-se 1,00 g (1,63 mmol) de [ {RuCl(n®-p-cimeno)}»(u-Cl),]
em 80 mL de metanol desaerado e adicionou-se 0,94 g de trifenilfosfina (3,59
mmol). A mistura foi refluxada, sob agitacdo, durante 4 h. A solucédo foi
concentrada, sob pressdo reduzida, e o sélido vermelho filtrado. O produto foi
lavado com etanol (3 x 5 mL), éter dietilico (3 x 5 mL) e seco sob vacuo.
3.2.1.3 - Sintese do complexo [Ru(n®-p-cimeno)Clz(PEts)]
Solubilizou-se 1,00 g (1,63 mmol) de [ {RuCl(n®-p-cimeno)}»(u-Cl),]
em 80 mL de metanol desaerado e adicionou-se 0,43 g de trietilfosfina (3,59
mmol). A mistura foi refluxada, sob agitacdo, durante 4 h. A solucdo foi
concentrada, sob presséo reduzida, e o sélido vermelho filtrado. O produto foi
lavado com etanol (3 x 5 mL), éter dietilico (3 x 5 mL) e seco sob vacuo.
3.2.1.4 - Sintese do complexo fac-[RuClz(S-DMSQO)3(0O-DMSO)]
Dissolveu-se 1,00 g (3,5 mmol) de RuCl;.3H,0 em 80 mL de etanol
previamente desaerado, apds 30 minutos em refluxo evaporou-se o solvente e
adicionou-se 40 mL de DMSO desaerado. Apés 30 minutos de refluxo pé amarelo

resultante foi filtrado e lavado com éter dietilico (3 x 5 mL) e seco sob vacuo.

3.2.1.5 - Sintese do complexo fac-[RuCl>(S-DMSQO)3z(PPhs)]
Dissolveu-se 1,00 g (1,04 mmol) do complexo [RuCl,(PPhs)s] em
DMSO previamente desaerado, apés 1 hora de refluxo o pé amarelo péalido

resultante foi filtrado e lavado com éter dietilico (3 x 5 mL) e seco sob vacuo.
3.2.2 - Sintese dos complexos da Série A

3.2.2.1 - Sintese dos complexos de formula geral [RuLx(m®-p-
cimeno)(PPhs)]BF4 (A1-A3)
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Em um schlenk contendo 50 mL de acetona previamente desaerada
foram dissolvidos 100 mg (0,17 mmol) do precursor [Ru(#®-p-
cymene)(PPh3)(Cl).], 0,17 mmol do ligante acido benzoico p-substituido (Lx) e
75,9 mg (0,39 mmol) de AgBF.. A mistura reacional foi mantida sob agitagédo em
temperatura ambiente por 4 horas. Apds este periodo, a solucao foi filtrada em um
funil contendo celite, isto para a remoc¢do de um precipitado branco formado
(AgCI). A solucéo obtida foi seca, solubilizada em aproximadamente 3 mL de
metanol e a precipitacdo foi realizada com a adicdo de &gua. O precipitado
amarelo formado foi separado por filtracdo e lavado com &gua (3 x 5 mL) e seco

sob vacuo.

3.2.2.2 - Sintese do complexo de férmula geral [Ruz(u®-L) (n°-p-
cymene)2(PPhz)2](BFa4)2 (A4)

Em um Schlenk contendo 50 mL de acetona previamente deaerada
foram dissolvidos 100 mg (0,17 mmol) do precursor [Ru(#°-p-
cymene)(PPhs3)(Cl),], 0,085 mmol do &cido tereftalico (L) e 75,9 mg (0,39 mmol)
de AgBF.. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente
por 4 horas. Apos este periodo, a solugéo foi filtrada em um funil contendo celite,
isto para a remocéo de um precipitado amarelo formado. O filtro foi lavado logo
apos com diclorometano para a solubilizacdo do p6 amarelo. A solucédo obtida foi
seca, solubilizada em aproximadamente 3 mL de metanol e a precipitacdo foi
realizada com a adicéo de agua. O precipitado amarelo formado foi separado por

filtracdo e lavado com agua (3 x 5 mL) e seco sob vacuo.

3.2.3 - Sintese dos complexos da Série B

3.2.3.1 - Sintese dos complexos de férmula geral [RuClLx(n°’-p-
cimeno)] (B1-B3)

Em um Schlenk contendo 50 mL de metanol previamente desaerado

foram dissolvidos 0,08 mmol do ligante naftoquinonico (L) e 3,3 mg de NaOH
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(0,08 mmol), apds 20 minutos de agitacéo a temperatura ambiente, 50,0 mg (0,08
mmol) do precursor [{RuCl(n®-p-cimeno)}2(u-Cl),] foi adicionado. A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente por 2 h. O
precipitado preto formado foi filtrado e lavado com metanol gelado (3 x 5mL) e

agua (3 x 5mL).

3.2.3.2 - Sintese dos complexos de formula geral [RuLx(m®-p-
cimeno)(PPhs)]PFes (B4-B6)

Em um Schlenk contendo 25 mL de acetona previamente deaerada
foram dissolvidos 50 mg (0,09 mmol) do precursor [RuCl,(#°-p-cimeno)(PPhs)],
0,09 mmol do ligante naftoquinonico (L) e 38,9 mg (0,20 mmol) de AgBF.s. A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente por 4 horas.
Apos este periodo, a solucéo foi filtrada em um funil contendo celite, isto para a
remocdo de um precipitado branco formado (AgCl). A solucdo obtida foi seca,
solubilizada em aproximadamente 3 mL de metanol, adicionado 36,8 mg de KPFg
(0,20 mmol) e a precipitacéo foi realizada com a adi¢do de agua. O precipitado
vermelho escuro formado foi separado por filtracdo, lavado com agua (3 x 15 ml)

e Seco sob vacuo.

3.2.3.3 - Sintese dos complexos de férmula geral fac-[RuCILx(S-
DMSO)s] (B7-B9)

Em um schlenk contendo 50 mL de metanol previamente desaerado
foram dissolvidos 0,10 mmol do ligante naftoquinonico (L) e 4,1 mg de NaOH
(0,20 mmol), apds 20 minutos de agitacdo a temperatura ambiente 50,0 mg (0,10
mmol) do precursor fac-[RuCl,(S-DMS0);(0-DMSO0)] foi adicionado. A mistura
reacional foi mantida sob agitagdo em temperatura ambiente por 2 hrs. O
precipitado negro formado foi filtrado, lavado com metanol gelado (3 x 5 mL),

agua (3 x 5 mL) e seco sob vacuo.

3.2.3.4 - Sintese dos complexos de formula geral cis-[RUCILx(S-
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DMSO)2(PPhs)] (B10-B12)

Em um schlenk contendo 25 mL de acetona previamente deaerada
foram dissolvidos 50 mg (0,07 mmol) do precursor fac-[RuCl,(S-
DMSO);(PPh3)], 0,07 mmol do ligante naftoquinonico (Ly) e 33,5 mg (0,17
mmol) de AgBF,. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo em temperatura
ambiente por 4 horas. Apds este periodo, a solucdo foi filtrada em um funil
contendo celite, isto para a remocéo de um precipitado branco formado (AgCl).
A solucéo obtida foi seca, solubilizada em aproximadamente 3 mL de metanol,
adicionado 31,6 mg de KPFs (0,17 mmol) e a precipitacdo foi realizada com a
adicdo de agua. O precipitado vermelho escuro formado foi separado por filtracéo,

lavado com agua e seco sob vacuo.

3.2.4 - Sintese dos complexos da Série C
3.2.4.1 - Sintese dos complexos de férmula geral [RuCIL(n°-p-
cimeno)] (C1)

Em um schlenk contendo 50 mL de metanol previamente desaerado
foram dissolvidos 21,1 mg de alizarina (0,09 mmol) e 3,5 mg de NaOH (0,09
mmol), apds 20 minutos de agitacdo a temperatura ambiente, 50,0 mg (0,09
mmol) do precursor [RuCl,(5°-p-cimeno)(PPhs)] foi adicionado. A mistura
reacional foi mantida sob agitagdo em temperatura ambiente por 2 hrs. O
precipitado negro formado foi filtrado e lavado com metanol gelado (3 x 5 mL),

agua (3 x 5 mL) e seco sob vacuo.

3.2.4.2 - Sintese dos complexos de formula geral [RuL(n’-p-
cimeno)(PPhz)]PFe (C2)

Em um schlenk contendo 25 mL de acetona previamente deaerada
foram dissolvidos 50 mg (0,09 mmol) do precursor [RuClx(n®-p-cimeno)(PPhs)],
21,1 mg (0,09 mmol) da alizarina (L) e 38,9 mg (0,20 mmol) de AgBF,. A

mistura reacional foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente por 4 horas.
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Ap0s este periodo, a solucéo foi filtrada em um funil contendo celite, isto para a
remocao de um precipitado branco formado (AgCl). A solucdo obtida foi seca,
solubilizada em aproximadamente 3 mL de metanol, adicionado 36,8 mg de KPFs
(0,20 mmol) e a precipitagéo foi realizada com a adi¢cdo de agua. O precipitado
vermelho escuro formado foi separado por filtracdo, lavado com agua e seco sob

vacuo.

3.2.4.3 - Sintese dos complexos de formula geral [Ru(n®’-p-
cimeno)(PEts)]PFs (C3)

Em um schlenk contendo 25 mL de acetona previamente deaerada
foram dissolvidos 50 mg (0,12 mmol) do precursor [RuCly(n®-p-cimeno)(PEts)],
28,3 mg (0,12 mmol) da alizarina (Lx) e 52,7 mg (0,27 mmol) de AgBF.. A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente por 4 horas.
Ap0s este periodo, a solucéo foi filtrada em um funil contendo celite, isto para a
remocao de um precipitado branco formado (AgCl). A solucdo obtida foi seca,
solubilizada em aproximadamente 3 mL de metanol, adicionado 36,8 mg de KPFg
(0,20 mmol) e a precipitacéo foi realizada com a adicdo de agua. O precipitado
vermelho escuro formado foi separado por filtracdo e lavado com agua e seco a

vacuo.

3.3 - Instrumentacao

3.3.1 - Condutividade Molar

As medidas de condutancia foram feitas utilizando um aparelho
Meter Lab., modelo CDM230. As medidas foram realizadas mediante solugtes

dos complexos em acetona na concentragdo de 10 mol.L ™.

3.3.2 - Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros vibracionais de absorcdo na regido do infravermelho

foram obtidos utilizando-se o espectrofotomero Bomem Michelson FT MB-102,
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na regido compreendida entre 4000 e 240 cm™. As amostras sélidas foram diluidas

com KBr (mantido em estufa a 120°C) e preparadas minutos antes das analises.
3.3.3 - Andlise elementar (C,H, N e S)

Os teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre dos
complexos foram determinados em um analisador CHN modelo EA 1108 da
FISONS, no Laboratério de Analise Elementar do Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Sao Carlos.

3.3.4 - Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN de 'H (400 MHz), BC{*H} (100 MHz) e
SIp{IH} (162 MHz) foram registrados a partir de analises realizadas no
equipamento BRUKER 9.4 T, modelo AVANCE I, no Laboratério de Analise
Elementar do Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos.
Utilizou-se solvente deuterado (acetona) para as medidas relacionadas aos
experimentos de *H, B¥C{'H}, COSY, HSQC e HMBC, enguanto que para 0s

experimentos de 3P{*H} usou-se capilar D,O (referéncia externa).

3.3.5 - Difracgao de raios X

As coletas de difracéo de raio X foram realizadas em um difratbmetro
Rigaku XtaLAB mini II, radiagio MoKa (A = 0.71073 A), no Laboratério de
Cristalografia do Instituto de Fisica de S&o Carlos, na Universidade de S&o Paulo.
As estruturas foram resolvidas com o programa SHELXT® usando métodos
diretos, sucessivos mapas de Diferenca de Fourier permitiram a localizacdo dos
atomos néo hidrogénios. Excetuando-se os atomos de hidrogénio, todos os demais
foram refinados anisotropicamente. Os refinamentos foram feitos pelo método
dos minimos quadrados através do programa SHELXL.®” Os calculos dos
parametros da célula unitaria e as corre¢des por absor¢do foram realizados usando
o software CrysAlisPro. As representacdes das moléculas e tabelas de dados

cristalogréaficos foram geradas utilizado os programas OLEX? e MERCURY .%°
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Detalhes especificos sobre coleta de dados e os parametros para cada complexo

sdo fornecidos no Apéndice.

3.3.6 - Calculos teoricos

A otimizagao estrutural dos complexos B1-B12, bem como dos seus
respectivos ligantes, foi calculada pelos métodos de estrutura eletrdnica assim
como a carga natural atbmica de todos os atomos (NBO). Nas otimizacGes
realizadas foram empregados DFT/SVWN5 com fungdes de base 6-31G+(d,p)
para C, H, N, O e P, enquanto para o centro metalico foi usado LANL2DZ com
pseudo potencial (ECP). Os arquivos de input foram gerados a partir das
coordenadas cristalograficas para otimizacéo, exceto para os complexos B2, B4 e
B5 (sem coordenadas cristalograficas), empregando o pacote de programas

Gaussian 09,100

3.3.7 - Espectrometria de massas (MALDI-TOF)

Para a aquisi¢do dos dados de espectrometria de massas 1 mg dos
complexos foram solubilizados em 100 pulL de metanol contendo 0,5 mM do acido
2,3-diidroxibenzoico. As amostras foram particionadas em 3 sobre o suporte de
analise e apos a secagem do metanol (temperatura ambiente) os dados faram
adquiridos em um espectrébmetro de massas Autoflex (Bruker daltonics)

controlado pelo programa FlexControl 3.3.
3.4 - Obtencédo dos Dados Bioldgicos

Os testes envolvendo o cultivo de linhagens celulares foram
realizados pelas alunas do LERCI: MSc. Celisnolia Leite, Dr?. Katia Mara de
Oliveira, Dr?. Legna Colina-Vegas e Dr?. Adriana Mundim. Alguns ensaios foram
realizados no Laboratdrio de Biologia do Envelhecimento do Departamento de

Gerontologia da UFSCar, coordenado pela Prof. Dr2. Marcia Cominetti.

3.4.1 - Teste de estabilidade dos complexos em solugéo
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A estabilidade dos complexos foi avaliada em solventes utilizados
para os testes biologicos, sendo acetona na Série A e DMSO nas Séries B e C.
Duas solugdes foram avaliadas, uma com o composto em DMSO ou acetona e a
outra 0 composto em uma mistura de solvente contendo DMSO/meio de cultura
(2:1). Espectros de RMN 3'P{*H} e 'H foram registrados em tempos variados
distribuidos entre 0 e 48 h.

3.4.2 - Linhagens e Cultura Celular

As linhagens de células tumorais humanas, de mama triplo-negativo
MDA-MB-231 (ATCC N. HTB-26), pulm&o A549 (ATCC N. CCL-185) e néo
tumoral humana de pulmdo MRC-5 (ATCC N. CCL-171), foram cultivadas em
meio de cultura DMEM contendo penicilina (100 pg.mL™?), estreptomicina (100
mg.mL™?), L-glutamina (2 mM) e suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB). As linhagens de células tumorais humanas, de mama MCF-7 (ATCC N.
HTB-22), prostata DU-145 (ATCC N. HTB-81), e ndo tumoral de prostata PNT2
(Sigma N. 95012613) foram cultivadas em meio de cultura RPMI, suplementado
com 10% de SFB e antibidticos. A célula ndo tumoral de mama humano da
linhagem MCF-10A (ATCC No. CRL-10317), foi cultivada em meio
DMEM/F12, suplementado com 5% de soro de cavalo, fator de crescimento
epidermal humano (EGF) (20 ng.mL1), hidrocortisona (0,5 pg.mL™), insulina (10
ug.mL?t) e 1% de penicilina/estreptomicina. As linhagens celulares foram
mantidas em cultura a 37°C, 5% CO, em estufa umidificada, para serem utilizadas

em ensaios ou cultivadas em garrafas de cultura.
3.4.3 - Ensaio colorimétrico de citotoxicidade celular (MTT)

Para avaliar o efeito citotoxico dos complexos frente as linhagens
celulares tumorais e ndo tumoral utilizou-se o0 método colorimétrico do MTT (3-
(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazolium). O principio deste
método foi descrito por Mosman!®, que consiste em medir a viabilidade celular

pela atividade enzimatica mitocondrial das células vivas.



Joao Honorato de Araujo Neto Parte Experimental

Para o teste, 1,0x10° células do TAE (célula em suspenséo) e 1,0-
1,5x10% das demais células (células aderentes) foram semeadas em microplacas
de 96 pocos. Apos 24 h, para as linhagens aderentes, as células foram tratadas em
oito concentracdes diferentes dos complexos de ruténio dissolvidos em DMSO
(1% (v/v) na solucdo de tratamento), e como farmaco de referéncia utilizou-se a
cisplatina dissolvida em dimetilformamida (DMF, 1% (v/v) na solucdo de
tratamento). No controle negativo, as células foram tratadas somente com DMSO
1% (v/v). Apobs o tratamento, as células foram deixadas em estufa, a 37 °C com
5% de CO; por 24 h (linhagem MDA-MB-231) e 48 h (todas as linhagens
celulares). Ao final do periodo de incubacéo, foi adicionado aos pogos da placa,
50 uL de MTT na concentragido de 1 mg.L?, e apés 3 h de incubagdo com MTT,
foram acrescentados 100 pL. de SDS (dodecil sulfato de sodio) a 10% diluido em
HCI/0,01N ou somente com alcool isopropilico para dissolver os cristais azul de
formazan. A absorbancia da densidade dptica da solucéo foi medida em 545 nm
usando espectrofotdmetro de microplaca Stat Fax 2100 (Awareness Technology).
O valor de 1Csy (concentragdo (UM) que inibe 50% da viabilidade celular) foi
determinada por meio da curva dose resposta utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism 5.01 para Windows, 04102

3.4.4 - Analise do ciclo celular

As fases do ciclo celular podem ser caracterizadas por variagdes no
seu conteudo de DNA, que quando analisado por citometria de fluxo apoés
marcacdo com iodeto de propideo permite quantificar a percentagem de células
em cada fase do ciclo. Para analise do ciclo celular, 3x10° de células MDA-MB-
231 foram semeadas em placas de 12 pocos, apos 24 h de incubacéo as células
foram tratadas com os complexos nas concentracdes de ¥2 ICspe 1Csp no controle
negativo ndo foi colocado complexo. Apos exposicao das células aos complexos,
por 48 h, estas foram removidas da placa, centrifugadas e na sequéncia lavadas

com PBS. Ao final da lavagem o sobrenadante foi desprezado, e o “pellet” celular
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foi incubado com 2 mL de alcool etilico gelado (70%) por 24 h, a-20 °C. Ao final
da incubacdo as células foram lavadas novamente com PBS e em seguida
incubadas por 15 min em uma solucao contendo ribonuclease A (RNase A) 0,05%
e iodeto de propidio (50 pg.mL™?). A andlise da porcentagem de células em fase
subG;, Go/Gy, S e Go/M foi realizada no citbmetro de fluxo (FACSCalibur, BD

Biosciences), através do software ModFit.*?1%2
3.4.5 - Morfologia Celular

Afim de avaliar a morfologia das células MDA-MB-231 quando
expostas aos complexos, foram semeadas 1x10° células/pogo em placas de 6
pocos e mantidas na estufa a 37°C e 5% CO,, por 24 h. Apds esse periodo, as
celulas foram tratadas com as concentragdes de %2 1Csy e 1Cso dos complexos. Com
0 auxilio de um microscopio invertido (Nikon Eclipse TS 100) acoplado a uma
camera fotografica (Moticam — 1.3 Megapixels) as imagens das células foram
capturadas nos periodos de 0, 24 e 48 h. As alteragbes morfologicas e

proliferativas das células foram analisadas a partir das imagens obtidas.'0%102
3.4.6 - Ensaios de Migracao Celular “Wound Healing”

O ensaio de wound healing ¢ muito utilizado para estudar as
caracteristicas do processo migratério das células e avaliar os compostos capazes
de inibir a migracdo celular. As células MDA-MB-231 (2,0x10°) foram
cultivadass em placas de 12 pocos e incubadas em estufa umidificada com 5% de
CO; a 37°C até a cultura atingir uma confluéncia de 90-100%. Em seguida, com
0 auxilio de uma ponteira, de volume maximo 200 pL, e uma régua, foi feita uma
risca no centro de cada poco. Cuidadosamente, os pogos foram lavados com PBS
para remocao de fragmentos celulares e células desaderidas da &rea riscada. As
células foram tratadas com os complexos na concentracdo de %2 1Csp, exceto 0s
controles que receberam apenas meio cultura. Apos tratamento, imagens da risca
de cada poco, foram capturadas em dois campos diferentes, nos tempos 0 (apés
tratamento), 24 e 48 h, utilizando um microscépio invertido (Nikon Eclipse TS
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100) acoplado a uma camera fotografica (Moticam 1000-1.3 Megapixels Live
Resolution). A area de fechamento da risca pela migracdo celular foi medida
através do software ImageJ, e a porcentagem de fechamento da risca foi calculada

utilizando a equacéo abaixo:
% Fechamento da risca= [(A=on - Aw=an) / (At=on)] X 100

onde, A=on: medida da area riscada no tempo de 0 h e Ai=zan: medida

da area riscada no tempo de 24 e 48 h. 101102
3.4.7 - Ensaio de sobrevivéncia clonogénica

Para avaliar a capacidade dos complexos de inibir a formacao de
coldnias e/ou diminuir o tamanho delas, 4 x 102 das células MDA-MB-231 foram
semeadas em placas de 6 pocos. Apos 24 h, as células foram tratadas (exceto 0s
controles) com diferentes concentragces dos complexos, em seguida foram
incubadas a 37°C e 5% CO,, por 48 h. Apos o periodo de tratamento, 0 meio foi
removido, as células lavadas cuidadosamente com PBS e posteriormente
adicionado o meio de cultura com 10% de FBS. As células foram novamente
incubadas na mesma condicdo por 10 dias. Apds esse periodo de incubacdo, 0
sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas com uma solucdo de
metanol e acido acético (3:1 v/v) durante cinco minutos e em seguida, coradas
com o corante panotico. O ndmero de coldnias e seu tamanho foram medidos

utilizando o plugin Colony Area para o0 programa Image J.
3.4.8 - Cultivo celular para os ensaios de acumulo do complexo

Um dia antes do tratamento com o complexo, 1,5x10° células da
linhagem MDA-MB-231 foram semeadas em um frasco Corning Costar 125 cm?,
O meio foi substituido por um novo contendo 5 uM do complexo Al e incubado
com as células por 24 h a 37 °C. Um frasco contendo o meio com o complexo,
sem celulas, foi usado como controle. No final do periodo de incubacdo, 0 meio

foi transferido para um tubo, centrifugado (1200 rpm, 5 min) para remocao das
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células flutuantes, e o sobrenadante foi coletado para posterior analise. As células
foram lavadas duas vezes com 10 mL de agua ultrapura gelada, tripsinizadas com
4,0 mL de solucdo de tripsina-EDTA por 2 min e 6 mL de meio de cultura foram
adicionados. Em seguida, a suspensdo celular foi transferida para um tubo,
centrifugada (1200 rpm, 5 min, 2 °C), e a solucdo sobrenadante foi
cuidadosamente removida com uma pipeta. Finalmente, as células foram lavadas
com 2 mL de &gua ultrapura resfriada, peletizadas e armazenadas a -20 °C para

analise posterior.103
3.4.9 - Medidas de ICP-MS das células cultivadas

Estes Ensaios foram realizados pela Dr?. Legna Colina-Vegas, sobre
a supervisédo do Prof. Dr. Joaquim Nobrega do DQ UFSCar. HNO; (14 M) para
anélise de tracos de metal foi previamente purificado por destilagdo em um
aparelho DistillacidTM BSB-939-IR. (Berghof, Eningen, Alemanha). Solucéo de
hidroxido de tetrametilaménio (TMAH, Sigma) 25% foi usada como recebida.
Todas as determinacdes de conteudo de metal foram conduzidas monitorando o
sinal Ru em um ICP-MS Agilent 7800 equipado com um nebulizador
concéntrico e uma camara de pulverizacgédo de passagem dupla Scott. Uma solucéo
padréo de Ru foi usada para calibrages do ICP-MS, ela foi preparada diluindo
1000 mg.L* de Ru (Qhemis, Séo Paulo, SP, Brasil) em meio HNO3 0,14 mol.L™,
As solugdes analiticas para calibragio continham de 0,010 a 200 pg.L™? de cada
analito e os padrdes internos foram adicionados a 10,0 pg.L? as solucdes
analiticas de calibracdo, brancos analiticos e amostras. Os pellets celulares foram
digeridos com 200 pL. de TMAH e acidificados com 200 pL de HNOs.
Posteriormente, as digestdes foram diluidas com agua para 5% v v-1 HNO3. O
meio de cultura foi digerido usando 1 mL do meio inicial ou final e 250 pL de
HNO; diretamente nos vasos de digestao de perfluoroalcoxi (PFA) e digerido por
micro-ondas usando um forno de camara de reacdo Unica (UltraWaveTM,

Milestone, Sorisole, Italia). A caAmara foi pressurizada com gas nitrogénio (99,9%,
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White MartinsPraxair) a 40 bar. O programa de aquecimento por microondas foi
aplicado da seguinte forma: (1) 10 min para atingir 180° C e (2) 10 min para
manté-lo a 180° C. Posteriormente, os digeridos foram diluidos para 20,0 mL com
agua destilada-deionizada e uma aliquota de cada solugéo foi diluida 50 vezes
apropriadamente, seguida de quantificacdo por ICP-MS. Os meios de cultura
inicial e final sdo definidos como o meio preparado com 5 uM do complexo 1,

antes e apds a exposicao celular.'®
3.4.10 - Microscopia confocal das células MDA-MB-231

O estudo de actumulo celular do complexo C1 foi realizado em
celulas MDA-MB-231 tratadas com 40 uM do complexo (0,5% de DMSO), sendo
a leitura realizada com 15 minutos de exposi¢cdo das células ao complexo. As
micrografias foram registradas com o auxilio de microscépio confocal de
fluorescéncia Zeiss (modelo LSM 780 invertido) coordenado pelo Prof. Dr.

Francisco Guimarées docente do Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC-USP).
3.4.11 - Titulacao espectroscopica por UV-visivel do DNA

Para os estudos de interagcdo com o DNA, foi preparado uma solucéo
estoque de CT-DNA (calf thymus). Aproximadamente 2 mg de CT-DNA foi
solubilizada em 1 mL de tampé&o Tris-HCI (4,5 mM de Tris HCI, 0,5 mM de Tris
base e 50 mM de NaCl) num pH 7,4. A concentracdo de DNA foi determinada
por espectroscopia na regido do UV-visivel empregando um espectrofotémetro de
arranjo de diodo da Hewlett Packard (HP) 8452A. A partir da absortividade molar
do DNA em 260 nm, 6600 molt.cm?L, do caminho éptico (b=1 cm) e da
absorbancia, determinou se a concentracdo do CT-DNA por meio da relacéo de

Lambert-Beer: Aos0= €260% bxC.

As titulacdes espectroscopicas foram realizadas empregando-se duas
cubetas: na cubeta 1 (branco), adicionou-se o tampéo tris-HCI e DMSO, e na
cubeta 2 foi adicionado o tampéo Tris-HCI e a solu¢do do complexo em DMSO.
Ap0s sucessivas adicdes de 20 uLL de CT-DNA, solubilizado em tampdo Tris-HClI,
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pH 7,4, em ambas cubetas, registrou-se os espectros a cada adi¢do. A constante

de interacdo (Ky,) com o DNA foi determinada pela equacdo abaixo:

[DNA]_[DNA] 1
(e,8n  (4-8p) [Kp(ea-ep)]

Onde: &, = é o coeficiente de extingdo aparente, que corresponde a
razdo entre a absorbancia medida e a concentracdo do complexo (observada/
complexo); & = absortividade molar do complexo livre (sem adi¢cdo de DNA); &y
= absortividade molar do complexo ligado ao DNA e K, = constante de interacéo

entre 0 complexo e 0 DNA 101102
3.4.12 - Ensaios de Eletroforese em gel do DNA plasmidial

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

géis foram revelados usando um transluminador ChemiDoc.1%?
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A fim de situar o leitor acerca dos resultados discutidos nesta secao,
descrevemos sucintamente o processo que delineou e resultou na obtencao de 19
complexos compostos por ligantes coordenados ao ruténio, que aqui foram
abordados. Os compostos foram divididos em trés Séries, baseadas em 3 tipos

distintos de ligantes:
Série A — Acido benzoico para-substituido;
Série B — Naftoquinonas;
Série C — Antraquinona (Alizarina).

De modo a separar 0s respectivos resultados experimentais referentes
a este trabalho, os resultados e discussdes concernentes a cada Série serdo
apresentados separadamente. Em cada uma das Séries os dados serdo abordados

em duas partes, conforme segue:
1. Sintese e caracterizacdo dos complexos;
2. Estudos bioldgicos dos complexos.

Os resultados apresentados a seguir ja se encontram publicados em
forma de artigo cientifico na revista The Journal of Brazilian Chemical society
com o titulo “Half-sandwich”/Ru(Il) Anticancer Complexes Containing

Triphenylphosphine and p-substituted Benzoic Acids. "%
4.1- Sintese e caracterizacdo dos complexos da Série A.

Nesta Série foram sintetizados quatro novos complexos de
Ruténio(ll)/arenoftrifenilfosfina  partindo  do  precursor  [RuCly(n®-p-
cimeno)(PPh3)]. Para a obtencdo deste precursor é necessario realizar duas
sinteses prévias partindo do sal de ruténio(lll), onde em metanol solubiliza-se o
sal RuCls e o ligante a-felandreno levando a obtencdo do complexo binuclear
[(RUCl,)2(n-Cl)2], cuja sintese ja se encontra descrita desde 1975.1%4 A
solubilizacéo do complexo [ {RuCl(n®-p-cimeno)}»(u-Cl),] e trifenilfosfina (PPhs)
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em diclorometano resulta no precursor dos complexos finais, [RuCly(n®-p-
cimeno)(PPh3)], cuja quebra das pontes formadas pelo ligante clorido cedem
espaco para a coordenacdo da trifenilfosfina. Estas reacOes, referentes aos

precursores empregados na Série A, estdo representadas no Esquema 4.1.

O o

o-felandreno ‘ trifenilfosfina O
_— w - (s
Ru(Cl)3.XH,0 O e ana, o )\P

CILOT @ _ o ©\©

ESQUEMA 4.1 - Rota sintética dos precursores [{RuCl(n®-p-cimeno)}2(u-Cl),] e

[RUCla(n8-p-cimeno)(PPhs)].

A reacdo ocorre pela substituicdo dos cloretos pelos ligantes acido

\

benzoico p-sustituidos (acido benzoico - L1, acido p-hidroxibenzoico - L2, acido
p-nitrobenzoico - L3 e &cido tereftdlico - L4) na forma bidentada através dos
atomos de oxigénio (O-0), resultando em complexos de formula [Ruly(m®-p-
cimeno)(PPh3)]PFs. O esquema 4.2 apresenta as rotas sintéticas simplificadas para
a obtencdo dos complexos desta Série. Apenas solubilizando o precursor
[RuCly(n®-p-cimeno)(PPhs)] e ligante acido benzoico, ndo se observa o completo
consumo dos reagentes, sendo necessaria assim a adi¢ao do sal de prata (AgBF4)
em excesso. O ion de prata (Ag*) atua removendo os ligantes clorido do precursor
imediatamente apos sua solubilizacdo, levando ao surgimento de precipitado
branco (AgCl), que é facilmente removido por filtracdo ao final da reacdo. Para
os complexos A1-A3 ndo foram empregados excessos dos ligantes e precursor,

assim a proporcéo final foi 1:1:2,3 (complexo precursor/ligante/sal de prata).

O complexo A4, que emprega o acido tereftalico como ligante, foi
sintetizado utilizando uma estequiometria diferente do que a utilizada para os
demais complexos. Como este ligante possui duas carboxilas, temos a
possibilidade de obter um composto binuclear, sendo assim empregada a

proporcdo 1:2 (ligante/complexo precursor) para a obtencdo do mesmo,
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resultando em um produto de férmula final [[Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)]x(u-
L4)](BF4).. No esquema 4.2 temos o esquema de sintese referente aos complexos
da Série A.

Acetona oy N @ Acetona
AgBF, P AgBF,

S Non

> : “IBF,4

o-®_ 0
oY A0

(A1)-R=H
(A2) -R = OH
(A3) - R = NO,

3 i (A4)

ESQUEMA 4.2 - Rota sintética representativa dos complexos pertencentes a Série
A.

Uma importante ferramenta empregada neste trabalho é a
ressonancia magnética nuclear de fésforo (RMN de 3!P), onde utilizando um
capilar fechado contendo D,0O (reutilizavel) é possivel acompanhar a evolugédo da
reacdo ao registrar o espectro de aliquotas do meio reacional. Em uma das
tentativas de se obter os compostos anteriores sem a utilizacdo de prata, foi
realizado o refluxo do precursor [RuCly(n®-p-cimeno)(PPhs)] em metanol na
presenca de excesso de benzoato de sédio. Os espectros de RMN de 3P{'H}
revelaram o surgimento de varios produtos proveniente desta mistura, entretanto

ao realizar a evaporacdo lenta do solvente empregado na reagdo, um destes
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produtos foi separado por cristalizagdo, correspondendo a um complexo que exibe

um singleto em 51 ppm no espectro de RMN de 3!P{*H}.

Na estrutura cristalografica proveniente dos cristais obtidos obteve-
se um complexo com caracteristicas singulares e significativas. Conforme exibido
na Figura 4.1 este complexo é um composto binuclear resultante da labilizacéo
dos ligantes p-cimeno contendo coordenados 4 ligantes benzoato, 2
trifenilfosfinas, 1 4gua e 1 metanol, resultando na formula
[Ruz(L1)4(CH3OH)(PPh3)2(H20)]. A labilizacdo do ligante p-cimeno € um
fendbmeno ja relatado na literatura, principalmente quando se tenta coordenar ao
complexo ruténio/areno ligantes com acentuado caracter -aceptor, o que diminui
consideravelmente a densidade eletronica do metal, favorecendo a saida dos

ligantes c-doadores mais fracos, como o p-cimeno.%®

FIGURA 4.1 - Estrutura cristalina do composto [Ruz(L1)4(CH3OH)(PPhs),(H,0)],
resultante da labilizacdo dos ligantes areno. Os anéis da trifenilfosfina foram
omitidos para melhor visualizar a molécula.

Outro aspecto interessante e inédito na estrutura obtida foi a presenca
dos trés modos de coordenacdo possiveis para o acido benzoico, em um sé

composto, sendo estes monodentado, bidentado e bidentado em ponte. Ndo ha
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relato na literatura de compostos contendo carboxilatos como ligantes que
contenham estas mesmas caracteristicas observadas. O estado de oxidacdo dos
metais foi determinado a partir do resultado de EPR, onde néo se observou sinais

referentes a espécies paramagnéticas de Ru'', confirmando que o estado de
oxidacdo do ruténio € 2+.
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FIGURA 4.2 — Estrutura cristalina do composto
[Ruz(L1)4(CH3OH)(PPh3)2(H20)], apresentando os diferentes modos de

coordenacdo para os ligates acido benzoico. Os anéis da trifenilfosfina foram
omitidos para melhor visualizar a molécula.

Uma estrutura cristalina similar contendo o acido p-metoxibenzoico
foi relatada na literatura, porém ela ndo exibe a forma monodentada nem a
molécula de metanol coordenada, dando lugar a coordenacédo bidentada.'®® Esta
nova estrutura nos permite enxergar a beleza, diversidade e riqueza da quimica de

coordenacdo, onde um ligante simples como o acido benzoico une-se ao metal em
diferentes arranjos dentro de uma mesma molécula.

Para os complexos Al, A3 e A4, foi possivel a obtencdo de
monocristais, e empregando a técnica de difracdo de raios X obtivemos as
estruturas cristalinas referentes aos complexos propostos para esta Série (Figura

4.3). Estas trés estruturas somam-se a unica similar presente na literatura, o
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complexo [Ru(COs)( n®-p-cimeno)(PPhs)], onde o ligante carbonato encontra-se
ligado na forma bidentada, sendo até entdo o Unico relato de estrutura cristalina
de um complexo Ru/p-cimeno/PPhs ligado a um ligante do tipo O-O formando

um anel de 4 membros.1%’
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FIGURA 4.3 — Estruturas cristalograficas obtidas para os complexos Al, A3 e
A5, respectivamente (o contra-ion BF, foi omitido para melhor visualizacdo das
moléculas), &tomos representados no modo ORTEP (elipsoides em 30%)

Os complexos Al e A3 se cristalizaram com a adigdo do sal KPFs,

apresentando o anion PFg" como contra-ion, enquanto o complexo 4 se cristalizou
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com 2 ions BF, provenientes do sal AgBF, empregado na reagdo, sem a
necessidade de adicionar KPFs. O modo de coordenacgéo do anion carboxilato ao
ruténio via atomos de O-O na forma bidentada foi inequivocamente confirmado,
conforme proposto inicialmente. Os dados de refinamento estruturais séo
apresentados no apéndice. Todos os complexos se cristalizaram no grupo espacial
triclinico P.;, apresentando o complexo A3 uma molécula por unidade assimétrica
(Z'=1), enquanto Al apresentou duas moléculas equivalentes em sua unidade
assimétrica (Z°=2). A unidade assimétrica do complexo A4 apresenta somente a
metade da molécula proposta (Z"=0,5), sendo a estrutura completa gerada atraves

do centro de inversao localizado no meio do anel tereftalico.

Em todos os complexos as ligagbes C;—O; e C;—O;, possuem
aproximadamente o mesmo tamanho, o que comprova o desprotonamento da
carboxila e a deslocalizacdo da carga resultante, este fato também é comprovado
ao se comparar estes comprimentos de ligacéo dos ligantes coordenados com 0s
respectivos ligantes livres, uma vez que as ligacbes C-O apds a coordenacgéo
apresentam comprimento intermediario (=1,25 A) entre uma ligagio dupla (=1,21
A) e simples (=1,33 A), como podemos ver nos dados apresentados pela Tabela
4.1.

Embora seja conhecido que a presenca da deslocalizacéo dos elétrons
no anion carboxilato incrementa a estabilidade das ligacdes Ru—-O, um tenso e
distorcido anel de 4 membros (angulos # 90°, Tabela 4.1) é formado entre o
ruténio e o anion carboxilato. Como prova deste fato temos que 0os comprimentos
de ligacdo Ru—O para os compostos desta Série, com um valor médio de 2,13 A
sdo maiores do que o normalmente encontrado para este tipo de ligacdo, como
pode ser visto compostos similares descritos nas demais Séries deste trabalho
(ligantes O-O sem deslocalizacéo), que formam anéis de 5 e 6 membros e possuem
ligacdo Ru—O menores. A Figura 4.4 nos apresenta um histograma contendo a
distribuicdo dos comprimentos de ligacdo para 490 complexos reportados na

literatura contendo a ligacdo Ru-O, sendo o tamanho médio para este tipo de
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ligacdo igual a 2,08 A, ou seja, menor que do que a média encontrada para 0s

complexos desta Série (2,13 A).

TABELA 4.1 — Comprimentos de ligagao das carboxilas livres e coordenadas dos
complexos Al, A3 e A4.

Angulos de ligacio (°)
1 3 4 L. Ls™ L™
O:1-Ru-O; 61,32(7) 59,80(2) 60,84(2) - - -
P;-Ru;-O; 84,58(6) 90,41(9) 87,89(8) - - -
P;-Rui-O:  92,25(5) 88,19(9) 85,79(8) - - -
0:-C1-0; 116,6(3) 117,7(4) 117,1(7) 1236 1235 12347
Comprimento de ligacéo (A)
Ru;-O;  2,123(9) 2,150(3) 2,114(6) - - -
Ru;-O:  2,129(8) 2,141(3) 2,120(6) - - -
Rui-P;  2385(7) 2,379(2) 2,363(2) - - -
Ci-O:1  1277(3) 1,248(5) 1,257(9) 1252 1,232 1239
Ci-O.  1272(3) 1,252(5) 1,256(7) 1,281 1314 1,305
“codigo CCDC 787428; ™ codigo CCDC 1401975; ™ codigo CCDC 875232,

175 +

—
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] [SS]
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1,95 z,'o | ,o | : ,15 - z,z " ,25
Comprimento de ligacio Ru-O (A)
FIGURA 4.4 — Histograma da distribuicdo dos comprimentos de ligacao Ru-O

para 490 estruturas cristalinas da base cristalografica CCDC. Dados gerados
utilizando o programa MOGUL.



Joiao Honorato de Araujo Neto Resultados e Discussao

Em todos os complexos encontramos interacOes intermoleculares
fracas com os contra-ions, do tipo F...H-C, interac6es C...H, e no complexo A3
encontramos também interagdes do tipo N=0...H-C entre no substituinte NO, e
hidrogénios das metilas do ligante p-cimeno e dos anéis da trifenilfosfina. Na
Figura 4.5 as interacdes do tipo N=0...H-C observadas para o complexo A3, onde
as quatro moléculas equivalentes interagem entre si formando um tetramero,
estando estas moléculas relacionadas através de um centro de inverséo (i). Estas
interacdes sdo importantes na formagédo do empacotamento cristalino, pois mesmo
sendo fracas sao numerosas e conferem estabilidade a rede cristalina formada. A
Figura 4.6 mostra o mapa de Hirshfeld para o complexo A3, nela podemos ver em

vermelho as regides ao redor das moléculas por onde estas interacdes ocorrem.

FIGURA 4.5 — Interagdes do tipo N=0...H-C pertencentes ao complexo A3,
vemos quatro moléculas equivalentes relacionadas por um centro de simetria (i).
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FIGURA 4.6 — Mapa de Hirshfeld mostrando os pontos por onde ocorrem 0s
principais contatos intermoleculares para o complexo A3. Imagem gerada
utilizando o programa Crystal Explorer

A composicdo quimica dos complexos foi determinada por analise
elementar, que indica os teores de carbono, nitrogénio e hidrogénio presentes na
amostra, 0s quais sdo comparados os valores teoricos obtidos a partir das
estruturas propostas. A Tabela 4.2 mostra os valores experimentais obtidos, sendo
todos eles condizentes com os valores tedricos esperados. As medidas de
condutividade molar dos compostos foram realizadas em acetona e os valores
encontrados para os complexos de A1-A3 estdo na faixa de eletrolito 1:1 (12 - 77
S cm? mol em diclorometano) segundo a literatura, comprovando a presenca de
uma espécie monocationica em solucdo (complexo) seu respectivo anion (PFg).
O complexo A4 apresenta baixa solubilidade em diclorometano e foi solubilizado
em metanol para o experimento de condutividade, como o complexo € dicatidnico
a condutividade encontrada € maior que a determinada para os demais complexos

e corresponde a um eletrélito do tipo 2:1 (87 - 204 S cm? mol™* em metanol).
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TABELA 4.2 — Dados de analise elementar e condutividade molar dos complexos
Al1-A4 (valores tedricos da analise elementar entre paréntesis).

Condutividade
C(%) H(%0) N(%)
(S cm? mol?)
Al 59,55 (59,59) 4,81 (4,86) - 25,2
A2 58,49 (58,26) 4,97 (4,75) - 22,5
A3 55,56 (56,01) 4,94 (4,43) 1,89 (1,87) 12,4
A4.HO 56,79 (56,90) 4,43 (4,78) - 105,3

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho foi utilizada
como uma técnica complementar na caracterizacdo dos complexos. Os modos
vibracionais observados entre os ligantes, precursor e complexo final, podem
confirmar a coordenacéo do ligante ao metal além de inferir os possiveis modos

de coordenacdo do anion carboxilato.

Nos espectros de absorcéo na regido do infravermelho dos sais de
potassio do acido benzoico e analogos p-substituidos as bandas caracteristicas dos
estiramentos assimeétricos (vaCOQ") e simétricos (v«COO") do anion carboxilato
foram observadas em torno de 1600 e 1400 cm’, respectivamente, e nos espectros
dos complexos, observa-se um consideravel deslocamento destas bandas, o que é
decorrente da coordenacdo. O modo de coordenacgédo na forma bidentada pode ser
confirmado a partir da do perfil de deslocamento desses estiramentos vCOO" para
0s sais dos ligantes livres e correspondentes coordenados. Quando a coordenacgéo
ocorre pelo modo monodentado, a diferenca (Av) entre vCOO™ e v,COO" (cm™) é
maior para o complexo do que o encontrado para o sal do ligante livre, enquanto
no modo bidentado essa diferenca é menor.1%1% A Tabela 4.3 traz os valores
referentes a estes estiramentos e mostra que de fato o valor de Av para o complexo
€ menor do que os valores encontrados para os ligantes livres, corroborando com
0 modo de coordenacdo bidentado observado nas estruturas cristalinas ja

apresentadas.
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TABELA 4.3 — AtribuicGes das frequéncias vibracionais (cm™) dos estiramentos
assimétricos (vCOQO7) e simétricos (vsCOO?) do ion carboxilato livre e
coordenado para os ligantes livres e coordenados.

vaCOO" (cm™)” vsCOO" (cm?)” Av (emt)”
Al 1602 (1596) 1481 (1413) 121 (140)
A2 1602 (1612) 1479 (1416) 123 (132)
A3 1593 (1618) 1477 (1390) 116 (187)
A4 1627 (1567) 1471 (1394) 156 (173)

* Valores para os ligantes livres entre paréntesis.

Além dos estiramentos anteriormente citados, destacam-se outros
modos vibracionais caracteristicos das estruturas obtidas, como as bandas
observadas em aproximadamente 1435 cm™ referentes aos estiramentos vC=C dos
anéis aromaticos, 1090 cm proveniente dos estiramentos vB-F do contraion BF,
, 520, 500 e 480 cm™ pertencentes ao estiramento vRu-P e 450 cm originado a
partir do estiramento vRu-O. Os complexos A2 e A3 exibiram os estiramentos
referentes os substituintes, onde A2 exibiu os estiramentos em v3400 e v1284
pertencentes aos estiramentos vO-H e vC-O respectivamente, enquanto A3
apresentou as bandas referentes aos modos simétrico e assimétrico do grupo NO;
em v1548 e v1384 cm™,

Outra técnica empregada na caracterizacao dos complexos Al-A4 foi
a espectrometria de massas através do método de ionizacdo e dessorcdo a laser
assistida por matriz (matrix-assisted laser desorption/ionization - MALDI), nela
podemos encontrar os sinais referentes ao ion molecular dos complexos catiénicos
descritos neste trabalho, além das respectivas fragmentacdes de cada um. Nos
espectros obtidos para os complexos A1-A3 destacam-se o0s sinais que exibiram
0 padrdo isotépico do ruténio, cujos cations monocarregados [Ruly(n®-p-
cimeno)(PPhs3)]*, representado por M™, resultaram em razdes massa/carga (m/z) =
619,08 (Al), 635,26 (A2) e 664,16 (A3) sendo todos eles condizentes com 0s
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espectros simulados provenientes das formulas minimas das espécies catidnicas.
O complexo A4, dicatidnico, ndo exibiu a sinal referente a razdo massa carga
esperada para o complexo ndo fragmentado, porém foram identificados os sinais
referentes  aos  fragmento mononuclear  protonado [RUL4(n®-p-
cimeno)(PPh3)+H]", com m/z = 664,13 [M+H]". Os sinais descritos anteriormente
estdo representados nos espectros da Figura 4.7, além dos respectivos espectros

simulados para as formulas moleculares dos cations.

~ Simulacio = m/z = 619,13 ~ Simulacio——m/z = 635,12
-_— A CssHO:PiRui —_— A7 CssH3OsPiRus
T T A T T T T
610 615 620 625 630625 630 635 640 645
m/z m/z
~ Simulacio— m/z = 664,12 ~ Simulacio— m/z = 664,13
—_ A3 CssHisN1OsPiRu — A4 CssH3:O0:P1 Run

657 662 667 672 657 662 667 672
m/z m/z

FIGURA 4.7 — Perfil isotdpico experimental e tedrico para os cations metalicos
dos complexos, correspondendo aos fons [RuL«(n®-p-cimeno)(PPh3)]* (A1-A3) e
[RuL4(n®-p-cimeno)(PPh3)+H]* (A4).

Outros sinais provenientes da fragmentacdo dos ions anteriormente
citados foram observados, como a espécie [Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)]* sem um
proton (M-H)*, com m/z = 497,03, sendo sinal mais abundante em todos 0s
espectros registrados. Esses sinais observados sdo similares aos ja descritos na
literatura para os complexos [RuCly(n®-p-cimeno)(PPh;)], [RuClx(n®-p-
cimeno)(PCys)] e [RuCly(n®-p-cimeno)(PTA)] (RAPTA-C) cujos padrdes de
fragmentacdo foram determinados usando técnicas de dissociacdo induzida por

colisdo.1® Outro sinal foi observado em m/z = 651,15 e corresponde a espécie
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[Ru(n®-p-cimeno)(PPhs)]* provavelmente coordenada a matriz utilizada para a
realizacdo do experimento, o &cido 2,3-diidoxibenzoico, que ao se desprotonar
pode coordenar ao ruténio formando também uma espécie [Rulx(n®-p-
cimeno)(PPh3)]*, que em seu espectro simulado resulta em um sinal em m/z =
651,12.

A ressonancia magneética nuclear € outra técnica amplamente
empregada neste trabalho, tanto no acompanhamento das rea¢bes como na
caracterizacdo dos complexos finais, e isto empregando técnicas 1D e 2D em
ndcleos como fosforo((*P{*H}), carbono (*C) e hidrogénio (*H). Os espectros de
RMN 3P{*H} do complexo precursor [Ru(n®-p-cimeno)(PPh3)(Cl),] apresenta
um singleto referente ao fosforo da trifenilfosfina, sendo ele em & 24,2 ppm. Apds
a coordenacdo o sinal desloca-se para regides desblindadas do espectro (campo
baixo), apresentando os complexos Al-A4 um singleto em & 35 ppm,
aproximadamente. O deslocamento do sinal referente ao fésforo da trifenilfosfina
indica que atomo de fosforo se encontra menos protegido (em relacdo ao
complexo precursor), ou seja, os fosforos estdo doando mais em ¢ do que
recebendo em 7. Este fato € caracteristico da troca dos atomos de cloro por
oxigénio, sendo que dada a maior eletronegatividade do oxigénio, temos que 0
mesmo desblinda o atomo de fésforo com mais eficiéncia que os ligantes cloretos,

levando ao deslocamento do sinal para maiores frequéncias.

No experimento de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(*H) para os complexos pbde-se observar os sinais referentes aos ligantes
coordenados ao centro metalico, evidenciando a presenca dos mesmos conforme
visto na técnica de raios X. A Figura 4.8 exemplifica os espectros obtidos,
mostrando o espectro obtido para A3, onde temos a atribuicdo de todos os
hidrogénios presentes nos ligantes coordenados ao ruténio. Trés conjuntos
distintos de sinais se destacam, a primeira na regido dos alifaticos correspondendo

aos grupos metila (a,c) do ligante p-cimeno (6 1,0-2,0 ppm), a segunda por volta
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de 8 5,5 ppm pertencendo aos hidrogénios aromaticos do p-cimeno (c) e a ultima
na regido de & 7.5-8,0 ppm condizendo com os hidrogénio pertencentes aos aneis

do ligante acido benzoico p-substituido e (c) e da trifenilfosfina (o/m/p).
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FIGURA 4.8 — Espetro de RMN de hidrogénio (*H) obtido para o complexo A3
em cloroférmio deuterado (d-CDCls).

E interessante ressaltar o efeito de blindagem sobre os hidrogénios
aromaticos p-cimeno, que quando coordenado apresenta dois dubletos na regido
entre 3 5,5-6,0 ppm, porém o equivalente livre (p-cimeno ndo coordenado)
apresenta 0s mesmos sinais em & 7,1 ppm. Sabe-se que raramente se encontra
sinais referentes a hidrogénios aromaticos com tdo baixos deslocamentos em
espectros de H, ocorrendo nestes casos o efeito de blindagem sobre os mesmos
devido a forte retrodoacdo que ocorre do metal para os orbitais = do p-cimeno,
que aumentam a densidade eletrénica do anel e consequentemente ocasiona 0

efeito observado.

E notavel o efeito dos substituintes da posicdo para dos ligantes L,
(OH) e L3 (NO2) nos perfis dos sinais encontrados para os hidrogénios eff,
conforme apresentado na Figura 4.9. Enquanto no complexo A2 os hidrogénios
e/f encontram-se mais blindados que os hidrogénios da trifenilfosfina (= 7,4 ppm),

no complexo A3 estes mesmos hidrogénios estdo em deslocamentos mais
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desblindados, possuindo deslocamento superior aos da trifenilfosfina. Este
fendmeno deve-se ao forte efeito eletrdnico exercido por estes grupos nos anéis
onde estdo substituidos, sabe-se que o grupo OH (A2) atua como ativadores,
doando elétrons para o anel aromatico e consequentemente blindando 0s
hidrogénios ligados ao mesmo anel, assim um efeito contrario é observado para o
anel com substituinte NO,, que exerce um efeito contrario, desblidando os
hidrogénios do anel e consequentemente conferindo aos mesmos um maior

deslocamento quimico.

(A4)

NO, - efeito desativador
(A3)—"—

I
I
M - efeito ativador S
(A2) R M
MLJ\;WL_Jﬂy
| I
| : 1
@D a

QO | iS | i6 | 7.4 | fz | iO | 68 | é6
ppm
FIGURA 4.9 - Espectros de RMN de hidrogénio dos complexos Al-A4 em d-
CDCls. A seta azul indica o efeito ativador provocado pelo substituinte (OH) e a
seta vermelhe indica o efeito de desativacdo provocado pelo substituinte (NOy).

Os experimentos de correlacdo 2D H-'H COSY confirmaram as
atribuices anteriores, onde observamos os acoplamentos entre os hidrogénios
vizinhos, como o0s exibidos entre os hidrogénios ligados aos carbonos j/k
(hidrogénios aromaticos do acido p-nitrobenzoico), d/e (hidrogénios aromaticos
do p-cimeno), a/b (hidrogénios alifaticos do grupo propil do p-cimeno) e o/m/p
(hidrogénios aromaéticos dos anéis da trifenilfosfina), conforme indicado na

Figura 4.10 que exemplifica o obtido para os complexos A1-A4.
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FIGURA 4.10 - Correlacdo 'H-'H COSY obtido para o complexo A3 em d-
CDCl;. Vemos destacados os diferentes grupos de acoplamentos exibidos pelo
complexo.

Os espectros de RMN de carbono (**C) de todos os complexos
exibiram o sinal mais desblindado em torno de 180 ppm, sendo ele atribuido ao
carbono do grupo carboxilato coordenado. Este sinal apresenta um deslocamento
consideravel em relacéo ao ligante livre (173 ppm), sendo este efeito proveniente
da deslocalizagdo de elétrons & presentes no ion carboxilato e sua coordenacéo ao
centro metalico, promovendo um efeito de desblindagem deste carbono
quaternario. Esta observacdo ¢ uma importante evidencia da coordenacdo do
metal ao ligante através do grupo carboxilico, sendo um forte indicativo da
ocorréncia da reacdo.l® A atribuicdo de todos os sinais observados nos
espectros de carbono (**C) foi facilitada mediante a interpretacdo dos espectros
bidimensionais de HSQC (*3C-tH), que mostram acoplamento entre carbonos e
hidrogénios que estdo diretamente ligados, permitindo a atribuicdo dos sinais
referentes aos carbonos aromaticos e alifaticos presentes na molécula, como

demonstrado para o complexo A3 na Figura 4.11.
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FIGURA 4.11 - Espetro de RMN de carbono (*3C) obtido para 0 complexo A3 em
cloroformio deuterado (d-CDCls).

Assim, sabendo que os carbonos quaternarios ndo apresentam
acoplamentos neste experimento, foi possivel identificd-los com seguranca.
Entretanto, a distincdo entre os diferentes sinais referentes a carbonos quaternarios
foi possivel a partir dos dados obtidos pela técnica bidimensional HMBC (**C-
'H), que consiste na visualizacdo de acoplamentos entre carbonos e hidrogénios a
multiplas ligacdes. Como exemplo podemos citar a diferenciacdo entre 0s
carbonos d e e do anel do p-cimeno (Figura 4.12), onde o carbono ¢ acopla com
os hidrogénios ligados aos carbonos d, e a, enquanto o carbono f acopla somente
com os hidrogénios ligados aos carbonos e e g. De semelhante modo podemos
diferenciar os carbonos i e | do ligante p-nitrobenzoico coordenado, onde h acopla
com os hidrogénios ligados a j, enquanto | acopla com os hidrogénios ligados a k

e a J, permitindo-nos assim atribuir corretamente estes sinais.



Joao Honorato de Araujo Neto Resultados e Discussao

AN oA ¥ ).
8./
2 @i
’ & .
A o \\_ L ~
| A -0 \p
1] |
@ SSNo?
/'—-\‘\\ II ~ [o]
—‘1'--“ “ h' / \S, >
vl s, s |l |
{ K \qr ) ~S00._.p
\ A ) T
1, \‘/_/ ) N T
02N ; l‘{‘ . J P
A o/m/p
IH i lH N\}L
j e |
de | i 0 i .
i T S i
! i ! < F130
| i 90— =) = ‘
i 140
o ) 93 | == = 150
L100 =160
; F170
o - - o r1os O
= F180
g Al =h B
5.5 45 35 25 1.5 81 80 79 78 77 76 15 74
ppm ppm

FIGURA 4.12 - Amplificacdes dos mapas de correlagdo *H-'H COSY obtido para
0 complexo A3 em d-CDCls. (A) Amplificacdo demonstrando os acoplamentos
presentes no ligante p-cimeno e (B) no ligante p-nitrobenzoico.

Para a realizacdo dos testes bioldgicos uma importante informacéo é
a estabilidade dos complexos sintetizados em solucdo, principalmente no meio
biologico empregado para a cultura das células tumorais e no solvente utilizado
para dissolver os compostos. Assim foi estudada a estabilidade dos complexos
utilizando o RMN de 3'P{*H} em Acetona, DMSO e na mistura destes solventes
no meio biolégico RPMI. Em DMSO e DMSO/RPMI (2:1) todos 0s compostos
ndo foram estaveis formando logo apds a dissolugédo varios subprodutos, sendo
estes provenientes da labilizacdo dos ligantes e coordenac¢do do DMSO, que € uma
molécula coordenante, e/ou itens presentes no meio de cultura, como aminoacidos
e sais como o ion cloro, inviabilizando assim o emprego do DMSO como solvente.
Na mistura Acetona/RPMI (2:1) os complexos foram estéveis, dentro do tempo
de experimento realizado (96 h), ndo havendo o surgimento de outros sinais

referentes a subprodutos, provavelmente devido a acetona ser uma molécula



Joao Honorato de Araujo Neto Resultados e Discussao

pouco coordenante coordenante. Na Figura 4.13 vemos 0s espectros registrados
para o complexo Al, onde os sinais observados referem-se ao complexo (6 = 37
ppm) e ao sal de fosfato presente no meio biolégico (6 = 0 ppm). Relatos da
literatura mostram que em culturas de células tumorais como MCF-7 (mama) o
solvente que possui menor inibicdo da viabilidade celular € a acetona (0,1-1,0%
v/v), seguido do DMSO e etanol.**? Assim a acetona foi empregada nesta Série

como solvente nos experimentos descritos a seguir.
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FIGURA 4.13 - Estudo de estabilidade do complexo Al, em acetona/RPMI (2:1).

4.2 - Estudos bioldgicos dos complexos da Série A.

A atividade citotdxica dos complexos sintetizados nesta Série foi
avaliada frente as diferentes linhagens de células tumorais e ndo-tumorais
empregando o método de ensaio de MTT. A partir dos dados obtidos para estes
testes foi feita uma triagem, onde para 0 composto mais citotdxico e mais seletivo
foi dado prosseguimento aos demais testes visando o conhecimento da atuagédo
dos complexos nas células. Os valores de 1Csy (concentracdo inibitoria de 50% da
viabilidade celular) foi calculado para células tumorais de mama (MDA-MB-237
e MCF-7), pulméo (A549), prostata (DU-145) e as correspondentes nao tumorais
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de mama (MCF-10A), pulméo (MRC-5) e prostata (PNT2). Os valores obtidos
correspondem ao 1Csp apds 48 horas de exposicdo das células empregadas em
diferentes concentracdes dos complexos. A Tabela 4.4 Apresenta os valores
obtidos para os complexos A1-A4, ligantes e precursor [RuCly(n®-p-
cimeno)(PPhs)].

TABELA 4.4 - Valores de ICs, obtidos para os complexos Al-A4, ligantes,
precursor e o farmaco cisplatina, frente as linhagens de células tumorais e nao-
tumoral, no periodo de 48 h.

1Cso0 (uM)

MDA- MCF-
MCF-7 A549 DU-145 MRC-5 PNT?2
MB-231 10A

Al 12,0+0,7 193+1,9 125+0,8 155+0,7 423+7,0 20,1+15 157272
A2 128+0,9 11,0+05 11,5+05 115+05 181+28 93+20 6,1+£0,2
A3 40,5+4,0 499+04 575+28 60,7+6,7 56,2+2,2 359+23 59,7+58
Ad > 30 > 30 > 30 > 30 > 30 > 30 > 30
Precursor” 21,6 +1,3 182+0,6 12,7+1,2 49,7+18 19,1+1,0 50,6+0,2 -
Ligante™ > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100

Cisplatina 24+0,2 139+20 144+14 23+04 294+08 291+0,8 214+%6,0

“[RuCl2(n®-p-cimeno)(PPhs)]. ““Acidos benzoico para substituidos.

Os ligantes &cido benzoico p-substituidos ndo foram ativos nas
concentracdes testadas, assim como o complexo binuclear A4, que foi insolavel
em concentracdes maiores que 30 uM, sendo testado somente em concentracgdes
menores do que esta. Observamos que quando comparados individualmente os
complexos Al, A2 e A3 apresentaram valores de ICsq similares frente as células
tumorais, enquanto ao realizar uma comparacéo dentre os complexos observamos
que Al e A2 foram, de modo geral, 3 vezes mais ativos que A3 nas linhagens
tumorais. Além disso, Al e A2 exibiram valores de ICsq nas linhagens MCF-7 e

A549 similares a cisplatina, que é o farmaco inorgéanico de referéncia.
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Comparando com o precursor [RuCly(n®-p-cimeno)(PPhs)], a coordenacdo do
ligante &cido benzoico p-substituido contribuiu para o aumento da capacidade de
inibicdo da viabilidade celular dos compostos Al e A2, principalmente frente a
linhagem tumoral de préstata (DU-145). Uma caracteristica marcante destes
complexos sdo os valores de 1Csp que sdo consideravelmente menores do que a
grande maioria dos dados exibido para outros complexos ruténio/areno reportados
na literatura. De modo geral, os complexos relatados sé@o neutros e possuem o
cloreto como ligante, o que tem impacto consideravel na reatividade e
lipofilicidade desses complexos,195109113.114 sendo que a presenca do cloreto pode
favorecer reacOes irreversiveis entre os complexos e proteinas do plasma
sanguineo ou outras proteinas que nao estdo correlacionadas com vias de morte
celular, diminuindo a biodisponibilidade do composto. Da mesma forma, a
presenca da fosfina incrementa consideravelmente a lipofilicidade desses
complexos, facilitando o transporte dos mesmos por difusdo através da membrana

das células.1t>117

TABELA 4.5 — Valores do indice de seletividade obtidos para os complexos Al-
A4, precursor e o farmaco cisplatina. Os valores sdo obtidos a partir da divisao
dos valores de I1Cs das células tumorais pelas células ndo tumorais.

indice de Seletividade

MCF-10A/ MCF-10A/ MRC-5/ PNT2/

MDA-MB-231 MCF-7 Ab549 DU-145
Al 3,5 2,2 1,6 1,0
A2 1,4 1,6 0,8 0,5
A3 1,4 1,1 0,6 0,9
Ad - - - -
Precursor 0,8 1,0 4,0 -
Cisplatina 12 2,1 2,0 9,3

De modo geral, os complexos exibiram melhores seletividades frente
as linhagens tumorais de mama, sendo pouco seletivos nas linhagens de pulmao e
préstata, conforme apresentado na Tabela 4.5. Destaca-se o complexo Al, que em

comparacdo aos demais apresentou os melhores indices de seletividade, sendo
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selecionado para o prosseguimento dos estudos quanto a influéncia do mesmo no
ciclo celular, capacidade de inibicdo de migracéo, clonogenicidade e acumulo no

meio intracelular de células tumorais MDA-MB-231.

Uma importante informagdo para o prosseguimento dos testes
bioldgicos € a influéncia dos complexos na morfologia das células, onde
acompanhamos as tendéncias morfoldgicas das linhagens tumorais de mama
(MDA-MB-231) em solucdes com diferentes concentracdes de Al. Por exemplo,
nos testes de acumulo celular é necessario que as células estejam integras em sua
morfologia para que se possa analisar a concentracdo de metal em seu interior,
empregando assim uma concentracdo menor que o 1Cs, para a realizacao do teste,
sendo a integridade da morfologia celular avaliada pelo ensaio morfoldgico nas

concentracdes e no tempo empregado para o experimento de acimulo celular.

MDA-MB-231
24 h

controle B

1 24uM
1(ICs50/5)
I

I K,
1 6.0 M
1(IC50/2) 88
I

|

112.0 uM
1 (ICs)
I

|

124.0 M s
I(ICSOXZ) y
|

‘ /)
e e T

FIGURA 4.14 — Micrografias obtidas para as culturas celulares da célula tumoral
MDA-MB-231 em diferentes concentraces de Al (proporcionais ao valor de 1Csg
encontrado) e controle negativo (DMSO).
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Ao observar as micrografias referentes ao controle, apresentadas na
Figura 4.14, vemos a morfologia da linhagem MDA-MB-231 na auséncia de
tratamento com 0s compostos, apresentando formato alongado devido as
projecbes da membrana plasmatica (por ser uma celula com capacidade
migratoria). Alteracfes consideraveis na morfologia das células sdo observadas
somente na concentracdo igual ao dobro do valor de ICsy em 48 h, onde a
confluéncia entre as células é menor e nota-se maior quantidade de células em
formato esférico, sendo um indicativo de inviabilizacdo das mesmas e
desencadeamento de mecanismos de morte celular.”*118122 Nas concentracdes
iguais ou menores que 0 1Csp ndo foram observados nenhum tipo de alteracéo
morfolagica, demonstrando que nessas condi¢des as ceélulas mantém sua

integridade morfoldgica, sendo indistinguivel do experimento controle.

- o o e e - -

FIGURA 4.15 — (A) Imagem dos poc;os onde foram cultivadas as células MDA-
MB-231 em diferentes concentra¢bes de Al. (B) Distribuicdo do nimero de
colbnias em cada concentracdo. (C) Distribuicdo da intensidade das col6nias em
cada concentracéo. Valores de significancia: * p <0,05 e *** p <0,001.

Avaliou-se também a sobrevivéncia clonogénica das células da

linhagem MDA-MB-231 quando tratadas com o complexo Al. Neste teste
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tratamos a cultura celular com diferentes concentragdes do complexo, e apos 48
horas de incubacédo é feita a remocao do meio de cultura contendo complexo e as
células sdo expostas a um novo meio de cultura sem tratamento, onde avaliamos
a capacidade dessas células formarem col6nias apds serem tratadas com o

complexo.'? A figura 4.15 nos mostra os resultado obtidos.

Ao analisar os dados observamos a existéncia de uma correlagdo
concentracdo-resposta, dada a perda continua da clonogenicidade das células a
medida que se aumenta a concentracdo, evidenciando o efeito citotoxico e
citostatico do complexo Al sobre as células tumorais de mama MDA-MB-231.
De modo diferente do exibido por A1, a maioria dos compostos metalicos testados
exibe a eliminacdo completa da clonogenicidade ja na concentragdo do I1Csp, ndo
apresentando (com o aumento da concentragdo do composto) uma queda continua
tanto no numero de coldnias como em sua intensidade. Assim, sabendo que a
metéstase € composta por Vvarios processos que envolvem migracdo, invasao e
sobrevivéncia dessas células, a inibicdo da clonogenicidade € um importante

indicativo de capacidade antimetastatica de um composto. 412

A inibicdo da capacidade migratdria das células MDA-MB-231 foi
avaliada utilizando o ensaio de fechamento da risca, onde a extensdo do
fechamento foi medido na auséncia e na presenca do complexo Al, empregando
uma concentracéo igual a metade do valor de 1Csp, por 48 h. Quando um composto
é capaz de inibir o fechamento da risca feita, atribui-se a este a capacidade de
inibir a migracdo celular, sendo esta uma das etapas envolvidas no processo de
metéstase. Lembrando que conforme dito anteriormente, nesta concentragcdo nao
foi observado alteragdes na morfologia, viabilizando a avaliacdo da capacidade
de migracéo das células. Na Figura 4.16A, é possivel observar que no experimento
realizado para o controle negativo ocorre o fechamento completo da risca em 48
h. Porém, nos experimentos tratados com Al, observa-se a inibicdo do
fechamento da ferida, o que é confirmado ao analisar os dados exibidos nos

graficos das Figura 4.16B-C, tanto em 24 como em 48 horas. O complexo
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apresenta 63% de fechamento da risca em 48 horas, onde o controle ja apresenta
100% de fechamento, demonstrando a capacidade de inibicdo da migracdo
exercida por Al nas condi¢Ges empregadas. Outra informacdo importante € a
relacdo concentracao/resposta observada, onde vemos que o tamanho da risca esta
significativamente correlacionado com a concentragdo do complexo, assim como
observado para o0s experimentos de sobrevivéncia clonogénica, confirmando uma

possivel acdo antimetastatica de Al.
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FIGURA 4.16 — (A) Micrografias dos experimentos de inibicdo da capacidade
migratoria de células tumorais de mama MDA-MB-231. (B) Grafico da
correlacdo entre as concentracoes empregadas de Al e a porcentagem de
fechamento da risca em 24 e 48 horas de experimento. Valores de significancia:
*p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001.
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O efeito citotdxico dos compostos frente as celulas cancerigenas
pode ser resultado da parada do ciclo celular e consequente acimulo em uma das
fases. Para investigar o efeito dos complexos na distribuicdo do ciclo celular, as
celulas MDA-MB-231 foram expostas as concentracdes de %2 1Csp e 1Cso dos
complexos no periodo de 48 h. A porcentagem de células em cada fase foi
estudada utilizando citometria de fluxo em células coradas com iodeto de
propidio. A Figura 4.17 mostram o grafico da distribuicdo do ciclo das células
MDA-MB-231 na presenca e na auséncia do complexo Al. No controle negativo,
é observado que a maioria das células MDA-MB-231 estdo em fases Go/G; e
G,/M. A porcentagem de células tratadas com os complexos nas concentracdes de
de 3,00 uM (ICsp/4) a 12,00 uM (ICsp) ndo apresentaram alteracéo significativa
em relacdo ao controle, sendo observado acumulo de células na fase SubG; apenas
na concentracdo de 2xICsy (24,00 uM), que pode ser um indicativo de morte

celular por apoptose.t?’
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FIGURA 4.17 — Distribuicdo do ciclo celular das células MDA-MB-231 ap0és
tratamento com Al por 48 h. Diferencas significativas em relacdo ao controle sdo
indicadas por * p <0,05; ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001.

Outro experimento que aporta importante informacdo ao

conhecimento da acdo de complexos metalicos é o estudo da acumulacdo dos
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metais nas células. Uma vez que o metal se acumula em células tumorais podemos
deduzir com maior certeza a capacidade do mesmo ser transportado para o interior
das células como também participacdo do mesmo em mecanismos internos que
desencadeiam a morte celular. Uma teécnica que tem viabilizado a obtencéo desses
dados é a Espectrometria de Massa por Plasma Acoplado Indutivamente
(Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry - ICP-MS), principalmente
devido a capacidade de determinar a concentracdo de analitos metalicos em
amostras com concentracdes de até 10"*° grama (1 fentograma = 10*° grama) do
analito, sendo Util em ensaios como os realizados neste trabalho, onde se trabalha

com células tratadas com complexos em concentra¢des na casa das microgramas
(10 g).

mm [Ru] no meio de cultura inicial

600+ mm [Ru] no meio de cultura final

T‘f\ mm  [Ru] nas células MDA-MB-231
- 450]
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FIGURA 4.18 — Concentracoes de ruténio (ug.L™) nas células tumorais MDA-
MB-231, no meio de cultura em 0 e 24 h. As células foram cultivadas com
tratamento de 5 uM do complexo Al durante 24 h. As barras de erro representam
0 desvio padrado de trés experimentos independentes.

Empregando esta técnica, a concentragdo de ruténio, proveniente do
tratamento das células com o complexo Al, foi determinada nas células tumorais
aderentes MDA-MB-231 e no meio de cultura, que foi analisado no inicio e no
final do experimento (24 h). A Figura 4.18 mostra a concentracdo de %°Ru

(abundancia natural de 36%), expressa em pg.L, para as células tratadas e para
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0 meio de cultura. Como pode ser visto, as células tumorais aderentes
apresentaram aproximadamente 30% de captacdo celular do metal em relacéo ao
meio de cultura inicial. A concentracdo remanescente de ruténio foi encontrada
no meio de cultura final, o que valida os dados obtidos no experimento. As
concentracgdes do analito determinadas nas amostras ndo apresentaram diferencas
significativas (teste t-pareado com 95% de confianga). A concentracdo media de
Ru apo6s 24 h de incubacdo com o complexo Al foi de 250 = 16 fg por celula
MDA-MB-231. Nossos resultados estdo de acordo com publicagdes anteriores
sobre a captacdo de ruténio nas linhas de células tumorais. Os resultados
publicados revelaram uma media de 0,9 fg de Ru por célula A2780 incubada com
RAPTA-C,'8 30 fg de Ru por célula SW180 incubada com o composto KP1019!2°
e 206-298 fg de Ru por célula A459, incubados com complexos de

Ru/metilimidazol.1*
4.3 — Conclusdes parciais da Série A.

Em suma, nesta série avaliamos algumas as propriedades
antitumorais  (in  vitro) de quatro novos complexos do tipo
Ru''/arenof/trifenilfosfina contendo 4acidos benzdicos p-substituidos como
ligantes. Trés destes complexos s&o mononucleares (A1-A3) e um binuclear (A4),
sendo todos sintetizados caracterizados por diversas técnicas espectroscopicas e
de raios X. Uma caracteristica marcante desses compostos € a instabilidade em
solventes coordenantes, sendo empregado para os testes bioldgicos a acetona
como veiculo. As atividades citotoxica destes compostos foram avaliadas frente
as linhagens tumorais MDA-MB-231, MCF- 7 (mama), DU-145 (prostata) e
A549 (pulmé&o) e ndo tumorais MCF-10A (mama), MRC-5 (pulméo) e PNT2
(prostata), em 48 h de exposicdo aos complexos. Com exce¢do do complexo
binuclear A4 (insoltvel no meio bioldgico), todos os complexos foram citotoxicos
frente as celulas trabalhadas, onde o complexo Al apresentou o0 maior indice de

seletividade, isto na linhagem mamaria MDA-MB-231. O complexo Al se
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mostrou capaz de inibir a formacdo de colonias e a migracdo celular, com
consideravel tendéncia a concentracdo-resposta, estes fatos demonstram a
possibilidade de haver uma possivel acdo antimetastatica para este complexo.
Além disso, o complexo Al ndo causa interferéncia significativa no ciclo celular
e morfologia das células em concentrac6es abaixo dos valores de 1Csg, além de
exibir a capacidade de se acumular em células MDA-MB-231, conforme
mostrado em experimentos de absorcdo celular. No entanto, estudos adicionais
precisam ser realizados, tanto in vivo quanto in vitro, para compreender
efetivamente os mecanismos de acdo exibidos por estes complexos frente a

organismos vivos.1%
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Conhecendo a versatilidade dos ligantes naftoquinonicos (se¢éo 1.7),
exemplificada pelo uso clinico da doxorrubicina como droga antineoplasica, e a
crescente atencdo dada aos complexos organometalicos do tipo Ru''/areno (secdo
1.6), propusemos a sintese e caracterizacdo de uma nova série de compostos
provenientes da combinacdo dessas duas classes de substancias. Isto visando obter
complexos que agregassem as importantes caracteristicas antineoplésicas
exibidas por ambos precursores, obtendo assim novos compostos com potencial

acao frente a tumores humanos.
5.1- Sintese e caracterizacdo dos complexos da Seérie B.

Propusemos inicialmente nesta série a sintese de 6 novos compostos
contendo como ligantes o p-cimeno (areno), naftoquinonas (L; = lausona, L, =
lapachol ou L3 = 3-estiril-lausona) e como substituinte monodentado o ligante
clorido ou trifenilfosfina. A obtencédo destes complexos nos permitiu avaliar as
influéncias do ligante trifenilfofina, da carga final dos complexos, como também
a influéncia dos diferentes substituintes hidrocarbonetos das naftoquinonas, e isto
quanto a acdo frente as diferentes linhagens de células tumorais. Para a obtencgéo
dos referidos complexos foram empregados os precursores [{RuCl(nt-p-
cimeno) }»(u-Cl),], para os complexos de neutros contendo o clorido como
substituinte monodentado, apresentando a formula [RuClLy(n®-p-cimeno)] (B1-
B3), e [RuCly(n®-p-cimeno)(PPh3)] para os complexos monocatiénicos contendo
a trifenilfosfina como ligante monodentado, com férmula [Ruly(m®-p-
cimeno)(PPh3)]PFs (B4-B6).

No Esquema 5.1 vemos a descricdo das condicdes reacionais e
estruturas propostas para estes complexos. Para a obtengcdo dos compostos B1-
B3, empregou-se o hidroxido de sédio (NaOH) como agente desprotonante do
grupo hidroxila da naftoquinona, devido a baixa acidez do mesmo, uma vez que
ndo houve o completo consumo do precursor sem 0 emprego desta base forte. Um

fator crucial para a obtencé@o dos complexos B4-B6 foi o uso do sal AgBF, como
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agente labilizante do ligante clorido, onde a formacdo do sal insoldvel AgCl leva
a rapida coordenacdo da naftoguinona, sem a necessidade de se adicionar um
agente desprotonante. O complexo B2 ja se encontra reportado na literatura, sendo
novamente sintetizado a fim de se estabelecer uma relacdo estrutura/atividade em

comparacao aos demais compostos. '3
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ESQUEMA 5.1 — Rota sintética para a sintese dos complexos B1-B6.
Para os complexos B3 e B6 foi possivel a obtencdo de monocristais,

levando assim a confirmacdo das estruturas propostas no Esquema 5.1, onde
vemos a coordenacdo ocorrendo pelo modo bidentado através dos atomos de
oxigénio dos grupos C,=0; e C,—0,, conforme ja observado em trabalhos prévios
realizados pelo nosso grupo de pesquisa.®>87%4% Além disso, a presenca do

contraion PFs na unidade assimétrica do complexo B6 confirma o carater
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catibnico do mesmo. Na Figura 5.1 observamos a estrutura cristalina obtida para
B2, B3 e B6, sendo a estrutura do complexo B2 apresentada a nivel de
comparagdo, uma vez que a mesma ja se encontra reportada na base de dados
cristalograficos (CCDC 918728).131

FIGURA 5.1 — Estrutura cristalogréafica obtida para os complexos B2'%!, B3 e B6.
Os atomos estdo representados no modelo ORTEP (elipsoides em 30%). Na
representacdo do complexo B6 o contraion PFe foi omitido afim de melhor se
visualizar a molécula.

O complexo B3 se cristaliza em um grupo espacial triclinico P-1,

enguanto B6 se cristaliza no grupo monoclinico P2;/n, sendo que ambas estruturas
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cristalinas apresentaram uma molécula do complexo por unidade assimétrica (Z’
= 1). Diferente da Série A, ndo hé efeito de ressonancia entre as ligacdes C1=0; e
C,—0; (atomos envolvidos na coordenacdo) nos complexos obtidos nesta Série,
isto por serem estruturalmente menos favorecidas, devido a existéncia da dupla
ligacéo adjacente a hidroxila C,—O,, fazendo com o sistema ressonante surja entre
Co—0,/C3/C4=0,4. Deste modo, como mostrado na Tabela 5.1, observa-se uma
tendéncia nos comprimento da ligagdo simples C,—0, (= 1,30 A), que se tornam
mais curtos apos a coordenacédo, além de um pequeno alongamento da ligacao
dupla C;=0; (= 1,24 A), isto quando comparamos as estruturas cristalograficas
dos ligantes livres e coordenados. De modo similar ao exibido pelos compostos
da Série A, os comprimentos de ligacdo Ru-O permaneceram proximos a média
encontrada a partir dos valores disponiveis na literatura para ligacdes desse tipo
(2,08 A, Figura 4.4). As tabelas contendo os parametros cristalograficos e de
refinamento das estruturas dos complexos B3 e B6 constam nas tabelas de dados

cristalograficos para a Série B no apéndice.

TABELA 5.1 — Comprimentos de ligacdo (A) entre alguns pares atdmicos dos
complexos B2, B3, B6 e ligantes lausona e lapachol.

Comprimento de Ligacdo (A)
L2 L,° B2° B3 B6
C1=01 1,227 1,236 1,247(2) 1,243(4) 1,254(4)
C2-O2 1,335 1,349 1,303(2) 1,294(4) 1,298(4)
C4=04 1,226 1,232 1,229(2) 1,222(4) 1,220(5)

Rui-O1 - - 2,107 (1) 2,074(2) 2,074(2)
Rui-O2 - - 2,076(1) 2,080(2) 2,078(2)
Rui-Cli - - 2407(1) 2,382(9) -

Rui-P; - - 2,380(9)

4CCDC 1268837, °CDCC 1189905 e CDCC 918728.

O composto B3 apresenta interagdes intermoleculares fracas do tipo
C-H...0=C e Ru-Cl...H-C, interac¢des hidrofdbicas do tipo C-H...H-Ce C...H-C, e
interacOes n-m entre os aneis do ligante p-cimeno. Embora sejam interagdes fracas,

todas possuem importante relevancia, sendo o conjunto de todas responsavel pela
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estabilizacdo do empacotamento cristalino observado. A cela unitaria é composta
pelo dimero formado a partir das interagbes C-H...0=C (2,460 A), onde a ligacdo
C=0 participante é a pertencente a porcao naftoquinona néo coordenada (C4=04)
e os hidrogenios do anel do areno (C5’-H5’). A interacdo m-m encontrada €
composta entre ligantes p-cimeno de moléculas vizinhas através da sobreposicao
do tipo C=C...C=C (3,330A), entretanto ndo pode ser classificado como uma
interagdo “m-stacking” por ndo haver empilhamento efetivo entre os anéis do

ligante p-cimeno (Figura 5.2(a)).**

0% 20% 40% 60% 80% 100%

3,3

TR

B2 60,4 83 158

gt
NANANNNAN
9

B6 ; _ .56,3 49 178 i ;4,6,_ 

FIGURA 5.2 — a. Representacdo da interacdo m-mt presente no empacotamento
cristalino do complexo B3. b. Gréfico de distribuicdo dos contatos
intermoleculares presentes em B2, B3 e B6. ¢. Grafico Fingerprint obtido para o
complexo B3 representando todos os contatos intermoleculares. d. Mapa de
Hirshfeld obtido para o complexo B3, onde as regiées em vermelho, branco e azul
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representam respectivamente os contatos menores, iguais e maiores que a soma
dos raios de van der Waals dos atomos participantes do contato.

O composto B6, apresenta interagOes intermoleculares similares a
B3, com ligacbes de hidrogénio fracas do tipo C-H...0,=C,, interacOes
hidrofébicas C-H...H-C e C...H-C e intera¢bes ndo classicas do tipo C-H...F-P

envolvendo os anéis aromaticos da trifenilfosfina e o contraion PFg.

Para melhor compreender as interacdes intermoleculares presentes
nos complexos no estado solido foi realizada uma comparacgéo geral dos contatos
intermoleculares entre complexos, empregando o programa Crystal Explorer.!33
Este programa permite descrever os contatos intermoleculares entre os atomos
através do célculo da superficie de Hirshfeld'®* e pelo grafico Fingerprint.’*> Nas
superficies de Hirshfeld normalizadas para cada um dos complexos, observa-se
0s contatos intermoleculares em funcdo do raio de van der Waals, apresentando
em vermelho os contatos intermoleculares mais intensos, sendo estes referentes
aos contatos cujas dimensfes sdo menores gque a soma dos raios de van der Waals
dos atomos que constituem a interacdo. Em uma transicéo entre branco-azul, os
contatos menos intensos ou mais distantes sdo representados, sendo que 0 em
branco representa as regides onde exatamente as esferas de van der Waals se
tocam e o em azul refere-se as distancias maiores que o raio de van der Waals.***
Na Figura 5.2(d) observamos o mapa de superficie obtido para o complexo B3,
onde a pequena parcela de pontos em vermelho (contatos fortes) ocorrem
principalmente em torno dos grupos doadores e aceptores participantes das
interacOes descritas anteriormente, como por exemplo ao redor do grupo carbonilo
ndo coordenado (C,=0,) e na interacdo = entre os ligantes p-cimeno. Nota-se o
predominio dos contatos mais distantes (cor azul e branco) que se localizam ao
redor das regides hidrofobicas das moléculas, proximos aos &tomos de hidrogénio

da trifenilfosfina e dos anéis aromaticos da naftoquinona.

O grafico fingerprint fornece a projecao da superficie de Hirshfeld

em duas dimensdes (FIGURA 5.2(c)). A projecdo obtida, é considerada uma
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impressao digital dos contatos intermoleculares observados para uma substancia
no estado solido, sendo exclusivas da estrutura cristalina que representa. O grafico
e construido por dois eixos, a projecdo do eixo de (em y) que representa as
distancias entre a superficie e 0s atomos externos que participam do contato
intermolecular, versus o eixo di (em x) que é a distancia entre um atomo interno
e 0 contorno da superficie obtida. Esses graficos permitem analisar,
separadamente, as projecdes referentes aos contatos H...C, H...O, H...H, C..H ,
C...C, F..C, CI...C, dentre outros presentes nas moléculas de interesse. Além
disso, dado o conhecimento do numero total de contatos, é possivel realizar

calculos da porcentagem de cada tipo de intera¢do um em relacdo ao todo.

Na Figura 5.2(b) observamos o grafico da distribuicdo da
porcentagem de cada interacdo para as estruturas cristalinas B2, B3 e B6. Vemos
a predominancia de contatos do tipo H...H, resultante de interacdes hidrofdbicas,
sendo responsaveis por aproximadamente 50% do total de contatos observados.
Este fato corrobora com a predominancia da cor azul e branco nas superficies de
Hirshfeld, que representam interagdes com contatos mais distantes, de
caracteristica hidrofébica (regides apolares que nao interagem com &gua). A
Figura 5.3 representa 0 empacotamento cristalino do complexo B6 apresentando
regides que participam desses contatos hidrofébicos. Para espécies quimicamente
diferentes, ferramentas como o fingerprint e a superficie de Hirshfeld ilustram
eficientemente a presenca, quantidade e intensidade de um dado tipo de contato.
De modo geral, as varias possibilidades de interacdes intermoleculares
encontradas em substancias de estrutura conhecida podem ser um ponto chave
para a compreensdo da acdo de farmacos com promissoras atividades
farmacoldgicas, pois estas interacdes observadas na estrutura cristalina também

podem vir a ocorrer com moléculas presentes no meio biol6gico.!%¢*%
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FIGURA 5.3 — Plano do empacotamento cristalino (a/c) contendo o complexo B6.
Em destaque temos as regides onde predominam os contatos hidrofobicos.

As composi¢Bes quimicas dos complexos foram determinadas por
analise elementar. Os valores experimentais obtidos estdo de acordo com as
propostas estruturais, confirmando a composi¢do quimica dos complexos para o0s
elementos testados, conforme apresentado na Tabela 5.2, 0s quais se encontram

dentro dos teores esperados.

As medidas de condutividade molar, também apresentadas na Tabela
5.2, foram realizadas em diclorometano e os valores encontrados para 0S
complexos B1-B3 indicaram, conforme esperado, que 0s compostos sdo neutros,
ndo exibindo condutividade consideravel na concentracdo empregada. Ja 0s
complexos B4-B6 apresentaram condutividade na faixa de eletrolito 1:1 (12 — 77
S.cm?.mol?), evidenciando a obtencgdo destes complexos na forma i6nica, sendo

PFs 0 contraion, conforme ja evidenciados nos dados de difracdo de raios X.
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TABELA 5.2 — Dados de analise elementar e condutividade para o complexo de
ruténio (Valores tedricos entre paréntesis)

Condutividade
C(%) H(%)
(S.cm2.mol?)
Bl 55.22 (54.12) 4.22 (4.31) 0,2
B2 57.73 (58.65) 5.35(5.32) 0,9
B3 62.30 (61.59) 4.54 (4.61) 0,7
B4 56.18 (55.95) 4.47 (4.20) 334
B5 57.78 (58.65) 4.79 (4.32) 29,3
B6 60.03 (60.22) 5.21 (4.39) 35,6

De modo similar a Série A, os espectros de RMN 3!P dos complexos
B4-B6 apresentam um singleto referente ao fosforo da trifenilfosfina, em = ¢ 33
ppm (Figura 5.4), alem disso observa-se também o multipleto referente ao anion
PFs em = ¢ -144 ppm. O deslocamento quimico do ligante PPhs nos novos
complexos em relacdo ao precursor indica que o atomo de fésforo se encontra
menos protegido (em relacdo ao precursor, ¢ 24 ppm), fato caracteristico da troca
dos ligantes cloridos pelos oxigénios das naftoquinonas, sendo que dada a maior
eletronegatividade do oxigénio, temos que 0 mesmo promove a desblindagem o
atomo de fosforo com mais eficiéncia que os ligantes cloretos, levando ao

deslocamento do sinal para maiores frequéncias.

[RuClL,(n®pcimeno)(PPh;)] Pfg
I
I
T T T T
B4 :. [
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3 20 10 0 -10 20 30 40 -50 60 70 -80 90  -110 130  -150
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FIGURA 5.4 — Espectros de RMN de 3*!P dos complexos B4-B6 e [RuCl,(n®-p-
cimeno)(PPhs)] em CDCls.
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Nos experimentos de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN !H) para os complexos B1-B6 pode-se observar e atribuir todos os sinais
referentes aos hidrogénios presentes nos complexos. Nas Figuras 5.5 e 5.6
observamos 0s espectros obtidos para os complexos B3 e B6, onde estdo
destacados os sinais e suas respectivas atribuicdes. Todos os espectros de H

registrados para esta série sdo apresentados no Apéndice.
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FIGURA 5.5 — Espectro de RMN de hidrogénio do complexo B3 em CDCl;
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FIGURA 5.6 — Espectro de RMN de hidrogénio do complexo B6 em CDCls.
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Nos espectros de RMN H representados nas Figuras 5.5 e 5.6,
observamos trés grupos distintos de sinais, o primeiro referente aos hidrogénios
alifaticos presentes no ligante p-cimeno (0 1,0-3,0 ppm, ligados aos carbonos
a/b/g), o segundo por volta de ¢ 5,5 ppm referente aos carbonos ligados ao anel
do areno coordenado (ligados aos carbonos carbonos d/e) e o terceiro e mais
abundante em sinais referente aos hidrogénios aromaticos das naftoquinonas (B1-
B6) e trifenilfosfina (B4-B6). Esses sinais sdo facilmente atribuidos com o auxilio
dos mapas de contorno COSY !H-'H, onde destacam-se os acoplamentos dos
hidrogénios vizinhos, evidenciando os grupos de sinais citados anteriormente. Na
Figura 5.7 destacamos os acoplamentos presentes entre os sinais referentes ao
ligante p-cimeno no complexo B3, como no grupo isopropil(a<»b) e entre 0s
hidrogénios aromaticos do anel (d«<e), e aléem destes visualiza-se também 0s
varios acoplamentos existentes entre os hidrogénios da naftoquinona na regido

entre 6 7,0 e 8,5 ppm, sendo todos devidamente identificados.
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FIGURA 5.7 — Mapa de contorno COSY H-!H obtido para o complexo B3 em
CDCls.

Diferente da Série A, os sinais referentes aos hidrogénios aromaticos

do ligante p-cimeno sofrem desdobramento, uma vez que na Série A 0S mesmos
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sempre sdo registrados como 2 dubletos, enquanto nesta Série 0s mesmos se
desdobram em dubletos (hidrogénio ligado ao carbono e em B6) ou falsos tripletos
(hidrogénio ligado ao carbono d em B3). Isto pode estar relacionado ao fato da
quebra da simetria com a coordenacdo de ligantes assimeétricos, levando ao
desdobramento dos sinais, uma vez que na Série A os ligantes acido benzoico p-
substituidos sdo simétricos e nesta Seérie as naftoquinonas empregadas sao

assimeétricas.

Os sinais exibidos nos espectros de ressonancia magnética nuclear de
carbono (RMN ¥C{*H}) foram atribuidos com o auxilio das técnicas 2D 'H-13C
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) e HSQC (Heteronuclear
Single Quantum Correlation). No mapa de contorno HSQC observamos 0s
acoplamentos entre os hidrogénios e carbonos diretamente ligados, permitindo
atribuir uma série de sinais referentes aos carbonos a/b/d/e/g do ligante p-cimeno
e carbonos ligados aos hidrogénios presentes na naftoquinona. Com os dados do
mapa de contorno HMBC determinamos os carbonos quaternarios presentes nos
complexos, e isto através da observacdo dos acoplamentos entre eles e 0s
hidrogénios distantes em até 3 ligacGes. Nas Figuras 5.8 e 5.9 sdo apresentados 0s
espectros de RMN BC{*H} obtidos para os complexos B3 e B6 contando as
atribuicdes para todos os sinais observados. Todos os espectros de RMN 1D e 2D

obtidos para esta série constam do Apéndice.
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FIGURA 5.8 — Espectro de RMN de carbono **C{*H} do complexo B3 em CDCls.
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FIGURA 5.9 — Espectro de RMN de carbono *C{*H} do complexo B6 em CDCls.
Na Figura 5.10 exemplificamos o emprego da técnica *H-*C HMBC

na atribuicdo dos carbonos quaternérios 1, 2 e 4, onde vemos o acoplamento a
multiplas ligacdes de 1 com o hidrogénio ligado ao carbono 9, 2 acoplando com
0 hidrogénio ligado ao carbono 11, e o carbono 4 acoplando aos hidrogénios
ligados aos carbonos 11 e 6. De modo similar ao observado nos espectros de RMN
'H, os sinais referentes aos carbonos d/e se desdobram em 4 singletos, enquanto
na Série A os carbonos d/e correspondem a apenas um singleto intenso, fato
também correlacionado a coordenacdo do um ligante naftoquinona, que é
assimétrico e pode levar ao desdobramento observado. Outros trabalhos da
literatura que empregam ligantes assimétricos em compostos Ru/p-cimeno
também levam ao desdobramento observado, confirmando a hipétese da
correlagio com o abaixamento da simetria do complexo em relacdo ao

precursor.’%2
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FIGURA 5.10 — Mapa de contorno *H-*C HMBC obtido para o complexo B3 em
CDCls.

Na Tabela 5.3 observamos os valores dos deslocamentos quimicos
obtidos para os carbonos C1, C2 e C4 dos ligantes naftoquindnicos livres e
coordenados. Nota-se o0 maior deslocamento quimico para C1 e C2 com a
coordenacgdo e pouca variagdo para o carbono C4, o que condiz com o esperado,
dado que as maiores mudancgas ocorrem nos sinais que condizem aos carbonos
ligados aos oxigénios que se coordenam ao centro metalico. A desblindagem dos
sinais referentes a C1 e C2 ocorre devido a diminui¢cdo da densidade eletronica

destes &tomos em decorréncia da coordenagdo ao centro metalico.

TABELA 5.3- Deslocamentos quimicos (o) exibidos pelos carbonos C1, C2 e C4
nos espectros de RMN *C{*H} em CDCls.

d (ppm)

L1 L Ls Bl B2 B3 B4 B5 B6

Cl 182,1 181,8 181,2 197,7 196,8 1950 198,2 197,4 1955
C2 156,5 152,8 151,8 1719 1689 1688 170,7 167,8 1674

C4 185,1 184,7 184,3 183,7 182,8 183,1 183,/ 182,7 183,0
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Nos espectros obtidos na espectrometria de massas empregando o
método de ionizacado e dessorcdo a laser assistida por matriz (matrix-assisted laser
desorption/ionization - MALDI), foram observados alguns sinais referentes aos
complexos obtidos nesta Série e respectivas fragmentacGes. Os complexos em sua
forma ndo ionizada serdo representados pela letra M, sendo os fragmentos
observados em decorréncia da fragmentacdo de M representados por [M-(F)]%,
onde F é o fragmento que foi labilizado e X é a carga final do fragmento resultante.
Para os complexos B1-B3 o sinal de maior intensidade exibido foi o referente ao
fragmento [M-CI]*, resultante da labilizacdo do ligante clorido, cujos sinais
exibiram raz6es massa/carga (m/z) = 409,04 (B1), 477,00 (B2) e 510,99 (B3)
sendo todos eles condizentes com o0s espectros simulados provenientes das
férmulas quimicas referentes aos fragmentos, conforme vemos exemplificado
para 0 complexo B3 na Figura 4.28. Os complexos monocationicos B4-B6,
exibiram o sinal do ion molecular ndo fragmentado [M-PFs]" com m/z = 671,38
(B4), 739,52 (B5) e 773,39 (B6). Na Figura 5.11 vemos as comparacdes entre 0s
sinais obtidos nos espectros experimentais e a simulacdo feita baseando-se na
férmula quimica dos fragmentos. Os complexos B4-B6 também mostram o
mesmo sinal exibido pelos complexos B1-B3 porem neste caso provenientes da
labilizacéo da trifenilfosfina gerando o fragmento [M-PPhs]* com m/z = 409,02
(B4), 477,09 (B5) e 511,00 (B6), estando todos eles também condizentes com 0s
respectivos sinais teoricos calculados para cada fragmento. Diferente da Série A,
néo foi observado sinal em m/z = 651,15 correspondente a labilizagéo do ligante
naftoquinona e coordenacdo da matriz empregada no experimento (acido 2,3-
diidéxibenzoico), o que nos evidencia uma maior estabilidade do quelato
naftoquinona/ruténio em relacdo ao quelato acido benzoico/ruténio,
provavelmente por causa da menor tensdo do anel quelato nesta Série (5
membros) em relacdo a Série A (4 membros), fato que pode conferir maior

estabilidade ao complexo.
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FIGURA 5.11 — Perfil isotopico experimental e teorico para os cations metalicos
dos complexos B3 e B6, correspondendo aos ions [M-CI]* em B3 e [M-PF67]"
para B6.

Nos espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos
complexos B1-B6 foi possivel obter importantes informacdes que dao aporte a
proposta estrutural, corroborando com as demais técnicas de caraterizacao
empregadas neste trabalho. Em um primeiro momento, na regido de alta
frequéncia dos espectros registrados, pode-se observar a auséncia do estiramento
v(O-H) referente as hidroxilas dos ligantes naftoquinonicos, que em suas formas
livres (ndo coordenadas) apresentam a banda v(O-H) em torno de 3200 cm™. Esta
auséncia indica a coordenacdo dos ligantes atraveés dos atomos de oxigénio em
suas formas desprotonadas. Conforme observamos na Figura 5.12, outras
informacdes importantes podem ser extraidas das vibracGes de estiramento
v(C1=01) e v(C4=0a4) presentes nas naftoquinonas em 1660 e 1640 cm™

respectivamente, uma vez que por nédo participar da coordenacao v(Cs=0a4) pouco



Joiao Honorato de Araujo Neto Resultados e Discussao

se desloca, enquanto a banda (C1=0z1), por coordenar-se, se desloca com maior
intensidade para regiGes de frequéncias mais baixas, devido a diminuicdo da
densidade eletrbnica, conforme ja observado na técnica de RMN. No caso da
ligacdo C>—0O2, a banda correspondente a esta ligagao sofre deslocamento no
espectro (com a coordenacdo ao ruténio), aumentando o carater de dupla ligacao
e consequentemente deslocando para regides de maiores frequéncias, fato também
observado no comprimento desta ligacdo nas estruturas cristalinas obtidas, onde
ao coordenar ela se torna mais forte (Tabela 5.1).%2 A carbonila C4=04 também
sofreu deslocamento no espectro de absor¢do na regido do infravermelho, se
deslocando para frequéncias mais baixas, devido a mudanca de densidade
eletrobnica no anel apds a coordenacdo do ligante ao ruténio, contudo, o

deslocamento € menos pronunciado se comparado a carbonila coordenada C1=0x.
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FIGURA 5.12 — Espectros de absorcdo na regido do infravermelho do ligante Lz
(3-estiril-lausona), complexos B3 e B6.

Os espectros apresentam também outras bandas caracteristicas de
cada complexo, como em B6 as bandas em 839 v(P-F) e 557 &(P-F) cm
pertencentes ao anion PFg e v(Ru-P) em 528 cm™, em B3 a banda v(Ru-Cl) em

291 cm™ e em ambos complexos a banda v(Ru-O) em 486 cm™.1® Todos os
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complexos sintetizados apresentaram um comportamento semelhante, e os seus

espectros sdo apresentados no Apéndice da Série B.

Afim de avaliar a estabilidade dos complexos B1-B6, foram
realizados estudos de estabilidade dos compostos nas solu¢des empregadas nos
testes biolégicos, como DMSO e o meio de cultura RPMI, através da técnica de
RMN. Analisando o perfil dos sinais exibidos para o &tomo de fésforo pertencente
a trifenilfosfina em experimentos de RMN 3P de solucbes em DMSO dos
complexos B4-B6, observou-se a formacdo de um subproduto, cuja intensidade
do sinal aumenta com o passar do tempo. Na Figura 5.13, como descrito acima, 0
sinal referente aos complexos B4-B6 (= ¢ 33 ppm) sendo consumido, levando ao
surgimento de um novo sinal em =~ ¢ 43 ppm. Além disso, notou-se que a
degradacéo de B4 era muito rapida, ocorrendo consumo completo da espécie em
6 horas, enquanto B5 se estabilizava em 24 horas ap0s a degradacéo de 60% e B6

em 48 horas chegando ao equilibrio com o consumo de 30% do composto de

partida.
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FIGURA 5.13 — Estudo de estabilidade dos complexos B4-B6 em DMSO
empregando a técnica de RMN 3P,

Analisando os espetros dos complexos B4-B6 em ds-DMSO
empregando a técnica de RMN *H foi possivel observar a mudanca dos sinais

referentes aos atomos de hidrogénio, permitindo uma melhor compreenséo do que
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ocorre com os complexos em DMSO. Na Figura 5.14 vemos 0s espectros obtidos
para 0 experimento realizado com B4, neles obtivemos uma informagdo muito
importante ao comparar 0s espectros obtidos em 0 e 6 horas, onde observou-se
que em 6 horas o0s sinais referentes aos hidrogénios aromaticos do ligante p-
cimeno coordenado desapareciam (o 5,8-6,3 ppm), enquanto surgia um multipleto
em o6 7,1 ppm. O mesmo ocorreu com os hidrogénios aromaticos, onde 0s sinais
referentes ao substituinte isopropil desapareciam, dando lugar a sinais similares

em outros deslocamentos.
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FIGURA 5.14 — Espectros de RMN *H obtidos no estudo de estabilidade em ds-
DMSO do complexo B6 em 0 e 6 horas.

O mesmo experimento foi realizado empregando os complexos B1-
B3, afim de observar se a instabilidade se dava apenas nos complexos contendo o
ligante trifenilfosfina, entretanto o mesmo efeito relatado anteriormente foi
encontrado, exibindo o desaparecimento dos sinais referentes ao ligante p-cimeno
coordenado e o surgimento de novos deslocamentos para os sinais do mesmo

(Figura 5.15(a)). Em todos os experimentos realizados os novos sinais exibidos
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pelo ligante p-cimeno possuem o mesmo deslocamento quimico, concluindo que
se trata de uma mesma espécie sendo formada em todos os experimentos, sendo
esta espécie 0 p-cimeno em sua forma livre (ndo coordenada), condizendo com 0s

deslocamentos quimicos relatados na literatura para 0 mesmo.
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FIGURA 5.15 — (a) Espectros de RMN *H obtidos no estudo de estabilidade em
ds-DMSO do complexo B6 em 0, 2, 4, 6 e 12 horas. (b) — Esquema da reacdo que
ocorre ao se dissolver os complexos da Série B em DMSO, onde X = Cl (B1-B3)
ou PPh; (B4-B6).

Sabendo que 0 DMSO é um solvente coordenante e no experimento

descrito anteriormente detectou-se a presenca do ligante p-cimeno livre, 0

acontecimento mais provavel € a coordenacdo do DMSO nos sitios vacantes do



Joao Honorato de Araujo Neto Resultados e Discussao

metal resultantes da labilizagdo do p-cimeno, conforme exemplificado na Figura
5.15(b). Outro teste realizado foi a analise da estabilidade dos complexos B4-B6
na mistura DMSO/RPMI, sendo RPMI um dos meio de cultura empregados no
cultivo de células normais ou tumorais, e composto principalmente por sais [NaCl,
NaHCO3, Na,HPO,, KCI, MgS04, Ca(NOs),], glicose, aminoacidos e vitaminas.
Na Figura 5.16, observamos o perfil dos sinais formados na solucdo DMSO/RPMI
(2:1) nos espectros de RMN 3!P, indicando a degradacdo do complexo B6 nesta
mistura, levando ao quase desaparecimento do sinal referente ao mesmo, e ja em
24 horas o surgimento de varios sinais, que podem ser resultantes da labilizacéo
do ligante p-cimeno e coordenacdo as varias substancias existentes no meio de
cultura. Com 48 horas de experimento, destaca-se o surgimento do sinal préximo

de 40 ppm, que se torna a espécie majoritaria na solucéo.
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-130
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FIGURA 5.16 — Estudo de estabilidade do complexo B6 em DMSO/RPMI (2:1)
empregando a técnica de RMN 3!P. Os espectros foram registrados em 0, 24 e 48
horas.

Na tentativa de se obter o produto da degradacdo dos complexos,
simulou-se adicionou-se o complexo B4 em uma mistura CHCI;/DMSO (2:1), sob
atmosfera inerte, e realizou-se o acompanhamento da reacdo por RMN 3!P,

Conforme mostra a Figura 5.17, observou-se um perfil similar ao obtido na reacéo
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em DMSO puro, resultando no completo consumo de B4 e surgimento do sinal
em =~ 0 44 ppm. Como o0 componente em maior abundancia no meio RPMI é o sal
NaCl, adicionou-se uma quantidade do mesmo no experimento, fazendo com que
o sinal em = ¢ 44 ppm desaparecesse dando lugar a um novo sinal em = ¢ 38 ppm,
mesmo deslocamento observado para o sinal de maior intensidade observado em
48 horas no experimento empregando DMSO/RPMI (2:1). De posse dessas
informacdes, a proposta estrutural para a reacdo é a labilizacdo do ligante p-
cimeno e coordenacdo de 3 moléculas de DMSO, conforme ja proposto acima, e
com a adi¢do do NaCl o ligante clorido se coordena no lugar do DMSO na posicéo
trans a fosfina, devido ao efeito trans labilizador exercido pela mesma (Figura
4.34).

© ®
L G e AN,
+ [Nal i - 5 = =
6h’1:Cl Q 4 *5\% /@)\) .|/+\PO

FIGURA 5.17 — Acompanhamento da reacdo de labilizacdo do ligante p-cimeno
do complexo B4 através da técnica de RMN 3P e esquema estrutural da reacéo
observada.

No experimento realizado com B6 na mistura DMSO/RPMI (2:1),
apos 48 horas, observou-se a formacéo de grande quantidade de um precipitado
escuro e cristalino, que por se tratar e um solido monocristalino, foi analisado por
difracdo de raios X. O resultado do refinamento confirmou a proposta estrutural
anterior, confirmando que a espécie majoritaria observada no experimento de
estabilidade é o complexo cis-[RuCl(L3)(DMSO),(PPhs)] (Figura 5.18), nos

permitindo determinar a estrutura do complexo majoritario no meio bioldgico
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onde é feito o cultivo das células analisadas neste trabalho. Ressalta-se também o
fato que esse efeito de labilizacdo do ligante p-cimeno ndo foi observado em
solventes ndo coordenantes como diclorometano, cloroférmio ou solventes

coordenantes fracos como metanol e etanol.

FIGURA 5.18 — Estrutura cristalina dos obtidas para 0s monocristais provenientes
do experimento de estabilidade do complexo B4 em DMSO/RPMI (2:1).
Elipsoides representadas com 30% de probabilidade.

Este comportamento quimico de complexos de ruténio'/areno em
muitos casos se assemelha aos analogos de ferro correspondentes, como no caso
dos complexos ferroceno e rutenoceno. Se tratando dos complexos semi-
sanduiche ruténio'/areno, os ligantes areno estdo fortemente ligados ao centro
metalico e raramente sdo substituidos em baixas temperaturas (<120 °C).
Entretanto, existem relatos na literatura de complexos ruténio'’/areno que também
sofrem a labilizacdo do ligante areno em certas condicdes, sendo elas extremas,
em sua maioria, como no caso do relato para os complexos utilizados como
precursores nesta Série, [{RuCl(n®-p-cimeno)},(u-Cl),] e [RuCly(n®-p-
cimeno)(PPh3)], que perdem o ligante p-cimeno quando refluxados em
acetonitrila a 120 °C ou quando expostos a radiacdo U.V., gerando Varios

subprodutos provenientes ndo s6 da labilizacdo do areno mas também da
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degradacdo dos ligantes.’®®13® Uma caracteristica interessante inerente a
labilizacdo do ligante areno é a correlacdo com a carga do metal, onde quanto
maior a mesma, mais labeis os ligantes areno se tornam. Por exemplo, complexos
dicationicos estdo mais susceptiveis a saida do areno do que complexos
monocatiénicos, que consequentemente Sdo mais suscetiveis que complexos
neutros, principalmente quando o ligante de entrada € um solvente coordenante
polar, devido ao fato de altas cargas favorecerem o ataque nucleofilico do ligante
de entrada (solvente coordenante), ocorrendo em sua maioria via mecanismo
associativo.}4%1%3 Esta observacédo é valida para os complexos desta Série, uma
vez que observamos que o tempo gasto para a completa labilizacdo do areno no
complexo B1 (neutro) em DMSO é de 12 horas, enquanto que o complexo B4
(catibnico) sofre completa substituicio em 6 horas, portanto mais rapido,

conforme observamos anteriormente nas Figuras 5.14 e 5.15(a).

Outro fator associado ao observado, € o carater  aceptor de elétrons
dos ligantes naftoquinénicos empregados nesta Série. Relatos da literatura tém
mostrado que a coordenacdo de ligantes com alto carater © aceptor de elétrons
ocasionam a competicdo efetiva com o areno pelos elétrons dos orbitais dn do
metal, aumentando consideravelmente a carga positiva do ruténio e
consequentemente a possibilidade de labilizacdo.*%1% Embora tenhamos visto
que a ligacdo Ru-O; nédo dispde de retrodoacdo do metal para o ligante, a ligacéo
Ru-O; apresenta forte componente de retrodoagdo, conforme demonstrado na
diminuicdo da frequéncia do estiramento v(C;=0;) observado nos espectros de
absorcdo na regido do infravermelho, o que nos prova que ha retrodoacdo do
ruténio para os ligantes naftoquinonicos, levando a competi¢do pelos elétrons dn

do metal e possibilitando a labilizacdo do ligante p-cimeno.

Um parametro utilizado para conhecer a forca da ligacdo Ru-areno,
é a distancia de ligacao entre o centroide do anel do p-cimeno e o centro metélico,
e isto em estruturas cristalinas obtidas para este tipo de complexos, sendo que

quanto menos esta distancia mais forte ¢ esta ligacdo. Sabendo que quanto maior
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a capacidade dos demais ligantes em receber os elétrons dm do metal, maior sera
a competicdo pelos elétrons com o ligante areno, podemos correlacionar a forca
da ligacdo Ru-areno com a caracteristica = aceptora dos ligantes, onde quanto
maior a capacidade © aceptora dos ligantes mais fraca sera a ligacdo Ru-areno e
consequentemente maior sera o seu tamanho.*>** Na Figura 5.19 observamos as
estruturas cristalinas dos complexos precursores [{RuCl(n®-p-cimeno)}»(u-Cl),]
(P1) e [RuCl,y(n®-p-cimeno)(PPh3)] (P2) e as respectivas distancias de ligacdo

entre o ruténio e o centroide do ligante p-cimeno.

P1 = [{RuCl(n’-p-cimeno) },(u-Cl), ] P2 = [RuCl,(n%-p-cimeno)(PPh,)]

\ y

FIGURA 5.19 — Estrutura cristalina dos complexos precursores P1, [{RuCl(n®-p-
cimeno) }2(u-Cl)2], e P2, [RuCly(n®-p-cimeno)(PPhs)], destacando as distancias de
ligacdo Ruténio-areno. O centroide dos ligantes areno sdo representados pela
esfera vermelha. CCDC 1895287 (P1) e 677336 (P2)

Os valores da Tabela 5.4 exemplificam esse efeito, pois vemos que 0
precursor P1 apresenta distancia Ruténio-areno menor do que no precursor P2,
sendo a principal diferenca entre eles a presenca do ligante trifenilfosfina em P2,
que por ser um forte aceptor = compete com o ligante p-cimeno pelos elétrons do
metal, enfraquecendo a ligagdo Ruténio-areno, enquanto o complexo P1 apresenta
apenas os ligantes clorido, forte doador &, exibindo assim uma menor e mais forte

ligacdo Ruténio-areno. Observamos 0 mesmo ao comparar B3 com B6, onde B6
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possui 0 ligante trifenilfosfina e consequentemente possui a distancia Ruténio-

areno maior que o correspondente que possui o ligante clorido (B3).

TABELA 5.4 — Distancias de ligagdo Ruténio-areno dos complexos que possuem
estrutura cristalografica elucidada. Considera-se como ponto de medida no ligante
areno o centroide do anel aromatico.

Distancia Ru-areno (A)

B2 1,650
B3 1,635
B6 1,697
P1” 1,635
p2" 1,709

"P1 = [{RuCl(n-p-cimeno)}(u-Cl).] e P2 = [RuCly(n®-p-cimeno)(PPhs)]

A partir dessas informacdes propusemos a sintese de seis novos
complexos contendo o DMSO como ligante no lugar do p-cimeno, sendo esses
novos complexos equivalentes ao produto obtido quando solubilizamos B1-B6 na
mistura DMSO/RPMI. Em uma primeira abordagem, foram realizados
experimentos similares ao descrito na Figura 5.17, onde a partir dos complexos
originais de férmula [RulLy(m®-p-cimeno)Cl] (B1-B3) e [RulLy«(n®-p-
cimeno)(PPh3)]PFs (B4-B6), em DMSO, tentou-se obter os produtos sem o ligante
p-cimeno. Obteve-se sucesso com este método apenas para 0os complexos Bl e
B4, sendo estes os Unicos em que a reacdo de labilizacdo se completa, enquanto
0s demais atingem um equilibrio entre produtos e reagentes, sem o consumo total
do complexo original, conforme ja& observado na Figura 5.13. Mesmo com
utilizacdo de aquecimento o consumo total do complexo em sua forma original
ndo ocorre, ocasionando a formacdo de varios subprodutos nas tentativas

realizadas para os complexos B2, B3, B5 e B6.

A sintese dos novos complexos foi viabilizada apenas partindo dos
precursores fac-[RUCl,(S-DMSQ)3(O-DMSO)] e fac-[RuCl,(S-DMSO)3(PPhs)],

cuja rota sintética encontra-se descrita no Esquema 5.2. Ambos precursores sao ja
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conhecidos da literatura, sendo empregada a rota sintética ja descrita para 0s

mesmos.1457147

.’/ WS
RuCl;.XH,0 EtOH/DMSO P SN NG

> o TN
Cl S%
e |
CH;0 g7
| PPhs fac-[RuCl,(S-DMS0);(0-DMSO)]
v ?
PPh; 57| o
=
.///,‘\\\\PPhS I)MS() >.//I,' ‘\\\\\S\
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o \PPh3 A o ‘T\
[RuCl,(PPh;);] PPhs

Jac-[RuCl,(S-DMSO);(PPh,)]

ESQUEMA 5.2 — Rota sintética dos precursores fac-[RuCl,(S-DMSOQ);(O-
DMSO0)] e fac-[RuCly(S-DMS0);(PPhs)].

No Esquema 5.3 vemos a descricdo das condigdes reacionais e
estruturas propostas para estes novos complexos nomeados de B7-B12. Para a
sintese de todos eles empregou-se o hidréxido de sédio (NaOH) como agente
desprotonante do grupo hidroxila da naftoquinona, de modo similar ao realizado
para a obtencdo dos complexos B1-B3. Nesta sintese a precipitacdo dos
complexos ocorreram sem a necessidade de adi¢do de um solvente em que 0s
complexos fossem menos soltveis, sendo o po final obtido apenas atraves da
filtracdo do meio reacional e posterior lavagem com &gua para a remocéao do NacCl

formado.
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ESQUEMA 5.3 — Esquema reacional para a obtencéo dos complexos de férmula

geral fac-[RuCIL«(S-DMSOQ)3] (B7-B9) e cis-[RUCIL«(S-DMSO),(PPhs)] (B10-
B12).

Conforme ja indicado na Figura 5.18, foram obtidos monocristais
para 0s complexos provenientes da labilizacdo do ligante p-cimeno, ndo somente
permitindo a determinacao das estruturas cristalograficas dos compostos B8, B9,
B10 e B12, a Figura 4.20 exibe as estruturas cristalograficas obtidas. Todos
exibiram um sistema cristalino monoclinico nos grupos espaciais P21/c (B8 e
B12) e P21/n (B9 e B10) contendo uma molécula por unidade assimétrica (Z’ =
1) com o metal apresentando uma geometria octaedrica distorcida. Uma
importante informacdo fornecida pelas estruturas obtidas é o tipo de isbmero
obtido para os complexos, devido a possibilidade de diferentes arranjos de
ligantes que resultam nos isdbmeros fac/mer para os complexos B7-B9 e cis/trans
para os complexos B10-B12, confirmando assim a configuracéo facial (fac) em
B8, B9 e cis em B10, B12 para os ligantes DMSO. Esta caracteristica
provavelmente ¢ direcionada pela presenca da mesma nos precursores, mantendo
a posicdo das moléculas de DMSO nos complexos resultantes. Além disso, em
todos os casos, os ligantes DMSO sempre se encontram em posi¢do trans aos

oxigénios coordenados do ligante naftoquinona.
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FIGURA 5.20 — Estruturas cristalograficas obtidas para os complexos B8, B9,
B10 e B12. Elipsoides representadas com 30% de probabilidade.

Os complexos B8, B9, B10 e B12 exibiram as mesmas tendéncias de
distancias de ligacOes previamente observados para as estruturas cristalinas dos
complexos B2, B3 e B6, onde C4=0,4 pouco sofre altera¢do por ndo participar da
coordenacdo com o centro metalico, enquanto C;=0; e C2-O2 exibem diferencas
significativas quando comparadas com os ligantes livres. De modo similar, C»-O;
foi 0 que exibiu maior diferenca, diminuindo em média 0,05 A, mostrando que
esta ligacdo se fortalece com a coordenacéo. Esta diminuicéo das ligacdes C,-O,
observadas em todos os complexos desta Série, em uma primeira analise parece
contraditdria, pois 0 mais comumente observado na literatura € o alongamento da
ligacdo C-O ao se coordenar devido a retrodoacdo que ocorre dos orbitais dr do

metal para os orbitais moleculares «* (antiligante) do C-O, diminuindo a ordem
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de ligacéo e consequentemente o seu tamanho, conforme observado para a ligacéo
C,=0.. Entretanto, a ligacdo C,-O, é uma hidroxila desprotonada, que na quimica
dos organometalicos é classificada como um grupo RO" cujos ligantes séo
conhecidos por possuirem forte caracteristica ¢ e = doadora, e sendo o Ru?* (d®)
um metal que ao receber elétrons em o, dispde orbitais drmt aptos a transferir
densidade eletronica, a retrodoacdo Ru—0,-C, fica impossibilitada de ocorrer,
impedindo o decréscimo na ordem de ligacéo observada para C;=0,.4041148 Além
disso, alguns trabalhos vem mostrando o orbital molecular ocupado de maior
energia (HOMO) da ligacdo CO possui predominancia de carater antiligante, e
considerando que séo os elétrons pertencentes a este orbital que participam da
ligacdo em sigma entre o metal e o ligante, o compartilhamento dos mesmos
resulta no aumento da ordem de ligacdo C,-O,, tornando-a mais forte e mais
curta,**® conforme observado nos dados experimentais das constantes nas Tabelas
5.1e5.5.

TABELA 5.5 — Comprimentos de ligacdo (A) entre alguns pares atdmicos dos
complexos B8, B9, B10, B12, ligantes lausona (L) e lapachol (L,).
L2 Lo° B8 B9 B10 B12

Ci=0: 1217 1236  1,244(6) 1,249(4) 1,244(3) 1,253(6)
Cr0; 1,335 1,349 1,296(7) 1,299(3) 1,289(4) 1,298(6)
Ci=0; 1,226 1232 1227(7) 1,219(4) 1,230(4) 1,219(6)

Rui-O1 - - 2,107(4) 2,097(2) 2,097(2) 2,106(4)
Rui-O; - - 2,083(4) 2,079(2) 2,116(2) 2,096(3)
Rui-Cly - - 2,405 (1) 2413(1) 2413(1) 2,418(2)
Rus-P; - - - - 2.340(8) 2,352(2)
Ru;-S; - - 2237(2) 2,250(1) 2,243(8) 2,255(2)
Rus-S; - - 2238(2) 2,237(1) 2,235(8) 2,262(2)
Rui-Ss - - 2,259(2) 2,271(1) - -

%CCDC 1268837, "CDCC 1189905

Nas ligacdes entre o metal e o ligante, as tendéncias anteriormente
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observadas para as ligagdes Ru-O séo mantidas, a ligacdo Ru-Cl apresenta a maior
ligacdo com o metal, provavelmente por ser o cloro um ligante sem capacidade =
aceptora, o que torna essa ligacdo mais fraca. Outro fator que também influencia
a distancia da ligacdo Ru-Cl é a influéncia trans exercida pela fosfina em B10 e

B12 ou pelo DMSO em B8 e B9 acarretando no alongamento da mesma.

Os novos complexos apresentam interacOes intermoleculares fracas
do tipo C-H...O=C, C-H...0=S, Ru-Cl...H-C e intera¢des hidrofobicas do tipo C-
H...H-C e C...H-C, sendo algumas delas entre moléculas relacionadas por um
centro de inversdao, como apresentado na Figura 5.21(a), onde observamos
interacdes do tipo e Ru-Cl...H-C (2,688 A) aos pares entre duas moléculas
diferentes formando um dimero, efeito este que também € observado para as
algumas interacdes do tipo C-H...O=S. Nos mapas de superficie de Hirshfeld
obtidos para os complexos B7-B12 (Figura 5.21(d)), observamos pontos em
vermelho (contatos fortes) relacionados as interacbes C-H...O=C e C-H...0=S,
sendo mais abundantes os pontos referentes as interacdes C-H...O=S por serem as
ligacdes O=S em maior quantidade (3 em B7-B9 e 2 em B10-B12) em relagéo a
C=0 que é apenas uma (C4=0,4). De modo similar aos complexos B1-B6,
predominam os contatos mais distantes (cor azul e branco) localizados ao redor
das regides hidrofobicas das moléculas, como exibido no entorno da

trifenilfosfina.

Analisando as porcentagens de cada tipo de interagdo informadas no
grafico constante na Figura 5.21(b), vemos que se manteve a predominancia dos
contatos do tipo H...H, resultante de interacdes hidrofobicas, continuando sendo
responsaveis por aproximadamente 50% do total de contatos observados, porém
temos praticamente o dobro de contatos O...H em relacdo a B10-B12, isto devido
a coordenacéo de moléculas de DMSO que disp&e de oxigénios ndo coordenados
ligados a enxofre, estes se tornam bons doadores de elétrons em interagdes com
hidrogénios, conforme destacado nas superficies de Hirshfeld. No grafico

fingerprint obtido para o complexo B8 (Figura 5.21(c)) temos um exemplo que
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representa os demais graficos obtidos, onde se observa os contatos H...O e CI...H
que se destacam em meio a grande maioria dos contatos H...H, que mesmo sendo
em menor nimero, S&o 0s que possuem menor extensao de interacéo, contribuindo

também com a estabilizacdo do empacotamento cristalino.

155 16, 1 x/}/

BY 72,4 17,7

B10 | 51,9 14,8 199 558"

'B12 53,8 122 28,1

‘\ b 0% 20% 40% 60% 80% 100%

FIGURA 5 21 (a) Representagao da mteragao C H.. CI presente no
empacotamento crlstallno do complexo B8. (b). Grafico de distribuicdo dos
contatos intermoleculares presentes em B8, B9, B10 e B12. (c). Gréfico
Fingerprint do complexo B8 representando todos os contatos intermoleculares.
(d). Mapa de Hirshfeld obtido para o complexo B8, onde as regides em vermelho,
branco e azul representam respectivamente os contatos menores, iguais e maiores
que a soma dos raios de van der Waals dos atomos participantes do contato.

Os destaques para as interagfes H...O e Cl...H podem ser vistos nos
graficos representados na Figura 5.22, onde as distribuicGes dos contatos em

funcéo de suas distancias revelam que os contatos intermoleculares mais curtos
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se sobressaem em forma de dois finos tracos simétricos que ocorrem em torno de
1,0 e 1,4 A (de,di) para as interagbes H...O e 1,1 e 1,7 A (de,di) para as interacdes
H...Cl.

2,8
2,6
2,4
2,2
2,0
1,8
1,6

1,4 ™

1,2

di di

0 1,2 14 1,6 18 20 22 24 26 28 10 1,2 14 16 18 20 22 24 26 28

H...Cl
7,7%

di

1,0 1,2 14 1,6 1,8 20 22 24 26 28 10 1,2 14 16 18 20 22 24 26 28

FIGURA 5.22 — Graficos Fingerprint do complexo B8 representando as
contribuigdes de cada um dos contatos intermoleculares.

A composicdo quimica dos complexos B7-B12 foi determinada por
analise elementar, fornecendo-nos informacdes sobre os teores de carbono,
nitrogénio e hidrogénio presentes no pd obtido para estes complexos. A Tabela
5.6 mostra os valores experimentais obtidos, sendo todos eles condizentes com 0s
valores teodricos esperados. As medidas de condutividade molar dos compostos
foram realizadas em diclorometano e os valores encontrados para os complexos
de B7-B12 sdo menores que faixa de eletrélito 1:1 neste solvente (12 - 77 S cm?
mol em diclorometano), comprovando a neutralidade esperada para 0s novos

complexos derivados da labilizacao do ligante p-cimeno.
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TABELA 5.6 — Dados de analise elementar e condutividade para o complexo de
ruténio (Valores tedricos entre paréntesis).

Condutividade
C (%) H (%) S (%)
(S.cm2.mol?)
B7 35,03 (35,32) 3,80 (4,26) 21,32 (17,68) 1,4
B8 42,74 (41,20) 4,84 (5,10) 16,47 (15,71) 1,7
B9 44,36 (44,61) 4,03 (4,52) 16,35 (14,89) 0,9
B10 51,32 (52,78) 4,13 (4,43) 9,08 (8,81) 2,4
B11 55,06 (55,80) 4,73 (4,45) 7,68 (8,05) 0,3
B12 57,65 (57,86) 4,20 (4,61) 7,41 (7,72) 1,6

Nos espectros de absorcdo na regido do infravermelho registrados
para os complexos B7-B12 observamos o mesmo comportamento relatado para
as bandas v(C1=01), v(C4=04) e C2—02 observadas em B1-B6, onde os maiores
deslocamentos sdo os relatados para v(C1=01) e v(C2—0z2) por estarem diretamente
envolvidos na coordenacdo ao metal, acarretando no deslocamento para menores
frequéncias da banda v(C1=01), devido ao enfraquecimento da ligacdo com a
retrodoacéo, enquanto v(C2—02) desloca-se para maiores frequéncias (1089 cm™),
dado o fortalecimento da ligagdo dado a auséncia de retrodoagdo e
compartilhamento de elétrons de orbital antiligante, conforme ja relatado
anteriormente. Os espectros exibem outras bandas caracteristicas desses
complexos, como as bandas pertencentes ao ligante DMSO com os estiramentos
v(S=0) em1090 ¢ v(C-S) em 750 cm?, v(Ru-P) em = 530 cm™ (B10-B12), v(Ru-
O) em 480 cm™ e v(Ru-S) em = 426 cm™.1% Dada a similaridade estrutural para
estes complexos, 0s espectros obtidos apresentam notavel semelhanca, sendo as
principais diferencas destacadas na Figura 5.23, onde vemos, por exemplo 0s
estiramentos v(Ru-P) presentes somente nos complexos B10-B12. Todos os
espectros obtidos para esta Série encontram-se reportados no Apéndice para a
Séria B.
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FIGURA 5.23 — Espectros de absorcao na regido do infravermelho dos complexos
B7-B12. Os espectros foram obtidos utilizando pastilhas de KBr como suporte.

Nos espectros de RMN *H representados nas Figuras 5.24 e 5.25
vemos o0s B9 e B12 que exemplificam o obtido para os demais complexos obtidos
com a labilizacdo do ligante p-cimeno. Em todos eles observamos que os sinais
se dividem em dois grupos distintos, o primeiro referente aos hidrogénios das
metilas do DMSO (6 1,0 - 3,7 ppm) e o referente aos hidrogénios aromaticos das
naftoquinonas em B7-B9 e naftoquinonas / trifenilfosfina em B10-B12 (6 7,0 -
ppm). Esses sinais sdo facilmente atribuidos com o auxilio dos mapas de contorno
COSY !H-H, conforme ja descrito para os complexos contendo o ligante p-
cimeno. Observamos que os hidrogénios referentes as metilas do DMSO exibem
sinais proximos em diferentes deslocamentos quimicos, exibindo cada metila o
seu sinal independente dos demais, ndo se juntando em um apenas. Este fato pode
estar correlacionado a dois fatores, primeiramente os diferentes ambientes
quimicos onde se encontram, que séo influenciado pelos ligantes na posicéo trans
ao DMSO que pertence, como em B10-B12 onde temos o ligante DMSO trans a
C,=0;, C,-O; e clorido, que séo ligantes com diferentes eletronegatividades e

intensidades de retrodoacdo, o que afeta diretamente no ambiente quimico do
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ligante do lado oposto. Outro fator que também afeta o deslocamento quimico das
metilas é a existéncia de diferentes tipos de interacdo intermolecular para cada
uma delas, como demonstrado nos dados cristalograficos onde observamos
metilas participando de contatos intermoleculares com atomos variados,
conforme podemos ver na Figura 5.26, que exibe os diferentes contatos feitos
pelas metilas presentes no complexo B9, sendo eles do tipo C=0...H-C, S=0...C-
H, C-H...C-H e C-H...n. Como essas interacdes envolvem atragdes entre as nuvens
eletrbnicas dos atomos que a compdem, o ambiente magnético dos hidrogénios
também sdo afetados, ocasionando os efeitos observados, que embora constem no

estado solido podem ser favorecidas do mesmo modo em solucgéo.

ppm

ppm
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FIGURA 5.26 — Exemplos de interacdes intermoleculares realizadas pelos grupos

metila pertencentes ao DMSO coordenado pertencente ao complexo B9.
Nos espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN

1BC{*H}) foram observados os sinais referentes aos novos complexos contendo o0s
ligantes DMSO, sendo igualmente atribuidos com o auxilio das técnicas 2D ‘H-
13C HMBC e HSQC. As Figuras 5.27 e 5.28 apresentam os espectros de RMN
13C{*H} obtidos para os complexos B9 e B12 e respectivas atribuicdes dos sinais
observados. Todos os espectros de RMN 1D e 2D obtidos para esta Série constam
no Apéndice.

TABELA 5.7 — Deslocamento quimico (0) exibido pelos carbonos 1, 2 e 4 nos
espectros de RMN C{*H} em CDCl;.

J (ppm)

L1 L Ls B7 B8 B9 B10 B1l1 B12

C1l 182,1 181,8 181,2 199,7 1984 1969 198,8 198,0 196,2
C2 156,5 152,8 151,8 1719 168,6 1685 1715 168,7 1685

C4 185,1 184,7 184,3 1842 183,0 1836 183,5 1825 1829

Na Tabela 5.7 vemos os deslocamentos quimicos referentes aos

carbonos quaternarios 1, 2 e 4, onde todos apresentaram 0 mesmo padrao



Joiao Honorato de Araujo Neto Resultados e Discussao

observado para os complexos contendo o ligante p-cimeno (B1-B6), fato
demonstrado pela técnica de RMN !H-*C HMBC, onde observamos o
acoplamento carbono C1 com o hidrogénio ligado a C9, C2 com o hidrogénio
ligado a C11 e C4 acoplado com os hidrogénios ligados a C6 e C11, fato comum
a todos os complexos desta Série. Vemos também os diferentes deslocamentos
exibidos pelos carbonos pertencentes as metilas do DMSO entre 47 e 50 ppm, fato
também correlacionado com as interag¢fes intermoleculares e efeitos dos ligantes
na posic¢éo trans ao DMSO no campo magnético desses carbonos, fato ja discutido
anteriormente. Todos 0s espectros de RMN obtidos para os complexos B7-B12

estdo apresentados no Apéndice.
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FIGURA 5. 27 — Espectro de RMN de carbono *C{*H} do complexo B12 em
CDCls.
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Um conjunto de ferramentas que tem ganhado grande destaque na
quimica de coordenacédo e organometalica sdo os métodos baseados na teoria do
funcional de densidade (Density Functional Theory - DFT), pois a mesma tem
possibilitado a predicdo do comportamento quimico, fisico e bioldgico de
moléculas de variados tipos. Desde a predicdo de espectros de RMN e de absorcao
na regido do infravermelho até a andlise de interacdo entre complexos e
biomoléculas como 0 DNA (através da metodologia de docking), os métodos DFT
tem auxiliado na andlise de parametros que ajudam os pesquisadores a melhor
compreender 0s seus sistemas, principalmente sistemas complexos, elucidando

caracteristicas especificas de certos sistemas quimicos.

Afim de melhor compreender os complexos desta Série, com 0
auxilio da ferramenta computacional de DFT, foram realizados célculos de
otimizacdo das estruturas dos complexos B1-B12 empregando as estruturas
cristalinas dos complexos que formaram cristais ou partindo da proposta estrutural
inicial para os complexos que ndo formaram monocristais. Nestes calculos foram
obtidos algumas informacdes, como a energia total dos complexos, a carga natural
de cada &tomo (através do método de célculo Natural Bond Orbital — NBO), a
energia dos orbitais ocupados de maior energia (Highest Occupied Molecular
Orbital — HOMO), energia dos orbitais vazios de menor energia (Lowest
Unoccupied Molecular Orbital — LUMO), a diferenca de energia entre HOMO e
LUMO (GAP), potencial de ionizacéo (1), dureza (n) e indice de eletrofilicidade
(w). Afim de melhor compreender o efeito de solvatacdo exercido pelo DMSO
foram realizados os célculos tanto no vacuo como também em DMSO, que € o
solvente onde os complexos B1-B6 foram instaveis, como tambeém é utilizado

como veiculo nos testes bioldgicos.

Na Tabela 5.8 vemos os dados obtidos para os complexos B1-B12 e
precursores [{RuCl(n®-p-cimeno)}(u-Cl)2] (P1) e [RuCly(né-p-cimeno)(PPhs)]
(P2) nos calculos de otimizacdo estrutural e de NBO.
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TABELA 5.8 — Dados obtidos nos experimentos de otimizacdo das estruturas pelo método computacional DFT utilizando o
programa GAUSSIANQ9, que fornece os valores tedricos das distancias Ru-areno, energia relativa, das cargas naturais atbmicas
(CNA), energia dos orbitais HOMO, LUMO e potencial de ionizacéo (1), medidos em eV. *Valores experimentais referentes a
distancia Ru-areno.

= Distancia Energia Relativa ~ CNA Ru CNA O1 HOMO LUMO GAP |
u-areno (A)
B1 1,730 0,00 0,127 20,466 20,204 20,107 0,097 0,204
B2 1,732 (1,650)" 0,10 0,132 -0,467 -0,195 -0,106 0,089 0,195
B3 1,733 (1,635) " 0,15 0,132 -0,473 -0,181 -0,109 0,072 0,181
B4 1,832 0,28 -0,027 -0,475 -0,306 -0,205 0,101 0,306
B5 1,835 0,38 -0,021 -0,479 -0,288 -0,202 0,086 0,288
B6 1,834 (1,697)" 0,44 -0,022 -0,490 0,271 -0,200 0,071 0,271
Vacuo B7 ] 0,63 -0,631 -0,475 0,211 0,112 0,099 0,211
B8 ; 0,72 -0,627 -0,478 -0,203 0,111 0,092 0,203
B9 ; 0,77 -0,625 -0,482 -0,186 0,114 0,072 0,186
B10 ; 0,86 -0,645 -0,484 -0,202 -0,107 0,095 0,202
B11 ; 0,95 -0,641 -0,489 -0,196 -0,106 0,090 0,196
B12 ; 1,00 -0,634 -0,496 -0,182 -0,110 0,072 0,182
P1 (1,635) " ) i ] - i -
P2 1,803 (1,709)" 0,44 -0,411 - -0,195 -0,060 0,135 0,195
B1 1,743 0,00 0,150 20,464 20,217 0,118 0,099 0,217
B2 1,745 (1,650) " 0,10 0,154 -0,467 -0,209 -0,117 0,092 0,209
B3 1,746 (1,635)" 0,15 0,154 -0,471 -0,194 -0,119 0,075 0,194
B4 1,833 0,27 -0,018 -0,461 -0,226 -0,126 0,100 0,226
B5 1,834 0,38 -0,017 -0,466 -0,217 -0,124 0,093 0,217
B6 1,837 (1,697)" 043 -0,013 -0,471 -0,200 -0,126 0,074 0,200
omso BT ] 0,62 -0,602 0,474 -0,221 -0,120 0,101 0,221
B8 ; 0,70 -0,599 -0,477 -0,212 -0,118 0,094 0,212
B9 ; 0,76 -0,596 -0,480 -0,195 -0,121 0,074 0,195
B10 ; 0,84 -0,606 -0,475 -0,216 -0,118 0,008 0,216
B11 ; 0,93 -0,603 -0,480 -0,209 0,116 0,093 0,209
B12 ; 1,00 -0,598 -0,483 -0,193 -0,119 0,074 0,193
P1 (1,635) " ) ] ] ] - -
P2 1,816 (1,709) 043 -0,379 ; -0,215 0,077 0,138 0,215
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Analisando os dados da Tabela 5.8, vemos uma Série de correlagdes
com as afirmac6es anteriormente feitas quanto a energia dos complexos. Observa-
se gue a energia relativa dos complexos, que esta normalizada entre 0 e 1 por ser
0 seu valor dado em unidades arbitrarias. Assim vemos que 0s complexos estéo
coincidentemente enumerados em ordem crescente de energia, seguindo a
seguinte sequéncia crescente: [RuL.(n®-p-cimeno)Cl] (B1-B3) < [RuLx(n°-p-
cimeno)(PPh3)]PFs (B4-B6) < fac-[RuCIL4(S-DMSO);] (B7-B9) < cis-
[RuCIL«(S-DMSO),(PPh3)] (B10-B12), confirmando que os complexos sem o
ligante areno possuem menor energia, e conseguentemente mais estaveis que 0s
complexos com areno. Observamos também que, quanto aos ligantes
naftoquindnicos, hd uma ordem de energia, onde nos complexos de mesma
férmula geral, os que contém a lausona sé@o mais energéticos, enquanto 0s que
estdo coordenados ao ligante 3-estiril-lausona s&o menos energéticos, fato que
corrobora com o experimento de estabilidade em DMSO mostrado na Figura 5.13,
onde observamos que no caso dos complexos B4-B6, o complexo contendo a
lausona (B4) apresenta uma menos estabilidade em DMSO, enquanto B6 (3-

estiril-lausona) apresenta maior estabilidade.

Quanto aos valores de carga natural atbmica do a&tomo de ruténio
(CNA-Ru), os complexos B1-B3 exibem a maior carga positiva, havendo
decreéscimo conforme se aumenta a energia relativa, apresentando os complexos
B10-B12 a menor carga sobre o &tomo de ruténio. Esta observacéo correlaciona-
se a intensidade da retrodoacéo dos ligantes constantes na esfera de coordenacéo
do rutenio, onde a troca do ligante p-cimeno pelas moléculas de DMSO diminui
a carga positiva sobre o metal, por diminuir a competi¢ao pelos elétrons dr do
metal. E de modo interessante, nos complexos de mesma férmula estrutural a
CNA-Ru aumenta conforme se aumenta a estabilidade relativa do composto,
apresentando os complexos que contém o ligante lausona menor carga sobre o
ruténio do que os que contém o ligante 3-estiril-lausona (mais positivo). Vemos a

influéncia da retrodoacdo ao se substituir o cloro pela fosfina, em que o0s
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complexos B1-B3 (Cl, 6 doador forte) apresentam maiores valores de CNA para
0 ruténio comparados com os complexos B4-B6 (PPhs, m aceptor forte),
corroborando mais uma vez com a diminuigdo da carga sobre o ruténio com a
transferéncia de carga do metal para o ligante. Este efeito € confirmado quando
analisamos os valores de potencial de ionizacdo, onde os complexos que contém
trifenilfosfina apresentam maiores valores de energia para os orbitais HOMO e
consequente maiores valores de energia de ionizacdo, isto em funcdo da

retrodoacao, que leva a uma menor densidade eletronica sobre o metal.

Nas estruturas otimizadas obtivemos tambem os dados calculados
referentes as distancias Ru-areno (A), apresentando os complexos contendo a
trifenilfosfina (B1-B3) um comprimento € maior que 0s correspondentes que
contétm o ligante clorido (B4-B6), semelhante a tendéncia experimental
representada nos valores entre paréntese na Tabela 5.8., fato que também se
correlaciona a maior competi¢ao pelos elétrons dn do metal nos complexos
contendo o ligante fosfinico, enfraquecendo a coordenacdo do areno e
aumentando sua distancia em relacdo ao centro metalico e consequentemente

resultando na instabilidade observada para esses complexos.
5.2 - Estudos bioldgicos dos complexos da Série B.

O potencial citotoxico e antiproliferativo dos complexos de
ruténio/areno/naftoquinona apresentados nesta Série foram avaliados frente a
diferentes linhagens de células humanas tumorais e normais (saudaveis), além
disso calculamos os referentes indices de seletividade, obtidos a partir da divisao
entre os valores de ICsp obtidos na célula normal pelo valor obtido para sua
respectiva ndo tumoral, onde quanto maior o valor encontrado, melhor a
seletividade para o tecido tumoral. Para tal, empregamos linhagens de células ndo
tumorais MCF-10A (mama) e MRC5 (pulméo), e tumorais MDB-MB-231
(mama, triplo negativo), MCF-7 (mama) e A549 (pulmao), que foram tratadas

empregando protocolos de administracdo dos compostos por experimentos
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independentes (triplicata) com concentrages de até 100 uM e valores de 1Cs
calculados em 48 horas de exposicdo aos complexos. Para comparagdo dos
resultados obtidos, a citotoxicidade do cisplatina também foi analisada, uma vez
que € um agente antineoplasico inorganico e amplamente utilizado na clinica, em
combinacdo com outros farmacos.”? Além disso foram testados os ligantes
naftoquinénicos empregados neste trabalho, onde nenhum deles apresentaram
efeito citotoxico nas concentracBes utilizadas (ICsp > 100 puM). Hartinger e
colaboradores ja avaliaram a citotoxicidade do complexo B2 frente a linhagem
tumoral de pulmao (A549), apresentando valor de 1Csp de 20 uM em 96 horas de
tratamento.’® Na Tabela 5.9 sdo apresentados os dados de ICs, e indice de
seletividade encontrados para os complexos B1-B12, vemos que o valor de ICs
encontrado para o complexo B2 (18,09 uM em 48 h) se assemelha ao j& relatado
na literatura, evidenciando que neste caso o tempo de exposi¢do aos complexos
ndo exerce grande influéncia no valor de 1Cs. Os ligantes naftoquinénicos e o
precursor P2 ndo foram ativos nas concentragdes testadas, enquanto o precursor
P1 exibiu citotoxicidade frente a todas as células utilizadas, isto por possuir a
trifenilfosfina que o torna mais lipofilico e consequentemente mais biodisponivel
para as células. Entretanto os complexos provenientes da coordenacdo das
naftoquinonas ao precursor P1 diminuiram consideravelmente os valores de 1Csy,
resultando em complexos mais citotdxicos as linhagens testadas, que o referido

precursor.

De modo geral, os complexos contendo os ligantes lapachol (L2) e
3-estiril-lausona (L3) foram mais ativos que os similares contendo o ligante
lausona (L1), sendo em alguns casos 10 vezes mais ativos. Este fato pode estar
correlacionado a presenca da substituicdo no carbono Cs nos ligantes L2 e L3, 0
que aumenta consideravelmente a possibilidade de interagdes intermoleculares
com biomoléculas, além de conferirem maior lipofilicidade também. Vemos essa
tendéncia ao analisar os valores de logP dos ligantes naftoquindnicos livres, que
apresentam a seguinte ordem crescente: L1 (1,5+0,8) <L3(3,5+0,7) <L2 (4,08
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+ 0,6), comprovando a menor lipofilicidade da lausona.
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TABELA 5.9 — Valores de I1Csp e indice de seletividade obtidos para os complexos B1-B12, ligantes, precursor e o farmaco
cisplatina, frente as linhagens de células tumorais e ndo-tumoral, no periodo de 48 h. Os valores séo obtidos a partir da diviséo
dos valores de 1Cs das células tumorais pelas células ndo tumorais.

Citotoxicidade, 1Cso (uM) indice de Seletividade

Complexos MCF-10A/ MCF-10A/ MRC-5/
MCF-7 MDA-MB-231  MCF-10A A549 MRC-5 MCE-7 MDB-MB-231 AB49

Bl > 50 > 50 >50 > 50 > 50 - - -
B2 11,11 +1,70 13,65 + 0,36 13,43+150 18,09+1,11 11,17 £ 0,86 1,2 1,0 0,6
B3 9,07+£0,71 11,23 +1,27 8,89 + 1,54 27,80 + 4,86 8,22+ 1,00 1,0 0,8 0,3
B4 4,42 + 0,50 3,96 + 0,39 3,11 +0,36 18,52 + 1,02 4,65+ 0,17 0,7 0,8 0,2
B5 0,88 + 0,05 0,66 + 0,16 0,66 + 0,05 0,33+0,08 0,26 + 0,05 0,8 1,0 0,8
B6 0,42 +0,12 0,34 + 0,08 0,43 + 0,06 0,43 £ 0,05 0,28 + 0,01 1,0 1,2 0,7
B7 0,63+0,11 1,92+0,18 2,71£0,39 8,01+0,61 1,28 +0,22 4,3 1,4 0,2
B8 0,87 £0,17 0,84+0,11 0,72 £0,05 1,50 + 0,09 1,16 +0,14 0,8 0,8 0,8
B9 0,70£0,13 0,90 £ 0,09 0,84+0,11 1,15+0,22 0,47 £0,15 1,2 0,9 0,4
B10 565+1,81 15,29 £ 0,47 7,19+0,32 17,36 £ 0,17 34,26 + 3,57 1,3 0,5 2,0
B1l 0,56 £ 0,01 1,06 + 0,16 1,11 +0,10 0,93 +0,03 1,94 + 0,07 2,0 1,0 2,0
B12 0,31+0,03 1,13+0,04 1,44 £0,13 0,50 + 0,02 0,60 + 0,05 4,6 1,3 0,3
P1 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 - - -
P2 18,23 + 0,61 21,65+1,34 49,70+1,77  12,73%+1,22 50,64 + 0,25 2,7 2,3 4,0
L1 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 - - -
L2 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 - - -
L3 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 - - -

Cisplatina 8,91 + 2,60 2,44 + 0,20 1398 +2,02 14,40+1,40 29,09+ 0,78 1,6 5,7 2,0
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Os complexos B1-B3 exibiram maiores valores de 1Cso, semelhante
a0 ja observado para outros complexos Ru/areno/Cl,!3115° acompanhando a
tendéncia vista nos precursores, onde a auséncia da PPhs acarreta em menor
lipofilicidade e biodisponibilidade, o que é confirmado nos valores encontrados
para 0s compostos B4-B6, que possuem a PPh; e consequentemente foram mais
ativos. Quando comparamos 0s complexos B1-B3 com os similares sem o ligante
p-cimeno (B7-B9) nota-se a maior citotoxicidade dos complexos coordenados ao
DMSO, mostrando que a labilizagdo do ligante areno resulta em compostos mais
ativos. Ja os complexos B4-B6 quando comparados a B10-B12 ndo apresentam
grandes mudancas nos valores de 1Cs, com a labilizacdo do ligante areno,
provavelmente devido a presenca da trifenilfosfina em ambos grupos, j& 0s
tornando consideravelmente ativos, deve-se levar em conta também a rapida
labilizacéo do ligante p-cimeno no meio biologico, sendo os complexos B10-B12
as espécie majoritarias nas solucBes dos complexos B4-B6 (DMSO/RPMI),
conforme constatamos nos estudos de estabilidade. Estes resultados estdo de
acordo com estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa, onde outros
complexos ruténio/bifosfinas/naftoquinonas exibiram valores de 1Cs, similares
aos complexos desta Série, principalmente frete as linhagens tumorais de mama,
comprovando o potencial citotoxico desse tipo de combinagéo.®

Na Tabela 5.9 sdo apresentados também os indices de seletividade
para 0s complexos B1-B12, onde quanto maior o valor encontrado, maior € a
seletividade do complexo para a linhagem ndo tumoral. De modo geral, os
complexos foram mais ativos nas linhagens de mama do que nas de pulméo, com
excecao dos complexos P2, B10 e B11 que nas células de pulméo apresentaram
seletividade similar a cisplatina, além disso os maiores indices de seletividade
foram encontrados para as células MCF-7 sendo na maioria dos casos maiores
para esta célula do que para a correspondente triplo negativa (MDA-MB-231). O
maior indice de seletividade encontrado foi exibido pelo complexo B12 frente a

linhagem MCF-7, superando também o encontrado para o farmaco inorganico
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cisplatina. Assim, por exibirem bons indices de seletividade e também baixos
valores de 1Cs, escolhemos os complexos contendo os ligantes L3 para prosseguir
com os demais estudos biologicos, avaliando melhor os efeitos causados pelo
mesmo na linhagem MCF-7.

Para analisar as mudancas morfoldgicas promovidas pelos
complexos B3, B6, B9 e B12 na linhagem tumoral MCF-7, as células foram
tratadas com diferentes concentragdes dos complexos (proporcionais aos valores
de 1Csp) e micrografias foram feitas no inicio do tratamento (0 h) e em 24 e 48

horas. Na Figura 5.29 vemos as imagens obtidas nas concentracdes iguais ao 1Csy.

Controle

[Cs
B3

(OF
B6

[Cs
B9

ICs
B12

FIGURA 5.29 — Micrografias obtidas para as culturas da linhagem celular MCF-
7 nas concentracdes do 1Cs obtidas para os complexos B3, B6, B9 e B12.
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Quando comparamos o0s estudos de morfologia constantes nas
demais séries vemos as diferencas morfoldgicas entre as células MBA-MB-231
(invasiva) e a MCF-7 (néo invasiva) estudadas aqui, apresentando a primeira um
formato mais alongado com projecGes da membrana celular em maior destaque,
enquanto a MCF-7 exibe estrutura mais agregada ao redor do nucleo, sem
projecdes de membrana e se agregando em forma de colonias, o que é bem visivel
nas imagens da Figura 5.29.°! Quando comparamos o obtido para os complexos
com o experimento controle observamos que em 48 horas os complexos sem PPh;
(B3 e B7) ndo acarretam mudangas morfoldgicas perceptiveis, enquanto 0s
complexos contento a monofosfina (B6 e B12) levam a perda da morfologia e
perda da adesdo ao fundo da placa, sendo este efeito observado também em 24 h
para 0 complexo B12. Assim vemos que a presenca da fosfina ndo somente
influéncia nos valores de 1Csp como também tornam 0s compostos mais
agressivos as células, levando a maiores alteracées morfologicas as células do que
0s demais complexos testados.

Este mesmo efeito é observado quando analisamos os efeitos dos
complexos B3, B6, B9 e B12 nos testes de sobrevivéncia clonogénica das células
MCF-7. Na Figura 4.30(a) sdo apresentadas as imagens obtidas para 0s pogos
contendo o cultivo das células MCF-7 apds o tratamento com os complexos, onde
vemos as colonias formadas nos experimentos. Ao compararmos com O
experimento controle vemos que os complexos B6, B9 e B12 praticamente
eliminaram a clonogenicidade das células tratadas, enquanto o complexo B3 leva
a uma diminuicdo de 40% na formacdo de coldnias (Figura 5.30(b)). Estas
informac0es evidenciam que tanto a labilizacdo do ligante areno como a presenca
da PPh; coordenada ao centro metélico, tornam os complexos desta série mais
aptos a promoverem danos as ceélulas, resultando na perda da capacidade das
mesmas de formar col6nias, 0 que é importante, pois mesmo sendo as células
MCF-7 uma linhagem ndo invasiva, a inibicdo da formacdo de colonias mostra

que os complexos sdo capazes de induzir danos nos mecanismos envolvidos na
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FIGURA 5.30 — (a) Imagem dos pogos onde foram cultivadas as células MCF-7
nas concentracdes de ICsy dos complexos B3, B6, B9 e B12. (b) Distribuicédo do
numero de coldnias em cada concentracgéo.

O ciclo de reproducéo de uma célula eucariotica € composto por uma
série de eventos coordenados e sequenciais compostos por etapas onde a célula
duplica todo o seu conteudo intracelular e se divide. Na Figura 5.31 vemos um

esquema representando as fases do ciclo celular, que se divide em mitose e



Joao Honorato de Araujo Neto Resultados e Discussao

intérfase. Na mitose (M) ocorre a divisdo celular, enquanto na interfase temos
varias fases envolvidas, dividindo-se em 4 etapas denominadas de Go/Gy, S, G, e
SubG;. Na fase Go/G; a célula se prepara para a sintese do DNA, que ocorre na
fase S, enquanto na fase G, a célula se prepara para divisdo celular que ocorrera
na fase M, completando o ciclo. Uma vez na fase Go/G; as células podem entrar
em um estado onde ndo ha atividade inerente a replicagdo, conhecido como
SubG;. Em todo o ciclo existem pontos de checagem, onde sdo checados 0s
componentes celulares duplicados, avaliando se as células irdo prosseguir no ciclo
celular, o que somente ocorre quando anomalias ndo sdo observadas, como danos
ao DNA ou organelas. Células tumorais exibem mutagdes que levam a perda
desses pontos de checagem, fazendo com que as células permanegam sempre no

ciclo de reproducéo, levando a divisdo descontrolada das células,30153-156

N

" Profase
Metafase
Anifase
Telofase

P:m:;{gaG 1/ G\\O

para
duplicacio
do DNA

\ Preparacio = Duplicacdo
\ para Mitose do DNA

FIGURA 5.31 — Fases do ciclo celular de células eucarioticas.

Nos graficos apresentados na Figura 5.32 podemos ver o resultado
obtido o ciclo celular das celulas MCF-7 tratadas com os complexos B3, B6, B9
e B12 concentragoes correspondentes a 2X1Csp, 1Csg € 2%1Cso. Foram realizados

experimentos controle empregando a cisplatina e a camptotecina. A camptotecina
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€ um farmaco que apresenta uma considerdvel atividade antitumoral cujo

mecanismo de acéo envolve a inibicdo da topoisomerase 1.17:1%8
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FIGURA 5.32 - Distribuicéo do ciclo celular das células MCF-7 ap0s tratamento
com os complexos B3, B6, B9, B12 e controles negativo por 48 h. Diferencas
significativas em relacdo ao controle séo indicadas por * p <0,05; ** p <0,01, ***
p <0,001 e **** p <0,0001.

Ao observar o perfil de distribuicdo dos complexos em cada fase do
ciclo celular vemos que os compostos interferiram de maneira diferente, causando
paradas em diferentes fases. Comparando o controle negativo com o obtido para
0 complexo B3 é possivel notar acumulo das células na fase Go/G; e consequente
diminuicdo das fases S e G,/M, sendo uma tendéncia significativa desde a menor
concentragdo do complexo (2%1Csp). J& para 0 complexo B6 é possivel notar uma
tendéncia inversa, exibindo acumulo das células na fase G,/M e consequente
diminuicdo da fase Go/G;, além de um acumulo significativo das células em

SubG;. As diferentes tendéncias observadas nos mostram que a presenga da
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trifenilfosfina  muda completamente o caminho de acdo do complexo,
promovendo paradas em diferentes fases do ciclo, provavelmente por mudar

completamente o perfil de interacdo com biomoléculas ativas em cada fase.

Ja os complexos B9 e B12 apresentaram uma tendéncia com o
aumento da concentracdo, onde até a concentracdo igual ao 1Csy houve acimulo
das células na fase Go/G; e diminuicdo da fase S, permanecendo a fase G2/M
inalterada em B9. O que muda na concentracao igual a 2x1Csp, ocorrendo acimulo
das celulas foi na fase G,/M e diminuicdo da fases Go/G1, sendo observado apenas
para B12 aumento do nimero de celulas na fase S. Os complexos B6, B9 e B12
provocaram acumulo significativo das células em SubG; o que pode ser um
indicativo de morte celular por apoptose, diferente de B3 onde ndo houve
mudanca significativa nessa fase, corroborando com o perfil menos agressivo

deste complexo observado nos outros experimentos.

Uma das biomoléculas mais exploradas na literatura quanto a
interacdo com complexos metélicos € 0o DNA, principalmente devido a correlacédo
da atividade antitumoral do cisplatina com esta biomolécula, o que fez dos estudos
de interacdo complexo/DNA uma importante ferramenta na elucidagédo de
mecanismos de acdo de compostos de coordenacdo. A estrutura do DNA €
composta pelas bases nitrogenadas adenina, timina, guanina e citosina que ligadas
a um agucar e um fosfato formam uma subunidade conhecida como nucleotideo,
a associacdo de nucleotideos levam a formacgédo de uma fita Gnica, onde na unido
entre esses nucleotideos sdo realizadas ligacGes formadas entre as pentoses e 0s
fosfatos. Essas fitas compostas pelos nucleotideos interagem entre si aos pares,
através de ligacbes de hidrogénio formadas especificamente entre bases
nitrogenadas adenina/timina e guanina/citosina, cuja cadeia sofre uma torcéo

dando origem a um formato de dupla hélice ao redor do eixo central da fita.

A interacdo entre complexos metalicos e DNA sdo regidos por

ligacOes covalentes e ndo covalentes, sendo as ndo covalentes compostas por
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interacdes eletrostaticas ou intercalativas (entre os pares de base ou nos sulcos),
conforme apresentado na Figura 5.33. A interacdo covalente envolve a labilizacéo
de um ligante coordenado ao centro metalico (geralmente cloridos), ocorrendo a
coordenacdo do complexo com as bases nitrogenadas do DNA, assim ocorre com
0 cisplatina. As interacdes eletrostaticas ocorrem entre complexos catiénicos e
grupos carregados presentes no DNA (como o grupo fosfato), complexos neutros
de modo geral pouco interagem com o DNA, exibindo somente interacdes
especificas como ligacbes de hidrogénio (quando existem grupos
doadores/aceptores de hidrogénio) e/ou hidrofébicas. As intercalacbes se
processam quando os complexos dispdem de substituintes planares, aromaticos e
sem impedimento estérico, ocorrendo a inser¢do espontanea desses substituintes
entre os pares de bases exibindo interacdes com os pares de base por forcas de

van der Waals e principalmente interacoes m-m.%9-163

Interacdo Interacdo
pelo sulco eletrostatica

Intercalacao

COVALENTES

Ligacdo a base
nitrogenada / fosfato

FIGURA 5.33 — Representacdo dos possiveis modos de interacdo de complexos
com o DNA.
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Como vimos anteriormente, a ocorréncia de interacbes covalentes
sdo precedidas pela labilizacdo de um dos ligantes coordenados ao centro
metélico, e como ja detalhado nos estudos de estabilidade dos complexos B1-B6
em DMSO, os mesmos sofrem a labilizacdo do ligante p-cimeno dando lugar a
coordenacdo ao DMSO e ligantes clorido, resultando nos complexos B7-B12.
Como os complexos B7-B12 possuem ligante clorido coordenado ao centro
metélico, realizamos estudos de hidrdlise/solvolise dos mesmos em solucdes d-
DMSO/D,0, acompanhando as mudancas estruturais com o tempo atraves de
medidas de RMN. Na Figura 5.34 vemos 0s espetros obtidos para as solucGes d-
DMSO/D,0O (5:1), ndo sendo possivel analisar em maiores teores de agua

deuterada devido a precipitacdo dos complexos nessas condigdes.

o wpewy | Mm
E 48h M A il :
:d-DMSD MLL E
e W L
i ,lh _I\/WJ\A A M_ JU E
id,DMsO 0h _,UM/J\ R MU\ j U_E

________________________________________________

FIGURA 5.34 — Estudo de estabilidade do complexo B10 na mistura d-
DMSQ/D,0 através da técnica de RMN 3P{*H} e 'H em 0, 1, 24 e 48 horas.

Mesmo nos complexos B10-B12 que possuem o ligante clorido em
posicdo trans a PPhs, ndo foi observado a labilizagcdo do ligante clorido em
nenhum dos compostos, permanecendo inalterados os espectros obtidos durante o
periodo de 48 horas, comprovando que os ligantes clorido estdo fortemente
ligados ao centro metalico, provavelmente por serem os Unicos ¢ doadores fortes
ligados ao metal, impossibilitando a ocorréncia de interacdes covalentes para estes

complexos.
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Para se verificar a possivel existéncia de interacdes do tipo nédo
covalente entro complexo/DNA, foram realizados experimentos de interacdo com
DNA plasmidial empregando a técnica de eletroforese em gel. Esta técnica
emprega o principio de separacdo de moléculas a partir de sua mobilidade, e isto
durante a aplicacdo de uma diferenca de potencial em uma solugéo contendo uma
matriz poliméricae o DNA, onde a carga negativa predominante no DNA faz com
que 0 mesmo migre para o polo positivo dos eletrodos onde se aplica a carga. A
separacdo ocorre em funcdo do tamanho e forma das moléculas de DNA, onde
quanto maior o tamanho menor serd a mobilidades dessas particulas em uma
matriz. O DNA plasmidial empregado neste trabalho foi 0 PBR322 (proveniente
de Escherichia coli), que apresenta basicamente trés formas predominantes, a
superenovelada (S), circular aberta (C) e linear (L), conforme ilustrado na Figura
5.35. Na presenca de agentes que interajam com o DNA a forma superenovelada
pode ser degradada, se convertendo na forma circular aberta, o que € caracteristico
de interacOes eletrostaticas mais fortes ou intercalativas. Interacbes covalentes
ndo somente ao desaparecimento da forma superenovelada como também a
clivagem da forma circular, ocorrendo em alguns casos até a clivagem da forma

linear, levando ao desaparecimento das bandas.

DNA plasmidial

Circular (C)

Linear (L)

Superenovelado (S)

FIGURA 5.35 — Bandas observadas para as formas mais comuns de DNA
(PBR322) em experimentos de electroforese em gel.
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Para a realizacdo do estudo dos compostos de controle (cisplatina e
tiazol laranja) e DNA foram encubados previamente por 24 h, a 37 °C. Na Figura
5.36 sdo apresentados os resultados obtidos, onde podemos ver que o complexo
B11, assim como os demais complexos testados (B7-B12), ndo ocasionaram
mudancas de intensidade ou de posicéo das bandas do DNA, mesmo nas maiores
concentragdes empregadas para 0s complexos. O que ndo ocorre com os controles,
onde vemos alteracOes significantes no perfil das bandas, como no caso do
cisplatina, que na maior concentracdo leva a fragmentacdo do DNA, resultando
no desaparecimento das bandas, isto por exibir interagdes covalentes com o0 DNA.
O tiazol laranja, na maior concentracdo, leva ao desaparecimento da banda
referente a forma superenovelada, devido o deslocamento do brometo de etideo,
cujo fluorescéncia permite visualizar as bandas, enquanto em menores
concentracdes vemos o surgimento da banda referente ao DNA linear, que aparece
devido a intercalacdo do tiazol laranja entre os pares de base, levando a abertura

das estruturas circulares resultando nos fragmentos lineares.’#164165

DNA / B11 Cisplatina Tiazol laranja
DMSO 1,5 1,0 0,50,25 1,5 1,0 0,5 0,25 1,5 1,0 0,5 0,25

| | L
| | S|

FIGURA 5.36 — Eletroforese em gel de agarose do plasmideo pBR322 em
diferentes Ri ([complexo]/[DNA]) do complexo B11 e controles (cisplatina e
tiazol laranja). Em destaque as bandas referentes ao DNA superenovelado (S) e
linear (L).

10.000 pb
8.000 pb

6.000 pb

4.000 pb

3.000 pb

2.000 pb



Joao Honorato de Araujo Neto Resultados e Discussao

A auséncia de mudancas nas bandas em detrimento da interacdo dos
complexos desta serie com 0 DNA ja era esperada, uma vez que ndo existe grande
possibilidade de interagdes covalentes, por ndo haver ligantes labeis. Além disso,
temos a auséncia de carga no complexo, que por ser neutro ndo exibe interagdes
eletrostaticas, limitando as interagdes complexo/DNA a interacdes hidrofobicas,
que ndo sdo fortes o suficiente para induzir alterac6es no perfil eletroforético do
DNA.

5.3— Conclusdes parciais da Série B.

Nesta série foram sintetizados 12 complexos de ruténio contendo
ligantes naftoquinonicos (lausona, lapachol e 3-estiril-lausona), os quais foram
caracterizados por técnicas de condutividade molar, analise elementar,
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho, ressonancia magnética
nuclear (RMN) 1D e 2D de H, 3P{*H},BC{H} e difracdo de raios X. Os
complexos de formula geral fac-[RuCIL(DMSO)s] (B7-B9) e cis-[RuCIlLx
(DMSO0)2(PPhs)] (B10-B12) surgiram a partir da analise da estabilidade quimica
dos complexos [RuClLx(n®-p-cimeno)] (B1-B3) e [RuLx(n®-p-cimeno)(PPhs)]PFs
(B4-B6) no periodo de 48 h, em solvente coordenante (DMSO) e em meio de
cultura de celular (RPMI). Nestes experimentos de estabilidade, observamos a
labilizacéo do ligante p-cimeno nos complexos B1-B6, levando a coordenacao de
cloridos e moléculas de DMSO presentes em solucdo, resultando nos complexos
B7-B12. Esta descoberta foi viabilizada por técnicas de RMN e difracdo de raios
X, e as informacOes obtidas foram fundamentais para o conhecimento das
espécies formadas em solucéo, fato que é ignorado em alguns trabalhos similares
reportados na literatura. A labilidade do ligante areno foi correlacionada a
caracteristica  aceptora dos ligantes presentes na esfera de coordenacao, que ao
competir pelos elétrons dos orbitais d do metal, levam ao enfraquecimento da

ligacdo Ru'"/areno e sua troca por DMSO.

Ao avaliar a atividade citotoxica e antiproliferativa dos complexos
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frente a diferentes linhagens de células tumorais, foi possivel notar que o0s
compostos foram mais seletivos para as células tumorais de mama (MDA-MB-
231 e MCF-7) do que na linhagem de pulméo (A549), entretanto na maioria dos
casos os valores de 1Cs, foram similares ou menores que o farmaco de referéncia.
Os maiores indices de seletividade foram encontrados frente a linhagem MCF-7,
sendo inclusive maiores do que o exibido pela cisplatina. Para os complexos B1-
B3 a labilizacdo do ligante areno levou a diminuicao consideravel dos valores de
ICs0, sendo os complexos B7-B9, em média, 10 vezes mais ativos frente as
linhagens testadas. Nos complexos B4-B6 esse efeito foi menos pronunciado,
permanecendo os valores de ICsy para os complexos sem areno (B10-B12)
proximos aos seus equivalentes contendo o ligante areno. Os complexos contendo
o ligante 3-estiril-lausona (B3, B6, B9 e B12) apresentaram os melhores valores
de indice de seletividade, sendo estes escolhidos para os demais ensaios

bioldgicos.

Ao avaliar a cinética do ciclo celular, os dados sugerem que 0s
complexos induziram parada do ciclo em diferentes fases, evidenciando que as
mudancas estruturais afetam consideravelmente a acdo dos compostos nas células
testadas, atuando cada um deles em diferentes mecanismos. A Unica tendéncia
geral observada foi 0 acumulo na fase SubGs, onde as células se encontram fora
do ciclo de divisdo, em detrimento dos danos causados pelos complexos em suas
estruturas e mecanismos essenciais. Os resultados obtidos a partir das observacgdes
das alteracdes morfoldgicas das células (MCF-7) em funcdo do tempo, nos
permitiram saber que a presenca da trifenilfosfina, nos complexos B6 e B12 (em
concentragdes iguais ao ICso), tornam esses compostos mais agressivos as
estruturas celulares que os correspondentes sem fosfina (B3 e B9), levando a
maiores alteracbes morfoldgicas e perda de adesdo, conforme atestado pelas
micrografias obtidas. Além disso, os complexos foram capazes de prevenir a
formacdo de colbnias, em baixas concentraces, evidenciando um efeito

citotoxico e citostatico, e de modo similar ao estudo morfoldgico, observamos
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maior efeito inibidor desses fatores nos complexos contendo a monofisfina.

Demais estudos serdo realizados para melhor compreender 0s
possiveis mecanismos de acdo exibidos pelos complexos desta série,
determinando o mecanismo de morte celular (apoptose/necrose), capacidade de
levar ao aumento da concentracdo de espécies reativas de oxigénio, capacidade de

gerar a despolarizagcdo mitocondrial e outros.
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Neste capitulo encontram-se descritas as sinteses e caraterizacdo dos
complexos Ruténio/areno contendo a alizarina e monofosfinas como ligantes,
resultando em novos complexos que foram avaliados quanto a atividade citotdxica
frente a células tumorais. Um dos intuitos desta Série foi incorporar aos
complexos a fluorescéncia exibida pela alizarina, sendo que a manutencdo desta
caracteristica permite a realizacdo de experimentos adequados para o
aprofundamento do entendimento sobre alguns aspectos do modo de acéo destes
complexos em células, como a capacidade de permear a membrana celular e se

acumular em componentes especificos do meio intracelular.
6.1 - Sintese e caracterizacdo dos complexos da Série C.

Nesta série foram obtidos trés novos complexos de
Ruténio(ll)/areno/alizarina partindo dos precursores [{RuCl(n®-p-cimeno)}»(u-
Cl),] (P1), [RuClx(n®-p-cimeno)(PPhs)] (P2) e [RuCly(né-p-cimeno)(PEts)] (P3),
onde PPh3 = trifenilfosfina e PEt; = trietilfosfina. Os precursores P1 e P2 séo 0s
mesmos empregados nas series anteriores e P3 foi sintetizado para esta série a
partir de uma rota sintética similar a empregada para a sintese de P2, onde a
solubilizacdo do complexo P1 e trietilfosfina (PEts) resulta em P3, que é formado
a partir da quebra das pontes formadas pelo ligante clorido, cedendo o ponto de
coordenacdo para a trietilfosfina. O Esquema 6.1 representa a rota sintética

utilizada para a sintese dos precursores P2 e P3.

Partindo dos precursores P1-P3, obteve-se os complexos de formula
geral [RuCIL(n®-p-cimeno)] (C1), [RuL(n®-p-cimeno)(PPhs)]PFs (C2) e [Ru (n°-
p-cimeno)(PEts)]PFs (C3), onde L = alizarina. O complexo C1 foi sintetizado a
partir do precursor P1, onde a solubilizacéo do precursor e alizarina em proporcgéo
1:2 resulta na formacao do complexo, que precipita no meio reacional. Lembrando
que previamente se emprega NaOH para o desprotonamento da alizarina, que
muda de cor com a retirada do hidrogénio, fazendo com que a solucéo

inicialmente vermelha bordd passe a exibir coloracao alaranjada. Os complexos
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C2 e C3, sdo sintetizados a partir dos precursores P2 e P3, respectivamente, sendo
necessario o emprego do sal AgBF, para a retirada dos ligantes clorido, uma vez
que sem 0 emprego da prata o precursor metalico ndo é completamente
consumido. O emprego do sal de prata dispensa o desprotonamento da alizarina
com uma base forte, que se desprotona com a coordenacado, conforme ilustrado no

Esquema 6.1 onde vemos as estruturas propostas para os complexos C1-C3.
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ESQUEMA 6.1 — Rota sintética empregada para os complexos envolvidos na
Série C.

P1

)

Foram obtidos monocristais para os complexos C1 e C3 a partir das
solugcOes empregadas para os experimentos de RMN, onde as estruturas cristalinas

obtidas nos permitiram comprovar a proposta estrutural inicial para esta Série,
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confirmando a coordenacdo na forma bidentada pelos oxigénios O; e Oz da
alizarina, conforme apresentados na Figura 6.1. Ambos complexos cristalizaram
em um grupo espacial P21/c (14) apresentando 1 molécula por unidade
assimétrica, sendo que C3 apresenta também o contraion PFg, par ibnico do
complexo formado. A estrutura cristalina de C3 apresentou desordem nos ligantes
p-cimeno (refinado em duas partes com ocupacdo igual a 50%), trietilfosfina
(refinado em duas partes com ocupacéo de 45% e 55%, respectivamente) e no

contraion PFg (refinados em duas posi¢Ges com ocupacao de 50% cada).

FIGURA 6.1 — Estrutura cristalografica obtida para os complexos C1 e C3.
Elipsoides representadas com 30% de probabilidade.

Os angulos de mordida O-Ru-O foram os maiores dentre o0s
complexos sintetizados neste trabalhos, 85°, enquanto as Séries B e A
apresentaram valores de 76° e 60°, respectivamente resultando na seguinte ordem
decrescente: O-Ru-O Série C > O-Ru-O Série B > O-Ru-O Série A. Vemos que a
Série C exibe os maiores angulos da ligacdo entre o metal e os pontos de
coordenacdo do ligante, fator que provavelmente confere maior estabilidade a
estes compostos devido a menor tensdo interna do anel formado com a
coordenacdo, de modo contrario a Série A possui um tenso anel formado entre o

ruténio e os ligantes carboxilados, resultando em complexos bastante instaveis.
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Observamos nesta Série tendéncias para o tamanho das ligacdes C-O
similares ao exibido na Série B, onde estas ligagdes quando coordenadas (C;-O;
e C3-O3) sofrem alteragdes em seu tamanho, enquanto as que permanecem livres
nédo exibem alteracdes consideraveis (C4-O4 € Cg-Og), conforme podemos ver nos
comprimentos das ligacbes C-O da alizarina livre e coordenada, apresentados na
Tabela 6.1. Quando comparamos o comprimento das carbonilas C;-O;
(coordenada) e Cg-Og (livre), vemos que a coordenacdo leva ao aumento da
distancia interatdmica, fato ligado a retrodoacéo do metal para os orbitais n” do
ligante, diminuindo a ordem de ligacdo e consequentemente enfraquecendo a
mesma. De modo contrario a ligacdo C3-O3; diminui de disténcia, isto devido a
inexisténcia da retrodoacdo nesta ligacdo e principalmente por serem doados
através da ligacdo sigma os elétrons pertencentes a um orbital antiligante do
ligante, aumentando a ordem de ligacdo em C3-O3 e consequentemente tornando

a mesma mais forte com a coordenacdo, conforme ja descrito na Série B.

TABELA 6.1 — Comprimentos de ligacdo (A) entre alguns pares atdmicos dos
complexos C1, C3 e alizarina.

Comprimento de ligacdo (A
Tipo de Ligacéao P gagao (%)

Alizarina” C1 C3

C1-O 1,245(7) 1,252(5) 1,25(1)
Cs-O3 1,347(5) 1,295(5) 1,29(1)
C4-O4 1,343(5) 1,339(7) 1,35(1)
Cs-Os 1,224(7) 1,239(7) 1,21(1)
Ru-O: - 2,075(3) 2,068(6)
Ru-O3 - 2,057(2) 2,063(5)
Ru-P - - 2,350(2)
Ru-CI - 2,439(1) -
Ru-areno - 1,652 1,694

“Cédigo CCDC 800614
Vemos também outra tendéncia expressada nas ligacdes Ru-O, que

nesta série apresentaram valores médios entre 2,057 e 2,075 A (menores do que a
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média encontrada nos valores da literatura apresentados na Figura 4.4, 2,08 A),
enquanto na Série B esse valor varia entre 2,084 e 2,116 A, e na Série A varia
entre 2,114 e 2,150 A. Observamos assim que esses valores apresentam a seguinte
ordem decrescente: Ru-O Série A > Ru-O Série B > Ru-O Série C, que é
exatamente a ordem inversa observada para tendéncia dos angulos O-Ru-O
observada para 0s compostos apresentados neste trabalho, mostrando que quanto
maior o angulo O-Ru-O, menores sdo os comprimentos de ligacdo Ru-O e
consequentemente mais fortes as ligacdes entre o metal e o ligante, fator que pode

incrementar a estabilidade dos complexos.
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FIGURA 6.2 — (a). Representacdo das interacGes H...Cl e H...O presentes no
empacotamento cristalino do complexo C1. (b). Grafico de distribuicdo dos
contatos intermoleculares presentes em C1 e C3. (c). Grafico Fingerprint do
complexo C1 representando todos os contatos intermoleculares. (d). Superficie de
Hirshfeld obtida para o complexo C1.
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Ao analisar os contatos intermoleculares exibidos pelos complexos
Cle C3, destacam-se claras diferencas entre as interacdes exibidas pelos mesmos.
Em C1 observamos majoritariamente contatos do tipo O...H, C...H, Cl...H, H...H
e C..O, enquanto em C3 observamos 0s mesmos contatos com excecdo da
inexisténcia de contatos do tipo Cl...H (por possuir o ligante PEt3 no lugar do
clorido) e presenca de contatos F...H (devido a presenga do contraion PFg). A
Figura 6.2(a) apresenta algumas destas interacfes descritas para 0 entorno do

complexo C1.

No gréfico apresentado na Figura 6.2(b) observamos as distribui¢es
dos contatos observados para os complexos (C1l e C3) destacando a maior
quantidade de contatos do tipo H-H para o complexo C3, devido a presenca do
ligante trietilfosfina que alem disso encontra-se desordenado, fato correlacionado
ao maior numero de interacdes hidrofobicas que 0 mesmo apresenta, uma vez que
estes tipos de interagdo pouco contribuem com a estabilizagcdo do empacotamento
cristalino quando comparado com as demais interagdes com maior grau de
polaridade como as H...O e H...Cl. Além disso, observamos as consequéncias do
efeito estérico exercido pela PEt; sobre os demais contatos intermoleculares, onde
o0 grande volume ocupado pela monofosfina leva a uma diminuicdo do numero de
contatos H...O, H...C e C...O, que estdo em menor porcentagem em C3 quando
comparado com C1, que possui como substituinte monodentado o ligante clorido

que € bem pequeno quando comparado a PEts.

Na superficie de Hirshfeld encontrada para os complexos C1 e C3
destacam-se (em vermelho) os contatos intermoleculares mais intensos exibidos
pelos complexos, sendo a maioria deles pertencentes as interagoes do tipo H...Cl
eH..OemCleH...OeH...Fem C3, aparecendo em maior numero em C3 devido
ao grande volume da trietilfosfina, que participa de um maior nimero de contatos.
O ligante clorido presente no complexo C1 participa de trés diferentes contatos
com atomos diferentes, como podemos conferir na Figura 6.2(a), que exibe o

cloridos interagindo com os hidrogénios aromaticos do anel do p-cimeno e com 0



Joao Honorato de Araujo Neto Resultados e Discussao

hidrogénio da hidroxila ndo coordenada da alizarina, resultando em trés pontos ao
redor do 4&tomo de cloro, onde a distancia entre 0s atomos sao menores que a soma
do raio de van der Waals, exibindo trés pontos vermelhos ai redor do clorido no
mapa de Hirshfeld, conforme destacado na Figura 6.2(d). Outro destaque
apresentado por C1 é o contato C...C que compde uma interacdo m do tipo
C=C...C=C (3,29 A), interiormente descrito para 0 complexo B3, que embora n&o
seja abundante como as H...H destaca-se no mapa de Hirshfeld, apresentando dois
pontos avermelhados ao redor dos carbonos participantes no ligante p-cimeno,

conforme descrito na Figura 5.20(a) da Série B, e na Figura 6.2(d).

No grafico Fingerprint do complexo C1 apresentado na Figura
6.2(c), observamos a distribuicdo de di/de dos contatos intermoleculares dos
complexos, onde vemos predominantemente as interacbes de tipo H...H
sobrepondo os demais contatos, o que € mais intenso em C3 do que em C1, dado
as presenca da PEt; que aumenta o nimero de contatos H...H indo até 0,8 A
(di/de), enquanto em C1 vai até 1,1 A (di/de). Na Figura 6.3 podemos visualizar
0 descrito anteriormente, assim como as linhas exibidas pelos contados H...Cl e

H...O que se destacam em relacdo as demais.

Essas abundantes interagbes hidrofobicas existentes entres o0s
complexos sao caracteristicas de substancias com predominante caréater lipofilico,
e sdo importantes em interagdo com biomoléculas, que na presenca desses tipos
de compostos sofrem alteracdo em suas estruturas tercirias através de contatos
do tipo H...H com regibes hidrofobicas das biomolécula, levando a alteracéo
estrutural e perda de fungcdo em proteinas ou DNA através destes tipos de
interacdo ou até mesmo aumentando a captacdo celular dos compostos em
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FIGURA 6.3 - Graficos Fingerprint obtidos através do programa
Crystalexplorer,**® cada grafico exibe os contatos especificos pertencentes aos
complexos C1 e C3.



Joao Honorato de Araujo Neto Resultados e Discussao

Os dados de anélise elementar obtidos para os complexos C1-C3
desta Série confirmaram a composicdo quimica inicialmente planejada, sendo os
valores experimentais obtidos condizentes com os valores tedricos esperados,
conforme exibido na Tabela 6.1. As medidas de condutividade molar dos
complexos foram realizadas em solucdes de concentracdo 1,0 mM em
diclorometano, sendo os valores encontrados para os complexos C2 e C3
condizente com a faixa de eletrélito 1:1 (12 - 77 S cm? mol em diclorometano),
comprovando a presenca do par iénico dos complexos. Como C1 é neutro, ndo

foi observado condutividade na solucéo preparada, conforme esperado.

TABELA 6.2 — Dados de analise elementar e condutividade molar obtidos para
0s complexos da Série C (Valores tedricos entre paréntesis).

Condutividade
C (%) H (%)
(S.cm?.mol?)
C1 56,80 (56,53) 4,78 (4,15) 1,4
C2 56,06 (57,21) 4,30 (4,12) 43,0
C3 49,01 (48,85) 4,74 (4,92) 67,1

Nos espectros de absorcédo na regido do infravermelho observamos
as bandas referentes aos modos vibracionais pertencentes as funcdes organicas
presentes nos complexos desta série, e por serem bastantes similares aos
complexos das séries anteriores, demonstram as mesmas tendéncias. Na Figura
6.4 vemos 0s espectros obtidos para os complexos C1-C3 e do ligante alizarina,
onde a sobreposi¢do dos mesmos nos permite visualizar as tendéncias exibidas

pelas bandas.
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FIGURA 6.4 — Espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos complexos
C1-C3. Os espectros foram obtidos em pastilhas de KBr como suporte.

Observamos a diminuicdo consideravel da intensidade do
estiramento VOH em = 3350 cm® quando comparamos o0s espectros dos
complexos com alizarina livre, isto devido a desprotonacdo que ocorre, seguida
da coordenacdo, ndo desaparecendo completamente por permanecer uma
hidroxila protonada no complexo. Outra importante alteragdo que ocorre com a
coordenacdo € a alteracdo das bandas referentes aos pontos de coordenagdo vCi—
0O: e vC3—03, enquanto as bandas referentes aos similares ndo coordenados pouco

deslocam, conforme vemos nos espectros da Figura 6.4.1%° Por exemplo, vemos o
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deslocamento maior sofrido por vC;—0O; do que vCs—Os. Enquanto a banda
referente a carbonila coordenada desloca =25 cm™, o referente a carbonila ndo
coordenada desloca-se menos do que =5 cm™, isto devido a diminuigéo do caréater
de dupla ligacdo da carbonila coordenada que se desloca para menores
frequéncias, portanto menor energia. De modo similar observamos o aumento da
frequéncia referente a ligacdo C3—Os3, que como vimos nos dados obtidos através
das estruturas cristalinas, diminui a distancia interatdbmica com a coordenacao e
consequentemente sofre deslocamento no espectro de =100 cm™ para maiores
frequéncias, como consequéncia do fortalecimento da ligacdo.l”® Além disso
observamos a presenca de outras bandas especificas dos estiramentos referentes
as ligacdes formadas entre o0 metal e os ligantes, como 0s estiramentos fracos em
557 cm* (vRu-P) para C2 e C3, 435 cm™ (vRu-O) em todos os complexos, e a

banda forte referente ao contraion presente em C2 e C3 em 840 cm™* (6P-F).

C, P, P,
8 S S
| | |
( ......................................
<..............................D
42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18

ppm

FIGURA 6.5 — Espectros de 3:P{*H} RMN dos complexos P2, P3, C2 e C3 em
cloroférmio. Foi empregado como solvente deuterado o D,O em um capilar de
vidro.

Nos experimentos de ressonancia magneética nuclear 1D e 2D
encontramos evidencias que confirmam as informacdes estruturais obtidas a partir
das técnicas de caracterizacdo descritas anteriormente. Além disso, através dos
espectros de 3'P{*H} RMN obtidos a partir do meio reacional, foi feito o
acompanhamento das reacdes de sintese dos precursores e complexos finais, onde

a troca dos atomos de cloro (forcada pela formacdo de AgCI) pelos ligantes
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antraquinonicos, leva a desblindagem dos sinais referentes aos fdsforos das
monofosfinas, principalmente devido a maior eletronegatividade do oxigénio em
relacdo aos ligantes clorido, o que também esta correlacionado a maior capacidade

7 aceptora do oxigénio em relagéo ao cloro.

Nos espectros de RMN de *H também foi possivel identificar os
sinais referentes aos hidrogénios presentes nos complexos propostos nesta Série,
que de forma similar as outras séries também se agrupam em trés grupos distintos
de sinais. Tomando como exemplo geral o espectro de RMN de H obtido para o
complexo C1 (Figura 6.6), o primeiro grupo consiste nos sinais blindados,
pertencente aos hidrogénios alifaticos ligados aos carbonos a, b e g do ligante p-
cimeno (0 1,14 - 2,80 ppm), 0 segundo corresponde aos hidrogénios ligados ao
anel aromatico do ligante p-cimeno e é representado pelas letras d e e (6 5,34 -
6,20 ppm), enquanto o terceiro grupo de sinais pertence aos hidrogénios ligados
aos carbonos 6-5 e 10-13, condizendo com os hidrogénios aromaticos da alizarina
(0 6,71 - 8,33 ppm). Cada grupo descrito acima pode ser melhor visualizado com
0 auxilio do mapa de contorno *H-'H COSY apresentado na Figura 6.7, onde séo

exibidos os acoplamentos dos hidrogénios vicinais presentes nos complexos.
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FIGURA 6.6 — Espectro de RMN de carbono *H do complexo C1 em CDCls.
Outro sinal observado no espectro de *H RMN é o singleto em 6 7,53

ppm, que no mapa de contorno *H-'H COSY ndo presenta nenhum acoplamento
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vicinal, sendo assim atribuido ao hidrogénio do grupo hidroxila ndo coordenado,
que no ligante livre apresenta deslocamento em 6 12,74 ppm, sofrendo efeito de

blindagem com a coordenacdo ao centro metélico.
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FIGURA 6.7 — Mapa de contorno *H-'H COSY obtido para o complexo A3 em
d-CDCl;. Vemos destacados em cores diferentes os diferentes grupos de
acoplamentos vicinais exibidos pelo complexo.

Nos espectros de RMN de BC{*H} também foi possivel identificar
todos os sinais referentes aos carbonos pertencente aos complexos, e isto com o
auxilio das técnicas bidimensionais H-*C HMBC e HSQC, onde os
acoplamentos exibidos foram Uteis para a confirmacdo da atribuicdo apresentada
na Figura 6.8, que exibe o espectro de RMN de *C{‘H} obtido para o complexo
C1 e cloroférmio deuterado. Os sinais exibem as mesmas tendéncias das Séries A
e B, onde observamos os sinais também se dividindo nos grupos de sinais
alifaticos e aromaticos, como os descritos para o espectro de RMN de *H. Uma
caracteristica interessante que ocorre em todas as Séries é a blindagem dos sinais
pertencentes aos carbonos e hidrogénios do anel do p-cimeno, onde 0s sinais que

deveriam cair na regido dos aromaticos apresentam deslocamento proximo a
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regido dos alifaticos, assim como observamos para 0s carbonos d e e do complexo

C1 (0 79,35 - 83,55 ppm), enquanto no p-cimeno livre estes mesmos carbonos

exibem deslocamento em ¢ =125 ppm. Esta observacéo esta correlacionada ao

efeito de retrodoacéo que ocorre entre o metal e o ligante p-cimeno, que aumenta

a densidade eletronica no anel proporcionando o efeito de blindagem desses

carbonos e hidrogénios, apresentando assim um menor deslocamento em relacéo

ao ligante livre.
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FIGURA 6.8 — Espectro de RMN de carbono *C{*H} do complexo C1 em

CDCls.

TABELA 4.6 — Deslocamento quimico (o) exibido pelos carbonos 1, 2 e 4 nos
espectros de RMN C{*H} em CDCl;.

Alizarina C1l C2 C3
C1 181,5 182,2 182,5 184,5
C3 151,0 155,9 157,2 158,5
C4 149,3 158,4 157,2 156,6
C8 189,5 181,2 180,5 180,5
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Na Tabela 4.8 os deslocamentos quimicos dos carbonos ligados a
oxigénio sdo apresentados, e observamos que todos os sinais sofrem deslocamento
com a coordenacdo, mas de modo contrario as Séries anteriores o sinal que mais
se desloca com a coordenacéo é o C8 que nédo se coordena, provavelmente devido
a perturbacdo eletrénica decorrente da coordenacdo da alizarina ao centro
metélico. A atribuicdo desses sinais € possivel com a ajuda do experimento de
HMBC, onde observamos os acoplamentos que nos permitem distinguir os sinais,
como no caso dos carbonos C1 e C8, onde C1 acopla somente com o hidrogénio
ligado a C13, enquanto C8 acopla com os hidrogénios ligados a C6 e C10,

conforme exibido na Figura 6.9, permitindo atribuir esses sinais.
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FIGURA 6.9 — Mapa de contorno *H-*C HMBC obtido para o complexo C2 em
CDCls. Evidenciados estdo os sinais referentes aos atomos envolvidos nas
ligagdes C-O.



Joao Honorato de Araujo Neto Resultados e Discussao

A técnica de RMN também possibilita a obtencéo de informag6es
importantes quanto a estabilidade de compostos de coordenacao, o que é facilitado
neste trabalho devido a presenca das monofosfinas, através do registro de
espectros de RMN de 3P{*H} em DMSO e na mistura DMSO/RPMI (meio de
cultura empregado no cultivo de células). A presenca de varios sais e moléculas
organicas (aminoacidos acucares, e outros) nos permite saber se 0s complexos sao

disponibilizados as células em sua forma original, sem a labilizacao de ligantes.

O complexo C1 foi testado quanto a sua estabilidade em uma mistura
de CDCl; e d-DMSO (5:1) empregando a técnica de RMN de 'H, e conforme
apresentado na Figura 6.10, ndo observamos a labilizacdo do ligante p-cimeno
como na Série B, mostrando que a estabilidade da ligacdo metal/areno nesta Série
é consideravelmente maior que na Série B, isto quando dissolvido em DMSO.
Entretanto, mesmo ndo observando o sinal referente ao p-cimeno néo coordenado,
observamos o surgimento de ao menos trés espécies em solucdo, o que pode ser
constatado no sinal referente ao grupo propil do p-cimeno (Figura 6.10), que na
mistura CDCl3/d-DMSO apresenta trés grupos independentes de sinais. Estas
espécies formadas podem ser resultantes da labilizacdo do ligante clorido, que na
presenca de outras moléculas coordenantes (como no caso deste experimento o
DMSO ou agua) pode ser substituido pelas mesmas. Este efeito é amplamente
discutido na literatura, uma vez que este fato possibilita a coordenacdo a
biomoléculas, como o DNA ou proteinas ao centro metélico, sendo ja descrito

para outros complexos similares,245171-174

Os complexos C2 e C3 também foram avaliados quanto a suas
estabilidades no meio de cultura e DMSO, sendo ambos estaveis em DMSO puro
(48 horas de experimento). Na mistura DMSO/RPMI (2:1) ja no inicio do
experimento observamos a formacdo de duas espécies adicionais em ¢ 24 e 28
ppm, que se mantiveram como especies minoritarias até 48 horas, permanecendo

0s complexos originais em quantidade majoritaria, conforme exibido na Figura
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FIGURA 6.10 - Espectros de RMN 'H obtidos no estudo de establlldade em
CDCl; e d-DMSO (5:1) do complexo C1em 0, 1, 24, e 48 horas.
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FIGURA 6.11 — Espectros de 3P{*H} RMN obtidos no estudo de estabilidade em
DMSO/RPMI (2:1) do complexo C3 em 0, 24, e 48 horas.
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Um dos componentes em maior quantidade no meio de cultura de
células sdo os sais de cloreto (6 g.L™?), carbonato (2 g.L?) e fosfato (1,5 g.L %), e
como vimos na caracterizagao dos precursores, o complexo P2 exibe sinal no
experimento de RMN de 3P{*H} em & 24 ppm, podendo corresponder a espécie
encontrada com mesmo deslocamento no experimento de estabilidade, uma vez
que a alta concentracéo de cloretos pode levar a labilizacdo da alizarina. Como
vimos na sintese dos complexos C2 e C3, para a retirada completa dos cloridos
do precursor empregamos um sal de prata (AgBF,), pois sem 0 mesmo a troca dos
cloridos pela alizarina ndo é completa, evidenciando a afinidade do metal pelos
ligantes clorido, o que deve-se a presenca de dois ligantes m aceptores fortes
(monofosfinas e p-cimeno), o que aumenta a afinidade do metal por elétrons e

consequentemente por ligantes o doadores fortes.

Dentre as propriedades exibidas pela alizarina, uma das mais
exploradas € a fluorescéncia, uma vez que ao se coordenar ao ruténio podemos
integrar essa caracteristica ao complexo final, assim exploramos as caracteristicas
emissivas dos complexos C1-C3 em dimetilsulféxido (DMSO), afim de descobrir
se a capacidade fluorescente da alizarina foi mantida. Informacdes prévias da
literatura mostram que a fluorescéncia da alizarina € proveniente de emissdo em
aproximadamente em 650 nm resultantes da absor¢do em 420 nm, isto em DMSO,
sendo a absor¢do em 420 nm uma absorgio do tipo intramolecular n—m". 1> 177
Na figura 6.12 s&o apresentados os espectros de emisséo e absor¢cdo em DMSO

para o ligante livre em uma solucdo de 100 pmol.L™.
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FIGURA 6.12 — Espectros normalizados de absor¢dao e emissdo (Aex 420 nm)
obtidos para a alizarina (100 pmol.Lt) em DMSO.

Nos espectros obtidos para os complexos apenas o complexo C1
apresentou fluorescéncia quando excitado em Aex 414 nm (maxima intensidade
encontrada para a banda n—mn" nos complexos C1-C3), resultando em uma banda
alargada de emisséo, similar ao observado para a alizarina, na regido de 550 - 750
nm (Figura 6.13). Os complexos C2 e C3 nao apresentaram bandas de emissédo
quando irradiados em A¢x 420 Nm ou em outros comprimentos de onda maiores ou
menores, mostrando que embora a alizarina esteja presente na estrutura, conforme
apresentado nas estruturas de raios X, a banda de emisséo exibida pela alizarina
sofreu supresséo ao se coordenar com os precursores P2 e P3, que sdo 0s que
contém monofosfinas em suas estruturas. Alguns trabalhos da literatura e
experiéncias do nosso proprio laboratério vem demonstrando que fosfinas podem
promover a supressdo de processos de emissdo quando associadas a moléculas
fluorescentes, onde a partir do estado excitado da molécula as fosfinas promovem

o decaimento eletrénico em modos ndo perceptiveis na regido do UV-Vis. 17817
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FIGURA 6.13 — Espectros normalizados de absor¢do ¢ emissdo (Aex 420 nm)
obtidos para o complexo C1 (100 umol.L?) em DMSO.

Outra possibilidade para supressdo da fluorescéncia observada em
C2 e C3 é a formacéo de agregados moleculares, onde em solucbes concentradas
algumas moléculas que exibem interacdes intermoleculares em grande numero
e/ou fortes, passam a se agrupar em pequenos agregados suspensos em solugéo
sem causar precipitacdo do complexo, sendo que a formacédo desses agregados
ocasionam a supressdo de processos fotoluminescentes levando a diminuicéo do
rendimento quantico.®-18  Como vimos na descricdo das interacOes
intermoleculares do complexo C1 e C3, o complexo contendo trietilfosfina (C3)
apresenta maior nimero de interagdes do tipo H...H, e também mais intensas que
as observadas em C1, o que pode ser constatado nos graficos fingerprint, onde se
observa contatos com distancia de até 0,8 A (di/de), enquanto em C1 estas
mesmas interaces apresentavam distancias de até 1,1 A (di/de), portanto menos
intensas. Assim, o fato de as interagdes envolvendo C3 serem mais intensas
podem contribuir com a formacéo de agregados em solucgéo e consequentemente
causar a supressdo da fluorescéncia observada para os complexos contendo

monofosfinas.
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Empregando a porfirina 5,10,15,20-tetra(4-piridil)porfirina (TPyP)
como padrdo, foram realizados os calculos de rendimento quantico dos processos
de emisséo registrados para os complexos desta Série, em DMSO e em solucGes
de mesma concentragéo (100 umol.L ™) dos complexos e padrdo. Na Tabela 6.3
observamos os dados obtidos para o rendimento quantico dos complexos, onde o
observado corrobora com a constatacdo visual feita nos graficos de emissao.
TABELA 6.3 — Rendimento quantico observado para os complexos C1-C3 e

ligante alizarina em solucdes de concentracdo 100 umol.L** em DMSO. Como
padréo de fluorescéncia foi empregado a porfina TPyP (100%).

DMSO (%)
C1 12,0
C2 0,5
C3 0,9
Alizarina 16,2

Vemos que o complexo C1 exibe rendimento quéntico 24 vezes
maior que C2 e 13 vezes maior que C3, confirmando assim o efeito de supressao
da fluorescéncia pela fosfina, alem disso C1 apresenta rendimento quantico
apenas 4% menor do que a alizarina (em relacéo ao padrdo TPyP), comprovando
assim a manutencao da capacidade fluorescente da antraquinona neste complexo,
sendo suficiente para a realizacdo de ensaios bioldgicos que explorem esta

propriedade.
6.2 - Estudos biologicos dos complexos da Série C.

O perfil citotoxico dos complexos foi avaliado em linhagens
celulares humanas tumorais e ndo tumorais de mama e pulméo, sendo as linhagens
tumorais as células MDA-MB-231 (mama), MCF-7 (mama), MRC-5 (pulméo) e
ndo tumorais MCF-10A (mama) e MRC-5 (pulmé&o). Nos testes foram realizados
empregando protocolos de tratamento das células empregando DMSO como
solvente, porém sem ultrapassar o limite de 0,5% do volume final, sendo o periodo

de exposicdo das celulas aos complexos igual a 48 horas. Na Tabela 6.4 temos 0s
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valores de 1Csy (concentracdo do complexo capaz de inibir 50% da proliferacao
celular) encontrados para os complexos, alizarina e precursores frente as

diferentes linhagens de células analisadas.

TABELA 6.4 — Valores de ICs (uM) e indice de seletividade™ obtidos para os
complexos C1-C3, alizarina (L), precursores e cisplatina (Cisp.), frente as
linhagens de células tumorais e ndo-tumorais, no periodo de 48 h. Os valores de
indice de seletividade™ sdo obtidos a partir da divisdo dos valores de 1Cso das
células tumorais pelas células ndo tumorais.

MDA- MCF-
VB3l  MCF7 LOA A549 MRC-5 IS1 1S2 1Ss

C1l 422+36 328+12 57,0+£06 > 100 539+05 13 1,7 -
C2 6,5+0,1 90+01 100+03 178+08 77+01 15 11 04

C3 454+14 > 100 416+01 526+12 250+£01 09 - 05
L > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 - - -
P1 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 - - -
P2 46,8 £ 0,6 >100 182+06 412+03 239+01 04 - 06
P3 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 - - -

Cisp. 89+26 24%+020 140+20 144+14 291+08 27 98 20

IS1 = IC50(MCF-10A) / ICs0(MDA-MB-231); 1S = ICs0(MCF-10A) / 1C50(MCF-7); 1S3 =
IC50(MRC-5) / 1C50(A549)

O precursor P1, P3 e a alizarina (L) ndo apresentaram citotoxicidade

frete as células na maior concentragéo testada (100 uM), enquanto o precursor P3
apresentou consideravel citotoxicidade, inclusive com valores proximos ao
exibido pela cisplatina nas células ndo tumorais. O complexo C2 exibiu maior
inibicdo da citotoxicidade frente as células, apresentando em todos 0s casos
valores de 1Csp no minimo trés vezes menores do que C1 e C3 e pouco menores
que a cisplatina nas células MDA-MB-231 e MCF-10A. Ao comparar complexos
e precursores observamos que em todos 0s casos, 0S compostos contendo
trifenilfosfina foram os mais ativos (C2 e P2) , exibindo valores
consideravelmente menores que os demais em todas as linhagens celulares
testadas. Este fato pode estar correlacionado a maior lipofilicidade exibida pela

trifenilfosfina, que em sua forma livre apresenta valor de coeficiente de parti¢cao
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n-octanol/agua (logP) igual a 5,69, enquanto na trietilfosfina livre este valor €
igual a 2,41, que é menor que a metade do valor exibido pela PPhs, assim a PPhs
provavelmente confere maior lipofilicidade ao complexo do que o correspondente
contendo a PEts, que por sua vez deve ser mais lipofilico do que o complexo C1

que nédo possui monofosfina.

E sabido que a os compostos lipofilicos possuem maior afinidade
com as proteinas que compdem a membrana de células eucariéticas, onde atraves
de interacdes com essas proteinas essas moléculas tornam-se mais propensas a
sofrer transporte ativo do meio extracelular para o intracelular, sendo assim
capazes de desencadear mecanismos de morte celular inerentes a moléculas
pertencentes ao interior das células e apresentando assim maior
citotoxicidade.®"18 Assim, o menor valor de ICso exibido por C2 pode estar
correlacionado com essa caracteristica, exibindo assim maior capacidade de

inibicdo da habilidade proliferativa das células.

Na Tabela 6.4 sdo apresentados também os valores de seletividade
encontrados para os complexos, onde apenas nas linhagens de mama houve
seletividade para as células tumorais, sendo o maior deles apresentado para Cl1,
que foi 1,7 vezes mais seletivo para a linhagem MCF-7 do que para a respectiva
ndo tumoral. Entretanto, a seletividade exibida pelos complexos foram bem
abaixo do encontrado para a cisplatina, isso por exibirem forte efeito citotoxico

nas linhagens néo tumorais.
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FIGURA 6.14 — Micrografias obtidas para as culturas da linhagem celular MDA-
MB-231 em diferentes concentracdes dos complexos C1 e C2.

2x1C,,

Afim de conhecer a influéncia dos complexos na morfologia das
celulas MDA-MB-231, selecionamos os complexos Cl e C2 para serem

avaliados, isto por serem 0s que apresentaram maior indice de seletividade dentre
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0s complexos desta Série. A linhagem escolhida foi tratada com concentracfes
proporcionais aos valores de 1Cso (¥2X1Cso, 1Cs0, 2X1Cs0 € 4%1Cs0) € imagens dos
pocos contendo as células tratadas com os complexos em meio de cultura foram
registradas nos tempos de 0, 24 e 48h, além disso foi realizado também um
experimento similar como controle, onde as células ndo foram tratadas com

complexos, sendo registrado somente o crescimento normal das mesmas.

Ao analisar as imagens obtidas (Figura 6.14) observamos que C1 e
C2 ndo ocasionaram mudancas significativas nas concentracgdes iguais a 2x1Csy,
ICs0 & 2%x1Csp, com excecdo composto C1 em 48 horas na concentracao de 2x1Cs
onde observamos a perda da confluéncia celular, estando as células mais
espacadas do que no observado no experimento controle. A maior alteracéo é
observada somente na concentracdo igual a 4xICsy, onde vemos que ja em 24
horas de experimento as céelulas apresentam alteracdes na morfologia e perda da

adesdo ao fundo da placa.

Afim de se avaliar o efeito citostatico dos complexos sobre a
linhagem MDA-MB-231 realizamos 0s ensaios de sobrevivéncia clonogénica,
onde é possivel determinar a aptiddo de uma célula, apds ser exposta aos
complexos, de se proliferar formando uma colénia de células (50 células). Os
dados obtidos permitem avaliar o dano ocasionado pelos complexos sobre a
capacidade das células de se dividirem e consequentemente formar colbnias, que
sdo avaliadas quanto ao tamanho e o nimero.!?2%2 Em uma placa de 6 pocos
foram semeadas 300 células, que foram tratadas com concentracfes proporcionais
aos valores de I1Cso (/4xIC50, YXxICsp, 1Cso € 2xICs), por 48 horas. Logo apés
esse periodo, 0 meio de cultura contendo os complexos foi descartado e um novo
meio adicionado, as placas foram encubadas novamente por 10 dias para o
crescimento das colonias resultantes. As colonias foram coradas com cristal
violeta, contadas e medidas, resultando assim no resultado apresentado na Figura
6.15.
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FIGURA 6.15 - Imagem dos pogos onde foram cultivadas as celulas MDA-MB-
231 em diferentes concentragdes dos complexos Cl e C2.

O resultado obtido confirmou a atividade antiproliferativa de ambos
complexos, induzindo os mesmos a perda da clonogénicidade das células a
medida que se aumenta a concentracdo dos complexos, onde na concentracdo de
2x1Csp observamos a completa inibicdo da capacidade das células formarem
colbnias, ndo sendo observada no pogo qualquer coloragédo que indigue a presenca
de colbnias. Este resultado é interessante, uma vez que mesmo mantendo a
morfologia das células (como observado no ensaio morfoldgico), na concentracao
de 2x1Cs as células aparentam sofrer danos irreversiveis, afetando diretamente a
capacidade de formar colbnias, indicando assim uma provavel acéo

antimetastatica de C1 e C2.

O efeito dose-dependente pode ser observado no gréfico exposto na
Figura 6.16, que exibe a rea total das coldnias formadas em fungéo da &rea total
do poco, onde o decréscimo da area com o aumento da concentracdo é
consideravel, sendo que a diferenca da area entre uma concentragao e outra exibe
consideravel significancia. No 1Csp, para ambos complexos observamos que
poucas células ainda conseguem formar coldnias, evidenciando a forte capacidade

inibitiva dos complexos.
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FIGURA 6.16 — Distribuicdo da area das colénias em cada concentracdo para o
controle e os complexos C1 e C2 na linhagem MDA-MB-231. “*p <0,0001.

Outra informacdo importante que traz aporte a atividade
antimetastatica dos complexos é a capacidade dos mesmos de inibir a migracéo
das células, para isto uma das ferramentas empregadas € o experimento de
cicatrizacdo de feridas (Wound Healing), onde cultivamos as células, em uma
placa de 12 pocos e apos a confluéncia das células chegar a 80% é um risco sobre
a superficie que contém as células, resultando em um espaco vazio entre o grupo
de células, conforme podemos constatar na Figura 6.17 no experimento controle
em O horas. A partir dai realizamos o tratamento das células com os complexos
nas concentragdes iguais a 41Cso, ¥21Csg, € 1Cs, acompanhando a capacidade das
celulas de fecharem o risco feito apds a administragdo do complexo. Para tal
empregamos as células MDA-MB-231 e registramos micrografias das mesmas

em 0, 24 e 48 horas de experimento.
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FIGURA 6.17 — Micrografias obtidas no experimento de (Wound Healing), onde
avalia-se o efeito antimigratorio do C1 em células tumorais de mama MDA-MB-
231. As micrografias foram obtidas com 4 vezes de aumento.

Com o tratamento das células com o complexo observou-se a
capacidade dos mesmos em inibir o fechamento da risca nas concentragoes
empregadas, fato que fica mais claro quando comparamos com 0 experimento
controle (1% de DMSO) evidenciando que em 48 horas de experimento as células
praticamente fecharam o espago vazio, enquanto nas concentracOes iguais a
¥1Cs0, € 1Cs0 nd0o observamos fechamento similar ao controle. Esta observacéo
fica mais clara ao analisar os dados de porcentagem de fechamento apresentados
no grafico da Figura 6.18, onde vemos que engquanto no controle a area do risco
diminui 50% (24 horas) no complexo C1 esta diminuicdo é de 24% e com C2 ¢
menor ainda, fechando apenas 13%. Em 48 horas area do risco do controle
encontra-se praticamente fechado, entretanto em todos os tratamentos
observamos inibicdo na migracéo, exibindo C2 na maior concentracdo inibicéo
de 65% da migrac&o. E importante ressaltar que o efeito de inibicdo de migragio
foi observado também nas concentracGes menores que o ICsp, 0 que nos indica
que o efeito observado se deve majoritariamente a inibicdo da migracao celular e

ndo ao efeito citotdxico.
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FIGURA 6.18 — Gréafico da porcentagem de fechamento da risca apds 24 e 48
horas de incubacdo das células na presenca dos complexos Cl e C2. Os
experimentos foram realizados em triplicata, resultando nas faixas de erro
apresentadas (*p<0,05 e ****p<0,0001).

Sabendo que os complexos possuem acao antiproliferativa e provavel
acdo antimetastatica frente as células MDA-MB-231, realizou-se a analise do
efeito que o complexo C2 (menores valores de 1Csp) sobre a distribuicdo do ciclo
celular desta linhagem celular. Como vimos na Série B, a divisdo celular é
dividida em duas fases, a mitose e a interfase, sendo a mitose a fase onde ocorre
a separacdo dos cromossomos novos em duas novas unidades celulares (mitose).
Na interfase ocorre a replicacdo do material genético, a sintese e crescimento
celular, sendo dividida nas fases G, S e G,. Na fase G; a celula se prepara para a
sintese do DNA (também chamada de Gy), que ocorre na fase S, sendo seguido
por um intervalo chamado de G,, onde ocorre a preparacdo para a mitose (M)
(Figura 5.29). Além disso, durante a fase G; existe a possibilidade de as celulas
entrarem em um estado de repouso conhecido como SubG;. Os graficos da Figura
6.18 apresentam a distribuicdo das células nas fases do ciclo celular para os

experimentos controle e na concentracao de 2x1Csy.

Comparando os graficos da Figura 6.19(a) vemos que em
comparacdo ao controle o complexo C2 desencadeia altera¢6es no ciclo celular
das células MDB-MB-231, levando ao aumento do numero de células na fase
SubG; e diminuicdo nas fases G,/M e principalmente G;. No grafico da Figura

6.19(a) estas tendéncias ficam mais claras ao visualizar o aumento da quantidade
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de celulas na fase SubG; com o aumento da concentracdo dos complexo, sendo ja
significante na concentracdo mais baixa (¥4xI1Csp). O diminuicdo da quantidade
de células em G,/M ¢é um indicativo de que os danas causados as estruturas
celulares sdo de dificil reparo, levando ao consequente aumento de células em
SubGj, que é uma resposta natural da célula aos danos causados, levando a mesma

a iniciar mecanismos que levam a morte celular por apoptose. %187
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FIGURA 6.19 — (a) Grafico da distribuicdo da contagem de células para as fases
G./M, S, G1/Gy e SubG; do controle negativo e do complexo C2 (2x1Cxs). (b)
Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular em diferentes concentragdes
do complexo C2. "p< 0,05; “p< 0,01; *“p<0,001 e ““p< 0,0001.

Nesta Série realizamos também ensaios de interagdo com DNA com

0s complexos C1-C3, e dada a solubilidade destes complexos em uma mistura
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DMSO/tampao (TRISMA 7,4), realizamos experimentos por titulagdo
espectrofotométrica. Baseando-se na espectroscopia de absorcdo do Ultravioleta-
Visivel, monitoramos as bandas de transicdo n—n (330 nm) exibidas pelos
complexos, afim de observar diminuicdo na intensidade (hipocromismo) ou
deslocamento (batocromismo) das mesmas a medida que se adiciona aliquotas de
ct-DNA (calf thimus - DNA). A afinidade exibida entre complexo e DNA pode
ser aferida através do calculo da constante de ligacdo (Kp) que se baseia nos
méaximos de absorcdo da banda observada, onde empregando a equacdo de

Neighbor-Exclusion é possivel encontrar esses valores.
1.1
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FIGURA 6.20 — Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis obtidos para o
complexo C1 com a adi¢éo de sucessivas aliquotas de ct-DNA

Como se pode ver na Figura 6.20, nos experimentos realizados para
os complexos C1-C3, ao se incrementar aliquotas de DNA a uma solucgéo
contendo os complexos nota-se uma diminuicdo da intensidade de absorgéo
(efeito hipocrémico) das bandas observadas, onde esta diminuicédo da intensidade
de absorcdo ocorre devido ao efeito de diluicdo e também em detrimento das
variagdes na energia da transicao eletronica ocasionando mudanca na intensidade
de absorc¢éo devido as interacdes entre o complexo e 0 DNA. Afim de se avaliar
a contribuicao do efeito de diluicdo para cada complexo foi realizado a parte um
experimento adicionando aliquotas de tampé&o, determinando o hipocromismo
proveniente da diluicdo do complexo. Na Tabela 6.5 sdo apresentados os valores

de hipocromismo e as constantes de interacdo (Kp) resultantes deste experimento.
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TABELA 6.5 — Valores de hipocromismo e constantes de interacdo encontrados
para os complexos C1-C3 nos experimentos de titulacdo espectrofotometrica com
0 ct-DNA.

Complexo Hipocromismo (%o) Kb (mol L?)
C1l 25 2,5x10% + 0,6x10*
C2 - -
C3 3,0 1,1x10% + 1,0x10?

O valor obtido no calculo da constante de interacdo (Kp) para o
complexo C3 é caracteristico de interacdes fracas entre complexo e DNA, além
do baixo hipocromismo encontrado, assim como também observado para co
complexo C2, onde o hipocromismo resultante da titulacdo foi igual ao obtido no
experimento de avaliagdo do efeito de diluicdo, mostrando que as interagdes
exibidas por C3 também sdo fracas, limitando-se a interacdes eletrostaticas (por
serem complexos catiénicos) e/ou hidrofobicas. Ja o complexo C1 apresentou
constante de interacdo da ordem de 10* mol L™, que corresponde a interacdes de
intensidade moderada a forte, resultando em um hipocromismo de 25%,
evidenciando a existéncia de interagdes do complexo C1 com o DNA.

Conforme observado nos experimentos de estabilidade do complexo
C1 em DMSO, observamos que 0 mesmo exibe a formacéo de outras espécies na
presenca deste solvente, podendo estas serem provenientes da labilizagcdo do
ligante clorido. Como vimos as interacdes do tipo covalente ocorrem quando um
ligante labil é trocado pela base nitrogenada do DNA, coordenando o centro
metalico ao nitrogénio das bases nitrogenadas. Assim a interacdo moderada/forte
observada para Cl pode ser resultante da existéncia de interacdo do tipo

covalente, em detrimento da labilizac&o do clorido, viabilizando a interacéo.

Para confirmar essas observagoes realizamos os ensaios de interagao
com DNA plasmidial (PBR322) com ajuda da técnica de eletroforese em gel, e
isto em solucdes de mesma concentracdo de DNA e diferentes concentragGes dos

complexos, nas proporcdes [complexo]/[DNA] (Ri) 0,25; 0,5; 1,0 e 1,5; sendo
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todas as amostras pré-incubadas, em agitacédo por 24 horas a 37°C. Na Figura 6.21

sdo apresentados os resultados obtidos para esses experimentos.

DNA / C1 C2 C3
DMSO 1,5 1,0 05025 1,5 1,0 0,5 0,25 L5 1,0 0,5 0,25

—
-

10.000 pb
8.000 pb

6.000 pb

4.000 pb

_____

3.000 pb

2.000 pb

FIGURA 6.21 - Eletroforese em gel de agarose do DNA plasmidial pBR322 em
diferentes Ri dos complexos C1-C3. Em destaque as bandas referentes ao DNA
superenovelado (S) e linear (L).

Ao comparar as bandas exibidas nos experimentos contendo o0s
complexos com as do controle negativo (DNA+DMSOQO), observamos que 0s
compostos C2 e C3 ndo induziram mudangas na posi¢cdo e na intensidade das
bandas do DNA superenovelado, mostrando que ndo ocorrem interacfes fortes
entre estes complexos e 0 DNA, conforme ja visto no experimento de titulacéo
espectrofotométrica. Corroborando com o experimento anterior, o complexo C1
exibiu um resultado diferente dos demais, mostrando o completo desaparecimento
das bandas nas concentracdes maiores, 0 que € caracteristico de interacGes fortes
entre o complexo e 0o DNA, conforme observamos para a cisplatina nos resultados
exibidos na Série anterior. Deste modo a existéncia de interacGes do tipo covalente
para 0 complexo C1 fica evidenciada como predominante este complexo,

podendo compor seu mecanismo de acdo frente as células testadas.

Uma premissa importante para a interacdo com o DNA € a

internalizacdo do composto na célula, uma vez que o DNA n&o somente é um
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componente intracelular, como também se encontra localizado dentro do ndcleo,
sendo necessaria a permeabilizacdo do complexo para que interacdes com
biomoléculas inerentes ao meio intracelular ocorra.!8-1% Embora existam
mecanismos de morte celular que podem ser desencadeados através de interacGes
com proteinas das membranas ou com componentes da matriz extracelular,92-1%4
existem varios outros mecanismos conhecidos que ocorrem envolvendo
moléculas presentes no nucleo e citoplasma. Deste modo, explorando a
fluorescéncia do complexo C1 realizamos o tratamento de células MDA-MB-231
empregando a concentragido de 2xICso. De forma a delimitar o nucleo das celulas
utilizamos o marcador de DNA DAPI, que quando irradiado em 360 nm exibindo
fluorescéncia em 460 nm, exibindo coloracdo azul. Afim de captar a fluorescéncia
proveniente do complexo C1, as células foram irradiadas em 420 nm (maximo de

absorcao da banda responsavel pela fluorescéncia).

(a) (b)

AZUL - DAPI (marcador de membrana nuclear)
VERMELHO - Complexo Ru/Alizarina

FIGURA 6.22 — Micrografia obtidas empregando a microscopia de fluorescéncia
para a visualizacdo das células MDA-MB-231 tratadas com o complexo C1 e com
0 marcador DAPI.

Como mostrado na Figura 6.22, o complexo C1 exibiu fluorescéncia

em 650 nm, assim como observado nos experimentos de calculo de rendimento
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quéantico, como ilustrado na Figura 6.22(a) onde vemos em vermelho as células
demarcadas com o complexo. Essas informac¢Ges nos mostram que 0 complexo
estd sendo internalizado pelas células, e isto ja no inicio do tratamento, uma vez
que a micrografia foi registrada poucos minutos apds a administracdo do
composto. Além disso vemos a sobreposicdo da marcacdo do nucleo feita com o
DAPI e a coloragao vermelha exibida pelo complexo, mostrando que o complexo

nao somente é internalizado como também se acumula no nudcleo da célula.

Esses dados aportam importantes informacgGes a este trabalho, nos
permitindo saber que o complexo é internalizado pela célula, sendo assim possivel
interagir com moléculas do meio intracelular tanto do ndcleo como do citoplasma,
podendo assim desencadear mecanismos de morte celular ao interagir elas,

levando a perda de funcéo e causando danos ao funcionamento celular.195-202
6.3 — Conclusdes parciais da Série C.

Nesta série foram apresentados os produtos obtidos a partir da
combinacdo dos complexos Ru'/areno/monofosfinas e a antraquinona alizarina,
resultando em trés novos compostos que foram sintetizados, caracterizados e
avaliados quanto a suas atividades citotoxicas. Em relacdo as demais séries, estes
complexos foram os mais estaveis em solucéo contendo o meio biologico (RPMI),
permanecendo 0s complexos originais como substancia majoritaria em solugédo
nos experimentos de estabilidade. O complexo contendo o clorido como
substituinte (C1) sofreu solvolise em DMSO, isto em decorréncia da labilizacéo
do ligante clorido, fato que ja é bastante conhecido em compostos
Ru'/areno/clorido. O objetivo inicial de obter compostos com fluorescéncia foi
atingido com o complexo C1, que exibiu fluorescéncia decorrente dessa
caracteristica preexistente da alizarina. Esta propriedade foi inibida nos

complexos C2 e C3 devido a supressao da fluorescéncia pelas monofosfinas.

O complexo C2 apresentou os menores valores de 1Cs, frente as

linhagens de mama e pulmao testadas, fato correlacionado a maior lipofilicidade
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conferida pelo ligante trifenilfosfina. Os complexos C1 e C2 foram os seletivos,
principalmente nas células mamarias, exibindo indice de seletividade de 1,1a1,7.
O complexo C2 levou ao acumulo das células na fase SubG; do ciclo celular,
sendo que nesta fase as células saem do ciclo de diviséo celular como resposta
natural aos danos causados pelos compostos nas estruturas celulares. Nos
experimentos de analise morfologica das células (MDA-MB-231) tratadas com 0s
compostos C1 e C2 vimos gque somente foram exibidas alteracbes morfologicas
nas concentracoes iguais a 4xICsp em 24 h, sendo que nas demais concentragdes
ndo foram observadas alteracfes morfoldgicas consideraveis. Nos testes de
clonogenicidade foram observados efeitos citotoxicos e citostaticos dose-
dependentes para C1 e C2, sendo estes mais proeminentes em C2. Nos ensaios de
migracdo celular tivemos indicios de uma possivel acdo antimetastatica dos
complexos C1 e C2, inibindo ambos a migracdo celular avaliada através do

fechamento da risca, exibindo C2 a maior capacidade inibitoria (65%, em 48 h).

Os compostos C2 e C3 apresentaram interacbes fracas
(eletrostaticas) com o DNA, conforme evidenciado pelos experimentos de
titulacdo espectrofotométrica (ct-DNA) e eletroforese em gel (PBR322). O
complexo C1, por possuir um ligante labil (clorido), exibiu interacdes covalentes
com o DNA, conforme evidenciado pelo desaparecimento das bandas observadas
na corrida eletroforética do DNA PBR322. Um grande destaque dessa série foi a
fluorescéncia exibida pelo complexo C1, que administrado as celulas do tipo
MDA-MB-231 exibiu fluorescéncia no interior das células, conforme demostrado
nas micrografias obtidas em um microscopio confocal, se acumulando no nucleo
das mesmas. Este fato comprova que C1, mesmo com a auséncia da
trifenilfosfina, é capaz de permear a membrana celular e se acumular no interior
das células, possibilitando a acdo do complexo nos mecanismos de morte celular

que ocorrem no meio intracelular.



Joao Honorato de Araujo Neto Resultados e Discussao



Joao Honorato de Araujo Neto Conclusoes

4 £ o - /7
'y I, Vi Vs g
i P Py /4 v p
7/ ¢ o :
7 4
- / s ® - % . i
o 7 7 # 7 P
o % v % 7
2 x
7 L4 > ’
Ve s a 73 2 : g
// 41/ / € = 4 // 4
. . a g ‘
© 4
ﬁ 4 ” 4 = -
<< ’ ! p Nl o8
< // L p /o f/ /
¢ & ¥
d o o “
7 oY
rd P
w / 4 /7 “
/ ’
; ¥
e ey, 4 P
2 7 ¢ - v
’ / 7 ? 4
z - &/
- 5 / 4 F -
,i/‘,f S i ) i o &
/ v 7 4
’ /4 ’
# ° <
/7 * r/ i
. . 4 4 b
. p
& - o9 ; B
i : 4
", 's
{ > z u
E s & W ) #
¢ : o ¥
s /
p ’
,}4 p v V/,( ” V
& 2 o ;
g o ’ %
‘ // Ve ’ y/ vy Vs ’,
’ 2 - / w 7 1
LS} 4 7
& v .
77 P . p : -
4 /
o B ¢ >4 G ¢ - -
54 ) 4 v Yo é :l
o T R R R - — -
N
( ‘
| , .o |
+ CAPITULO 7 -CONCLUSOES !
; [
)
W




Joao Honorato de Araujo Neto Conclusdes

Os resultados obtidos no presente trabalho nos possibilitaram
progredir no conhecimento do perfil quimico e biolégico de complexos do tipo
Ru''/areno contendo produtos naturais e seus derivados como ligantes.
Independente da Série estudada, um Unico modo de coordenacéo foi observado,
sendo este bidentado através dos atomos de oxigénios dos anions carboxilatos na
Série A e através dos oxigénios das quinonas e hidroxilas adjacentes nas Séries B
e C. Uma caracteristica presente em todos os complexos foi a instabilidade das
estruturas propostas em sistemas havendo moléculas coordenantes como o
DMSO, ficando claro com os dados obtidos nas trés séries que a quantidade de
membros do anel guelato formado entre 0S ligantes
carboxilatos/naftoquindnicos/antraquinonicos e o metal esta correlacionado com
a estabilidade, onde quanto mais tenso o anel (4 membros), mais instavel se torna

a molécula, conforme exemplificado na Figura 7.1.

'ESTABILIDADE

FIGURA 7.1 — Representacdo do aumento da estabilidade dos complexos com a
diminuicdo da tensédo interna do anel quelato metal/ligante.

Uma caracteristica marcante da Série B foi a identificacdo de um
produto majoritario na mistura DMSO/RPMI (meio de cultura) dos complexos
B1-B6, diferente das Séries A e C, uma vez que em A ndo foi caracterizado um
produto majoritario nesta mistura, exibindo varios subprodutos em 48 h, enquanto
em C a maior estabilidade levou a manutencéo da estrutura inicialmente proposta.
Na Série B, com auxilio das técnicas de RMN de H, 3!P{*H} e difracdo de raios
X de monocristal foi possivel identificar as 0 que ocorreu no experimento de

estabilidade, onde a presenca do DMSO (solvente coordenante) levou a
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substituicdo do ligante p-cimeno e coordenacdo de moléculas de DMSO, levado
ao surgimento dos complexos B7-B12, que foram sintetizados e caracterizados.
A labilizacdo do ligante areno ¢ atribuida ao grande numero de moléculas =
aceptoras coordenadas ao centro metalico, que com a retrodoacdo diminuem a
densidade eletronica no metal levando a troca dos ligantes com componentes ¢
doadoras mais fracas (p-cimeno) por mais fortes (DMSQ). Este efeito possui
evidencias nas distancias Ru/areno, onde vemos que a troca de um clorido (o
doador) por uma trifenilfosfina (c doador e m aceptor) leva ao aumento desta

distancia e consequente enfraquecimento das ligacdes Ru/areno.

Nos dados cristalograficos obtidos observamos que as interacdes
intermoleculares presentes nos empacotamentos cristalinos em sua grande
maioria sdo do tipo hidrofdbicas, ndo exibindo interacdes fortes (como ligacGes
de hidrogénio), principalmente nas moléculas contendo trifenilfosfina, fato que

confere maior lipofilicidade a estes complexos.

Ao analisar os valores de ICsy encontrados para 0os complexos das 3
séries fica clara a influéncia da trifenilfosfina nos valores de citotoxicidade
exibidos pelos mesmos, onde os complexos de Ru/areno contendo o ligante
clorido foram menos ativos do que os similares contendo as monofosfinas,
promovendo uma diminuicéo nos valores de I1Cs de até 65 vezes. Além disso, de
modo geral, os produtos naturais e seus derivados coordenados aos precursores
Ru''/areno neste trabalho levam a potencializacdo da atividade antitumoral de
ambos, precursores e ligantes. Em todas as Séries o indice de seletividade dos
complexos é superior nas linhagens de mama (MDA-MB-231 e MCF-7) do que
nas linhagens de pulméo (A549) e prostata (DU-145), mesmo sendo os valores de
ICso similares nestas celulas. Dentre todos os complexos 0 composto B12 exibiu
o melhor indice de seletividade frente a linhagem MCF-7, sendo trés vezes mais

seletivos que a cisplatina nessa linhagem.

Os complexos estaveis das Séries B e C foram avaliados quanto a
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interacdo com DNA, apresentando apenas interagdes fracas, excetuando C1, que
exibiu interacOes de fortes/moderadas do tipo covalente, isto por possuir um
ligante clorido 1abil, enquanto os complexos B7-B12 mesmo possuindo o ligante
clorido interagem fracamente com o DNA (interacdes eletrostaticas), por serem

pouco labeis

De modo geral, os complexos em sua maioria foram capazes de inibir
a formacdo de col6nias, apresentando nas Series A e B uma resposta dose-
dependente, onde o numero de coldnias tem um decréscimo escalar com o
aumento da concentracdo, enquanto na Série B na concentracdo do ICsy 0s
complexos testados eliminam completamente a clonogenicidade das células. Al,
C2 e C3 inibiram a migracdo celular levando a inibi¢do do fechamento da risca
em uma monocamada das células MDA-MB.231, sendo este efeito mais
pronunciado em C2. Alteracdes morfoldgicas nas linhagens tumorais MDA-MB-
231 (Séries A e C) e MCF-7 (Série B) foram observadas, destacando os
complexos contendo a trifenilfosfina, onde nas concentracbes proporcionais ao
ICs0, vemos a perda da adeséo e alteracdo da morfologia celular principalmente
para 0os complexos B6, B12 e C2. Nos Ensaios de analiso de ciclo células das
celulas tratadas com os complexos Al, B3, B6, B9, B12 e C2, observou-se que
todos promoveram acumulo na fase Sub-G; do ciclo celular, que € um indicativo
de morte celular por apoptose, entretanto 0 aumento em Sub-G; ocorre em funcao
da diminuicdo em fases diferentes para cada complexo, mostrando que as
diferencas estruturais entre os mesmos levam a atuagdo em diferentes mecanismos
celulares. Na Série A, com o auxilio da técnica de ICP-MS, constatou-se que 0
complexo Al é capaz de se acumular nas células MDA-MB-231, isto em
quantidades superiores aos relatados para os complexos do tipo RAPTA. Na Série
C a fluorescéncia exibida por C1, proveniente da emissdo pertencente a alizarina,
permitiu observar o acimulo do mesmo nas células MDA-MB-231, confirmando

a internalizacdo do complexo.

Todo o estudo apresentado aqui, fundamentado na parte quimica e
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biolégica, nos possibilitou uma melhor compreensdo do sistema Ru'-
areno/monofosfina/produtos naturais. A potencialidade dos complexos para a
aplicabilidade na area medicinal evidenciada neste trabalho encoraja a
continuidade de estudos neste ambito.
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MATERIAL SUPLEMENTAR - SERIE A

[Ru(n®-p-cymene)(PPhs)(L1)|BFs (A1) - Rendimento: 78%; Anal. Calc. for
C35H34B1F402P Ru;: exp. (calc) C, 59.55 (59.59); H, 4.81 (4.86) %; Condutividade Molar (S
cm? mol!, CH3;0H) 25.2; IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1602 (vasyCOO"); 1481
(VsymCOO"); 1436 (vC=C); 1064 (vP-CH and vB-F); 526 (vRu-P); 460 (vRu-O). MALDI-
TOF/MS (CH30H/DHB) [M-(L)-(BF4)+(DHB)]": 651.157 m/z, [M-(BF4)]": 619.080 m/z,
[M-L-H-(BF4)]": 497.034 m/z. *'P("H) NMR (161.976 MHz, CDCls, 298 K) §(ppm): 35.59 (s).
'H NMR (400.132 MHz, CDCls, 298 K) 8(ppm): 7.46-7.36 (16H, m, 15H — 0, m, p+ 1H - 5);
7.31 (2H, d, 3); 7.26 (CDCls); 7.13 (2H, t, 4); 5.80 (2H, d, d); 5.70 (2H, d, e); 2.56 (1H, m, b);
1.99 3H, s, g); 1.25 (6H, d, a). *C NMR (100.62 MHz, DMSO-ds) 8(ppm): 170.65 (1C, I);

184.22, 134.60-127.55 (0, m, p); 106.23, 95.85, 86.89 (2-4); 31.76 (b); 22.24 (a), 18.48 (2).
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[Ru(n®-p-cymene)(PPh3)(L2)|BFs (A2) - Rendimento: 105 mg 83%; Anal. Calc. for
C35H34B1F403P Ru;: exp. (calc) C, 58.49 (58.26); H, 4.97 (4.75) %; Condutividade Molar (S
cm? mol™!, CH;0H) 22.5. IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 3410 (vOH); 1602 (vasyCOO");
1479 (veymCOO"); 1436 (vC=C); 1087 (vP-CH e vB-F); 526 (vRu-P); 453 (vRu-O). MALDI-
TOF/MS (CH30H/DHB) [M-(L)-(BF4)+(DHB)]™: 651.334 m/z, [M-(BF4)]": 635.263 m/z,
[M-L-H-(BF4+)]": 497.058 m/z. *'P("H) NMR (161.976 MHz, CDCls, 298 K) §(ppm): 35.17 (s).
"H NMR (400.132 MHz, CDCl3, 298 K) §(ppm): 7.43-7.37 (15H, m, o, m, p); 7.26 (CDCls);
7.12 (2H, d, 3); 6.61 (2H, d, 4); 5.67 (2H, d, d); 5.56 (2H, e); 2.53 (1H, m, b); 1.96 (3H, s, g);
1.21 (6H, d, @). *C NMR (100.62 MHz, DMSO-ds) 8(ppm): 184.76 (1); 162.02 (5); 134.59-

114.92 (3-5, 0, m, p); 106.16, 95.57, 86.03 (d, e); 31.70 (b); 22.25 (a) and 18.42 ().
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[Ru(n®-p-cymene)(PPh3)(L3)|BFs (A3) - Rendimento: 110 mg (83%). Anal. Calc. for
C35H33B1FaN1O4P1Rui: exp. (cale) C, 55.56 (56.01); H, 4.94 (4.43); N, 1.89 (1.87) %.
Condutividade Molar (S cm? mol!, CH;0H) 12.4. IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1627
(VasyCOO); 1523 (vasyNOO); 1477 (vsymCOO"); 1438 (vC=C); 1384 (vsymNOO); 1087 (vP-CH
and vB-F); 524 (vRu-P); 460 (vRu-O). MALDI-TOF/MS (CH3;OH/DHB) [M-(L)- (BFs
Y*+(DHB)]": [M-(BF4)]": 664.160 m/z, 651.145 m/z, [M-L-H-(BF4)]": 497.034 m/z. *'P('H)
NMR (161.976 MHz, CDCl3, 298 K) 8(ppm): 35.73 (s). '"H NMR (400.132 MHz, CDCls, 298
K) d(ppm): 7.97 (2H, d, 4); 7.49 (2H, d, 3); 7.42 (15H, m, o, m, p); 7.26 (CDCls); 5.80 (2H, d,
d); 5.72 (2H, e); 2.54 (1H, m, b); 2.01 (3H, s, g); 1.24 (6H, d, a). *C NMR (100.62 MHz,
DMSO-de) (ppm): 181.37 (7); 150.38 (5); 134.59-122.83 (2-4, o, m, p); 105.69, 95.68, 87.02

(d e); 31.77 (b); 22.19 (g) and 18.52 (a).
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{[Ru(n®-p-cymene)(PPhs)]2(n-L4)} (BF4)2 (A4) - Rendimento: 80 mg (63%). Anal. Calc. for
[CssHs2B2F304P2Ru2].H20: exp. (calc) C, 56.79 (56.90); H, 4.43 (4.78) %. Condutividade
Molar (S cm? mol™!, CH30H) 50.3. IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1608 (vasyCOO"); 1471
(VsymCOO); 1525; 1427 (vC=C); 1047 (vP-CH and vB-F); 516 (vRu-P); 449 (vRu-O). MALDI-
TOF/MS (CH30H/DHB) {M-[Ru(p-cymene)(PPh3)]-2(BF4)+H}": 664.171 m/z, [M-(L)-(BF4
YH(DHB)]": 651.157 m/z, [M-L-H(BF4+)]": 497.012 m/z. *'P(*H) NMR (161.976 MHz, CDCl3,
298 K) 5(ppm): 35.42 (s). '"H NMR (400.132 MHz, CDCls, 298 K) 8(ppm): 7.42-7.37 (30H, m,
o, m, p); 7.08 (4H, d, 3, 4); 7.26 (CDCl3); 5.72 (4H, m, d, e); 2.53 (2H, m, ¢); 2.02 (6H, s, 2);
1.22 (12H, d, a). *C NMR (100.62 MHz, DMSO-de) 8(ppm): 182.65 (1); 134.60-127.14 (3, 4,

o, m, p); 105.49, 95.79, 87.16 (d, e); 31.74 (b); 22.25 (a) and 18.60 (g).
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Tabela Al - Dados de cristalograficos e pardmetros de refinamento das estruturas obtidas para
os complexos Al, A3, A4 and A5.

Complex Al A2 A4 A5
Codigo CCDC 1974084 1974085 1974086 1974087
Formula Empirica  CasHa4FsO2P2Ru CssHa3FsNOsP.RU - CesHs2B2F304P2RU CesHs6010P2R U2
Massa molecular 763,63 808,63 1332,83 1261,17
Temperatura/K 296,15 293(2) 293(2) 296,15
Sistema Cristalino triclinico triclinico triclinico monoclinico
Gropo espacial P-1 P-1 P-1 P2;
alA 9,6509(2) 9,5957(5) 9,9988(6) 11,1522(2)
b/A 14,2954(4) 13,3302(7) 10,6282(7) 20,9292(5)
c/A 24,9771(7) 14,1639(7) 16,7930(13) 12,4956(3)
a/° 94,4270(10) 84,313(4) 74,555(6) 90
B/ 100,8480(10) 73,022(5) 75,417(6) 103,3820(10)
y/° 93,1420(10) 80,358(4) 86,067(5) 90
Volume/A® 3365,78(15) 1705,88(16) 1664,7(2) 2837,37(11)
Z 4 2 1 4
pealcg/cm? 1,507 1,574 1,329 1,476
wmm 0,625 0,626 0,566 0,649
F(000) 1552 820 678 1288
Tamanho do 0,374 x 0,155 x 0,451 x 0,344 x 0,191 x 0,122 x

. 0,1x0,1x0,1
cristal / mm? 0,109 0,154 0,111
Radiacio MoKa (A = 0,71073) MoKa (A =0,71073) Mo Ka (L =0,71073) MoKa (A = 0,71073)
Faixa 20 da 2,864 4 53,538 5,816 4 51,5 5,188 & 51,496 4,228 & 54,862
coleta de dados/®
Intervalos de -12<h<10,-18<k -11<h<11,-16<k -12<h<12,-12<k -14<h<14,-26<k
indice <18,-31<1<31 <16,-17<1<17 <12,-20<1<20 <27,-16<1<16
Reflecgoes 49514 34101 32664 25719
coletadas
Reflexdes 14117 [Rine = 0,0436, 6536 [Rint = 0,0501, 6354 [Rint = 0,0858, 12687 [Rint = 0,0299,
independentes Rsigma = 0,0396] Rsigma = 0,0395] Rsigma = 0,0501] Rsigma = 0,0484]
Dados/restricles/ 1 4117721847 6536/44/481 6354/147/337 12687/4/717
parametros
Eﬂze'hor ajuste de 1,024 1,125 1,082 1,087
fndices R finais R; =0,0337, wR, = R; =0,0503, wR; = R;=0,0951, wR; = R;=0,0363, wR; =
[>=20 (I)] 0,0804 0,1136 0,2432 0,0760
indices R finais R; =0,0438, wR, = R;=0,0681, wR,= R;=0,1018, wR,= R;=0,0444, wR;, =
[todos os dados] 0,0864 0,1329 0,2504 0,0880

Maior diferenca
pico/vale / e A3
Pardmetro Flack 0,46(3)

0,57/-0,35 0,95/-0,80 3,61/-1,86 0,50/-0,57




Joao Honorato de Araujo Neto Apéndice

1.26

—

~

“

‘\\
JUL L
Y i
Qe Q
o N (o]

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

&}
o
—_
W
—_
o
=]
W
=]
o

77.16

b-184.22
- 106.23
- 95.85
t——86.89
—-31.76

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

FIGURA A2 - Espectro de RMN *C{*H} do complexo Al (CDCls-d).
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FIGURA A3 - Mapa de contorno *H-'H COSY obtido para o complexo Al (CDClz-d).
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FIGURA A21 — Espectros de massa obtidos para os complexos A1-A4 em um equipamento
MALDI-TOF/MS. O &cido diidroxibenzéico foi utilizado como calibrante.
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MATERIAL SUPLEMENTAR - SERIE B

[Ru(L1)(n%-p-cymene)(PPhs)|BF4 (B1) - Rendimento: 75%; Anal. Calc. for C20H1903CliRu:
exp. (calc) C, 55,22 (54,12); H, 4,22 (4.31) %; Condutividade Molar (S cm? mol™!, CH2Cl,) 0,2;
IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1612 (vC404); 1564 (vC101); 1114 (vC202); 447 (VRu-
0); 289 (VRu-Cl). MALDI-TOF/MS (CH30H/DHB) [M-CI]": 408,99 m/z. '"H RMN (400.132
MHz, CDCl3, 298 K) d(ppm): 8,00 (2H, t, 6, 9); 7,74 (1H, t, 8); 7,57 (1H, t, 7); 7,26 (CDCl3);
6,10 (1H, s, 3); 5,76 (2H, t, e); 5,52 (2H, d, d); 2,98 (1H, m, b); 2,38 (3H, s, g); 1,77 (s, H20)
1,40 (6H, d, @). *C RMN (100.62 MHz, DMSO-de) §(ppm): 197,7 (1C, 1); 183,7 (1C, 4); 171,9
(1C, 2); 136,8 (1C, 7); 133,0 (1C, 10); 131,7 (1C, 8); 128,2 (1C, 5); 127,05 126,9 (1C, 9); 112,9;

101,2 (1C, c); 96,78 (1C, £); 81,4-79,1 (4C, d, e); 77,0 (CDCLz); 31,5 (1C, b); 22,6 (2C, a); 18,9
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[Ru(L2)(n%-p-cymene)(PPh3)|BF4 (B2) - Rendimento: 81%; Anal. Calc. for C2sH2703C1iRu;:
exp. (calc) C, 57,73 (58,65); H, 5,35 (5,32) %; Condutividade Molar (S cm? mol™!, CH>Cl,) 0,9;
IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1612 (vC404); 1564 (vC101); 1189 (vC203); 455 (VRu-
0); 287 (vRu-Cl). MALDI-TOF/MS (CH3OH/DHB) [M-CI]": 477,09 m/z. '"H RMN (400.132
MHz, CDCls, 298 K) o(ppm): 7,93 (2H, t, 6, 9); 7,65 (1H, t, 8); 7,49 (1H, t, 7); 7,26 (CDCl3);
5,73 (2H, d, e); 5,46 (2H, t, d); 5,27 (1H, t, 12); 3,32-3,26 (2H, m, 11); 2,97 (1H, m, b); 2,38
(3H, s, g); 1,80 (3H, s, 14-15); 1,77 (s, H20); 1,65 (3H, d, 14/15); 1,42-1,37 (6H, s, a). *C
RMN (100.62 MHz, CDCl3) 6(ppm): 196,8 (1C, 1); 182,8 (1C, 4); 168,9 (1C, 2); 136,2 (1C,
8); 133,0 (1C, 10); 132,0 (1C, 3); 131,4 (1C, 7); 128,2 (1C, 5); 126,6-126,4 (2C, 6, 9); 126,5
(1C, 13); 122,1 (1C, 12); 100,5 (1C, ¢); 96,79 (1C, f); 82,3-78,4 (4C, d, e); 77,0 (CDCl); 31,6

(1C, b); 26,0 (1C, 14/15); 22,8 (1C, 11); 22,6 (1C, a);18.8 (1C, g); 18,3 (1C, 14/15).
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[Ru(L1)(n%-p-cymene)(PPh3)|BF4 (B3) - Rendimento: 77% Anal. Calc. for C2sH2503CliRu;:
exp. (calc) C, 62,30 (61,59); H, 4,54 (4,61) %; Condutividade Molar (S cm? mol™!, CH>Cl») 0,7;
IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1625 (vC404); 1579 (vC101); 1105 (vC20.); 486 (VRu-
0); 291 (vRu-Cl). MALDI-TOF/MS (CH3OH/DHB) [M-CI]": 511,08 m/z. '"H RMN (400.132
MHz, CDCls, 298 K) d(ppm): 8,30-8,25 (1H, d, 12); 8,03 (1H, d, 6); 7.96; (1H, d, 9); 7,69 (1H,
t, 7); 7,56-7,52 (4H, m, 8, 11, 14, 18); 7,34 (2H, t, 15, 17) 7,26 (CDCl3); 7,23 (1H, t, 16); 5,82
(2H, t, e); 5,52 (2H, t, d); 3,05 (1H, m, b); 2,46 (3H, s, g); 1,59 (s, H20); 1,59-1,48 (6H, s, a).
13C RMN (100.62 MHz, CDCl3) 8(ppm): 195.0 (1C, I); 183,1 (1C, 4); 168,8 (1C, 2); 139,4
(1C, 13); 136,0 (1C, 7); 134,7 (1C, 12); 132,5 (1C, 10); 132,0 (1C, 8); 128,9 (1C, 10); 128,6
(2C, 17, 15); 127,6 (1C, 16); 127,0 (6, 14, 18); 126,4 (1C, 9); 123.0 (1C, 3); 124,4 (1C, 11);

99,9 (1C, ¢); 96,7 (1C, f); 81,9-82,3 (2C, e); 79,9-78,8 (2C, d); 77,0 (CDCL3); 31,6 (1C, b); 22,9
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[Ru(L1)(n%-p-cymene)(PPh3)|BF4 (B4) - Rendimento: 96%; Anal. Calc. for C3sH34FsO2P2Ru;:
exp. (calc) C, 56,18 (55,95); H, 4,47 (4,20) %; Condutividade Molar (S ¢m? mol™!, CH>Cl)
33,4; IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1620 (vC404); 1562 (vC101); 1095 (vC202); 842
(VP-F); 557 (oP-F); 528 (VRu-P); 487 (VRu-O). MALDI-TOF/MS (CH3OH/DHB) [M-(BF4)]":
671,10 m/z. RMN*'P('H) (161.976 MHz, CDCl3, 298 K) §(ppm): 33.57 (s). "H RMN (400.132
MHz, CDCl3, 298 K) 8(ppm): 7,96 (1H, d, 6); 7,81 (1H, d, 9); 7,73 (1H, t, 8); 7,63 (1H, t, 7);
7,46-7,38 (15H, m, o, m, p) 7,26 (CDCl); 6,09, 5,89 (2H, d, e); 5,63 (1H, s, 3); 5,51, 5,41 (2H,
d, d); 2,76 (1H, m, b); 1,95 (3H, s, g); 1,26 (6H, d, a). *C RMN (100.62 MHz, CDCls) §(ppm):
198,2 (1C, I); 183,7 (1C, 4); 170,7 (1C, 2); 137,3 (1C, §8); 134,4, 134,3 (6C, 0); 132,6 (1C, 7);
132,0 (3C, p); 131,3 (1C, 10); 129,6, 129,5 (6C, m); 127,6 (3C, 5);127,4 (1C, 6); 126,5 (1C, 4);
126,1 (1C, 9); 113,9 (1C, 3); 111,7(1C, ¢); 99,6 (1C, f); 88,4 (2C, e); 86,3 (2C, d); 77,0 (CDCl3);

31,5 (1C, b); 22,3 (2C, a); 18,4 (1C, g).
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[Ru(L1)(n%-p-cymene)(PPhs3)|BF4 (BS) - Rendimento: 91%; Anal. Calc. for C43H42FsO3P2Ru;:
exp. (calc) C, 57,78 (58,65); H, 4,79 (4,32) %; Condutividade Molar (S ¢m? mol™!, CH>Cl)
29,3; IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1640 (vC404); 1556 (vC101); 1095 (vC20.); 842
(VP-F); 557 (oP-F); 528 (VRu-P); 489 (vRu-O). MALDI-TOF/MS (CH3OH/DHB) [M-(BF4)]":
739,43 m/z. RMN*'P('H) (161.976 MHz, CDCl3, 298 K) §(ppm): 33,12 (s). "H RMN (400.132
MHz, CDCls, 298 K) 8(ppm): 7,87 (1H, d, 6); 7,79 (1H, d, 9); 7,67 (1H, t, 8); 7,57 (1H, t, 7);
7,46 (6H, m, m); 7,43 (9H, m, o, p) 7,26 (CDCL); 6,00, 5,84 (2H, d, e); 5,57, 5,44 (2H, d, d);
4,93 (1H, t, 12); 3,08 (2H, m, /1); 2,69 (1H, m, b); 1,97 (3H, s, g); 1,73 (3H, s, 14/15); 1,53
(3H, s, 14/15), 1,25 (6H, m, a). *C RMN (100.62 MHz, CDCI3) 8(ppm): 197,4 (1C, 1); 182,7
(1C, 4); 167,8 (1C, 2); 136,6 (1C, §8); 134,4, 134,3 (6C, 0); 132,4 (1C, 7); 132,2 (1C, 13); 131,9
(3C, p); 131,3 (1C, 10); 129,4, 129,3 (6C, m); 127,7 (1C, 5);127,3 (3C, 5); 126,8 (1C, 6); 126,2
(1C, 9); 121.0 (1C, 12); 110,3 (1C, ¢); 99,6 (1C, f); 88,8, 88.5 (2C, e); 86,8, 86.11 (2C, d); 77,0

(CDCls); 31,5 (1C, b); 25,7 (1C, 14/15); 22,3 (2C, a); 22.2 (1C, 11); 18,3 (1C, 14/15); 18,1 (1C,

g).
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[Ru(L1)(n%-p-cymene)(PPh3)|BF4 (B6) - Rendimento: 95%; Anal. Calc. for C4¢HaFsO3P2Ru;:
exp. (calc) C, 60.03 (60.22); H, 5.21 (4.39) %; Condutividade Molar (S cm? mol™!, CHCl)
35,6; IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1631 (vC404); 1537 (vC101); 1095 (vC20,); 844
(VP-F); 557 (oP-F); 526 (VRu-P); 489 (vVRu-O). MALDI-TOF/MS (CH3;OH/DHB) [M-CI]":
773,17 m/z. RMN*'P('H) (161.976 MHz, CDCl3, 298 K) §(ppm): 33,11 (s). "H RMN (400.132
MHz, CDCl3, 298 K) d(ppm): 8,13 (1H, d, 12); 7,89 (1H, d, 6); 7,83 (1H, d, 9); 7,67 (1H, t, 8),
7,60 (1H, t, 7), 7,57 (8H, m, 14-18, o, m, p); 7,35 (11H, m, 14-18, o, m, p); (CDCl3); 6,04, 5.89
(2H, d, e); 5,58 (2H, t, d); 2,74 (1H, m, b); 2,06 (3H, s, g); 1,61 (s, H20); 1,29 (6H, d, a). 1°C
RMN (100.62 MHz, CDCl3) d(ppm): 195,5 (1C, 1); 183,0 (1C, 4); 167,4 (1C, 2); 138,1 (1C,
13); 136,5 (1C, 8); 135,5 (1C, 12); 134,2 (6C, 0); 133,0 (1C, 7); 132,0 (3C, p); 129,5 (6C, m);
129,0 - 126,6 (4C, 10, 5, 15-17); 127,1 (3C, 3, 14, 18); 126,7 (2C, 6,9); 119,6 (1C, 11); 110,4
(1C, ¢); 99,6 (1C, f); 88,8, 88,7 (2C, e); 87,4, 86,3 (2C, d); 77,0 (CDCl3); 31,6 (1C, b); 22,5,

22,2 (2C, a); 18,5 (1C, g).
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[Ru(L1)(n%-p-cymene)(PPh3)|BFs (B7) - Rendimento: 88%; Anal. Calc. for
CisHasCliOsSsRur: exp. (cale) C, 35,03 (3532); H, 3,80 (4,26); S, 21,32 (17,68) %:
Condutividade Molar (S cm? mol!, CH,Cl,) 1,4; IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1629
(vC404); 1550 (vC101): 1359 (5CH3); 1109 (VSOAC202); 734 (vCS): 495 (VRUO): 426 (VRuS).
'H RMN (400.132 MHz, CDCl3, 298 K) 8(ppm): 8,05 (1H, d, 6); 7,96 (1H, d, 9); 7,77 (1H, t,
8): 7,58 (1H, t, 7); 7,26 (CDCls); 6,25 (1H, s, 3); 3,72 (3H, s, 19-24): 3,53 (3H, s, 19-24); 3,49-
347 (6H, s, 19-24), 3,41 (3H, s, 19-24), 3,19 (3H, s, 19-24). RMN (100.62 MHz, CDCl3)
3(ppm): 199,7 (1C, 1): 184,2 (1C, 4): 171,9 (1C, 2): 136,9 (1C, 8); 132,9 (1C, 10); 131,9 (1C,

7); 129,1 (1C, 5); 126,7; 126,7 (1C, 6, 9); 114,8 (1C, 3); 77,7 (CDCls), 48,1-43,7 (6C, 19-24).
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[Ru(L1)(n%-p-cymene)(PPh3)|BFs (B8) - Rendimento: 78%; Anal. Calc. for
CatH31CLiO6SsRur: exp. (calc) C, 42,74 (4120); H, 4,84 (5,10); S, 16,47 (15,71) %
Condutividade Molar (S cm? mol™!, CH.Cl,) 1,7; IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1614
(vC404); 1556 (vC101): 1360 (5CH3); 1110 (VSOAC202); 734 (vCS); 484 (VRUO); 426 (VRuS).
'H RMN (400.132 MHz, CDCl3, 298 K) 8(ppm): 8,02 (1H, d, 6); 8,00 (1H, d, 9); 7,71 (1H, t,
8): 7,52 (1H, t, 7): 7,26 (CDCLs); 5,23 (1H, t, 12); 3,71 (3H, s, 19-1, 24); 3,56 (3H, s, 19-24);
3,49 (6H, s, 19-24), 3,42-3,40 (3H, s, 19-24; 2H, m, 12), 3,14 (3H, s, 11-16); 1,78 (3H, s, 14/15);
1,64 (3H, s, 14/15). RMN (100.62 MHz, CDCls) 8(ppm): 1984 (1C, 1); 183,0 (1C, 4); 168,6
(1C, 2): 136,1 (1C, 8); 132,6 (1C, 10); 131,7 (1C, 3); 131,6 (1C, 7); 128,9 (1C, 5): 128,3 (IC,
13); 126,7, 126,02 (1C, 6, 9); 122,2 (1C, 12); 77,0 (CDCls); 48,0-43,0 (6C, 19-24); 25.8 (1C,

14/15); 22,8 (1C, 11); 18,2 (1C, 14/15).
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[Ru(L1)(n%-p-cymene)(PPh3)|BFs (B9) - Rendimento: 74%; Anal. Calc. for
CasHaoCliOsSsRur: exp. (calc) C, 44,36 (44,61); H, 4,03 (4,52); S, 1635 (14,89) %:
Condutividade Molar (S cm? mol™!, CH>Cl,) 0,9; IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1627
(vC404); 1558 (vC101): 1373 (5CH3); 1107 (VSOAC202); 732 (VCS): 482 (VRuO); 428 (VRuS).
'H RMN (400.132 MHz, CDCls, 298 K) 8(ppm): 8,38 (1H, d, 12); 8,10 (1H, d, 6); 7,95 (1H, d,
9),7,75 (1H, 1, 8); 7,69 (1H, d, 11); 7,60 (1H, t, 7); 7,54 (2H, d, 14, 18); 7,38 2H, t, 15, 17); 7,
28 (1H, m, 16, CDCLs); ); 3,77-3,72 (6H, s, 19-24); 3,56-3,55 (6H, s, 19-24); 3.47 (3H, s, 19-
24),321 (3H, s, 19-24). 3C RMN (100.62 MHz, DMSO-ds) 8(ppm): 196,9 (1C, 1); 183,6 (1C,
), 168,5 (1C, 2): 138,9 (1C, 13); 136,1 (1C, 7), 135,2 (1C, 12); 132,4 (1C, 8); 132,3 (1C, 10)
129.8 (1C, 5); 128,9 (2C, 15, 17); 128,1 (1C, 16); 127,2 (1C, 6); 126,9 (2C, 14, 18); 126,1 (1C,

11); 124,7 (1C, 3); 120,7 (1C, 9); 77,0 (CDCls); 48,1-43,7 (6H, 19-24).
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[Ru(L1)(n%-p-cymene)(PPh3)|BFs (B10) - Rendimento: 89%; Anal. Calc. for
C32H3:CliOsS2P1Ru: exp. (cale) C, 51,32 (52,78); H, 4,13 (4,43), S, 9,08 (8,81) %;
Condutividade Molar (S cm? mol™!, CH.Cl,) 2,4. IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1624
(vC404); 1554 (vC101); 1358 (5CH3); 1116 (vSO/NVC202); 729 (vCS); 462 (VRuO); 528 (VRuP);
428 (vVRuS). RMN*'P('H) (161.976 MHz, CDCl3, 298 K) 8(ppm): 42,90 (s). '"H RMN (400.132
MHz, CDCl3, 298 K) 8(ppm): 7,93 (1H, d, 6); 7,71 (2H, m, 8, 9); 7,54 (9H, m, 7, o, m, p); 7,30
(9H, m, o, m, p); 7,26 (CDCl3); 5,97 (1H, s, 3); 3,57 (6H, s, 19-22); 3,23 (3H, s, 19-22); 3,09
(3H, s, 19-22); 1,67 (s, H20). *C RMN (100.62 MHz, CDCls) &(ppm): 198,8 (1C, I); 183,5
(1C, 4); 171,5 (1C, 2); 136,2 (1C, 8); 134,8, 134,7 (6C, 0); 132,6 (1C, 10); 131,2 (1C, 7); 130,8
(3C, p); 130,3 (1C, 5); 129,8, (1C, s) 129,0 (1C, 5); 128,5, 128,4 (3C, m); 126,4 (1C, 6); 125,8

(1C, 9); 114,3 (1C, 3); 49,8-46,7 (4H, 19-22).
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[Ru(L1)(n%-p-cymene)(PPh3)|BFs (B11) - Rendimento: 90%; Anal. Calc. for
C37H40CL1O5S2P1Ruy: exp. (cale) C, 55,06 (55,80); H, 4,73 (4,45); S, 7,68 (8,05) %.
Condutividade Molar (S cm? mol™!, CH,Cl,) 0,3. IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1610
(vC404); 1548 (vC101); 1357 (8CH3); 1118 (vVSO/NVC20y); 732 (VCS); 480 (VRuO); 528 (VRuP);
430 (vRuS). RMN*'P('H) (161.976 MHz, CDCls, 298 K) 8(ppm): 43.59 (s). '"H RMN (400.132
MHz, CDCl3, 298 K) d(ppm): 7,90 (1H, d, 6); 7,65-7,58 (8H, m, &8, 9, 0); 7,48 (1H, t, 7); 7,26
(CDCly); 7,27 (9H, m, m/p); 5,22 (1H, t, 12); 3,59, 3,54 (6H, s, 19-22); 3,33 (2H, t, 11); 3,18
(6H, s, 19-22); 1,81 (3H, s, 14/15); 1,70 (3H, s, 14/15) 1,64 (s, H,0). *C RMN (100.62 MHz,
CDCl3) o(ppm): 198,0 (1C, 1); 182,5 (1C, 4); 168,7 (1C, 2); 135,6 (1C, 8); 134,7, 134,6 (6C,
0); 132,6 (1C, 10); 131,6 (3C, 13); 131,0 (1C, 7); 130,6 (3C, p); 130,2 (3C, s); 128,8 (1C, 5);
128,4-128,3 (6C, m); 127,5 (1C, 3); 126,4 (1C, 6); 126,2 (1C, 9); 122,6 (1C, 12); 77,0 (CDCl3);

50,0-46,6 (4C, 19-22): 25,9 (1C, 19/22); 22,9 (1C, 11); 22.2 (1C, 11); 18,3 (1C, 14/15).

6 ﬁ 1|1
O 12, 15
\1|3/
14
[Ru(L1)(n%-p-cymene)(PPh3)|BFs (B12) - Rendimento: 87%; Anal. Calc. for

CaoH3sCli0sSaP1Rur: exp. (cale) C, 57,65 (57,86); H, 4,20 (4,61), S, 741 (7,72) %.
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Condutividade Molar (S cm? mol™!, CH.Cl,) 1,6. IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1619
(vC404); 1554 (vC101): 1375 (5CH3): 1114 (VSONC202); 736 (vCS): 482 (VRUO): 530 (VRUP):
428 (vRuS). "H RMN (400.132 MHz, CDCls, 298 K) 8(ppm): 8,27 (1H, d, 12); 7,96 (1H, d, 6)
7,67-7,51 (11H, m, 7-9, o, p); 7,38 (2H, t, 15, 17); 7,29-7,24 (10H, m, 14, 18, 16, m) 7,26
(CDCl3): 3,66, 3,60, 3,26, 3,23 (12H, s, 19/22). 3C RMN (100.62 MHz, CDCl3) §(ppm): 196,2
(1C, I); 182,9 (1C, 4); 168,5 (1C, 2); 139,2 (1C, 13) 135,6 (1C, 7); 134,7 (6C, o) 133,7 (1C,
12): 132,1 (1C, 10); 131,7 (1C, 8); 130,7 (3C, p);130.3 (3C, 5): 129,8 (1C, 5): 128,9 (2, 15, 17);
128,5-128 4 (6C, m); 127.,8 (1C, 16); 126,8 (1C, 6); 126,7 (2C, 14, 18); 1253 (1C, 9); 124,1

(1C, 3); 120,8 (1C, 11); 77,0 (CDCls); 49,5-47,4 (4C, 19/22).
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FIGURA B4 - Mapa de contorno *H-'H COSY obtido para o complexo B1 (CDCI3-d).
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FIGURA B5 - Mapa de contorno da correlagdo *H-'*C HMBC obtido para o complexo B1
(CDCls-d).
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FIGURA B6 - Espectro de RMN H do complexo B2 (CDCls-d).
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FIGURA B7 - Espectro de RMN *C{*H} do complexo B2 (CDCls-d).
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FIGURA B9 - Mapa de contorno da correlagdo *H-*C HSQC obtido para o complexo B2

(CDCls-d).
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FIGURA B10 - Mapa de contorno da correlagio *H-*C HMBC obtido para o complexo B2
(CDCl3-d).
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FIGURA B11 - Espectro de RMN *H do complexo B3 (CDCls-d).
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FIGURA B12 - Espectro de RMN *C{*H} do complexo B3 (CDCls-d).
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FIGURA B13 - Mapa de contorno *H-H COSY obtido para o complexo B3 (CDCls-d).
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FIGURA B14 - Mapa de contorno da correlagio *H-3C HSQC obtido para o complexo B3
(CDClz-d).
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FIGURA B15 - - Mapa de contorno da correlagio *H-3C HMBC obtido para o complexo B3
(CDCl3-d).
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FIGURA B16 - Espectro de RMN H do complexo B4 (CDCls-d).
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FIGURA B17 - Espectro de RMN *C{*H} do complexo B4 (CDCls-d).
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FIGURA B19 - Mapa de contorno da correlacdo *H-*C HSQC obtido para o complexo B4
(CDClz-d).
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FIGURA B20 - Mapa de contorno da correlagio *H-*C HMBC obtido para o complexo B4
(CDCl3-d).
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FIGURA B24 - Mapa de contorno da correlagio *H-3C HSQC obtido para o complexo B5

(CDCls-d).
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FIGURA B25 - Mapa de contorno da correlagdo *H-*C HMBC obtido para o complexo B5
(CDCl3-d).
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FIGURA B29 - Mapa de contorno da correlagio *H-13C HSQC obtido para o complexo B6

(CDClz-d).
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FIGURA B30 - Mapa de contorno da correlagdo H-*C HMBC obtido para o complexo B6
(CDCls-d).
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FIGURA B31 - Espectro de RMN *H do complexo B7 (CDClz-d).
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FIGURA B32 - Espectro de RMN *C{*H} do complexo B7 (CDCls-d).
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FIGURA B33 - Mapa de contorno *H-H COSY obtido para o complexo B7 (CDClsz-d).
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FIGURA B34 - Mapa de contorno da correlagdo *H-3C HSQC obtido para o complexo B7

(CDCls-d).
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FIGURA B35 - Mapa de contorno da correlacdo *H-*C HMBC obtido para o complexo B7
(CDCls-d).
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FIGURA B36 - Espectro de RMN *H do complexo B8 (CDClz-d).
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FIGURA B37 - Espectro de RMN *C{*H} do complexo B8 (CDCls-d).
A A ] A 'm l Il
-2
_ . -3
—_— C
-4
-5
L
-6
-7
—
-
= -8
7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5
ppm

FIGURA B 38 - Mapa de contorno *H-'H COSY obtido para o complexo B8 (CDCls-d).
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FIGURA B39 - - Mapa de contorno da correlagio *H-3C HSQC obtido para o complexo B8

(CDCls-d).
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FIGURA B40 - Mapa de contorno da correlacdo *H-*C HMBC obtido para o complexo B8
(CDCls-d).



Apéndice

- I
[ PS'Eb I
9£'9%,
- 189k | -G I
L3R PLLb fas I
. k iy
e fog o O i -3 I
e J { < . I
ss'€ < 0 | =
95'c U 09 ‘" i __
TLE - 09 o = )
Le J Toen = g &) I
i J = o I
L R - & & g Inuuu\ __
= O o
. ] O
3 - B - 8 “_
8 = o 3 __
()] e o )
C L © m =2 __
[ <2 N - - = c
. o
< < * 9 I
o j = @ e I
o b2'0T1 4 — =% 2 8
- w_A.v LTl 1 = = I
= D p1'921 | o
“E Q. gz, S S ag 8 RE T I m
=~ E | zzeany I | = o S I
o L . [ S — - ke | w C
M 68'871 - & 1H>J >3 I
ol 14
Fg o m_N\. - 1f.1 W __
T cezer’ L 20 e I
S srser| | = & gz 4 1
[ = erogr! - =
o M £6'BET - ‘. | m zZ zZ __
v -2 = I
@ s X o I
=) _—~ [5) b [B)
o b |- O = T I
IR . - B2 o I
~ Q wel——f | R B 09021 L =
.- g g __
L 3 o $ 00921 ~, L& mu I
- , CE oW 6£°921 - = - oo
- ' 85°€81 ——— ' ' I
3 B g 54871 Q I
0 L = o 2 M I
< £6°96T —-—3 < B ¢ I
v R - I o I
-] -] )
o o o __
L L L I



Joao Honorato de Araujo Neto

3.0
-3.5
-4.0
-4.5
-5.0
5.5
-6.0
6.5
-7.0
-7.5

-8.0

-8.5

6.5 5.5
ppm

FIGURA B44 - Mapa de contorno *H-'H COSY obtido para o complexo B9 (CDCls-d).
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FIGURA B45 - Mapa de contorno da correlacdo *H-*C HMBC obtido para o complexo B9

(CDCls-d).

200



Joao Honorato de Araujo Neto Apéndice

e
B
T
&
|
l I
B R <
— 0 m ™M ~
8.0 7.4 6.8 6.2 5.6 5.0 44 3.8 32 2.6 2.0
ppm
FIGURA B46 - Espectro de RMN H do complexo B10 (CDCls-d).
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FIGURA B47 - Espectro de RMN *C{*H} do complexo B10 (CDCls-d).
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FIGURA B48 - Mapa de contorno *H-tH COSY obtido para o complexo B10 (CDCls-d).
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FIGURA B49 - Mapa de contorno da correla¢do *H-*C HSQC obtido para o complexo B10

(CDCls-d).
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FIGURA B50 - Mapa de contorno da correlagio *H-3C HMBC obtido para o complexo B10
(CDCl3-d).
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FIGURA B52 - Espectro de RMN *C{*H} do complexo B11 (CDCls-d).
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FIGURA B53 - - Mapa de contorno *H-'H COSY obtido para o complexo B11 (CDCls-d).
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FIGURA B54 - Mapa de contorno da correlagdo *H-*C HSQC obtido para o complexo B11

(CDCls-d).
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FIGURA B 55 - Mapa de contorno da correlagdo *H-3C HMBC obtido para o complexo B11
(CDCl3-d).
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FIGURA B56 - Espectro de RMN *H do complexo B12 (CDCls-d).
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FIGURA B57 - Espectro de RMN *C{*H} do complexo B12 (CDCls-d).
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FIGURA B58 - Mapa de contorno *H-tH COSY obtido para o complexo B12 (CDCls-d).
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FIGURA B59 - Mapa de contorno da correla¢do *H-*C HSQC obtido para o complexo B12
(CDClz-d).
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FIGURA B60 - Mapa de contorno da correlagio *H-3C HMBC obtido para o complexo B12
(CDCls-d).
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FIGURA B61 - Espectros FT-IR dos complexos B1-B12 (em pastilhas de KBr).
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Tabela B1 - Dados de cristalograficos e parametros de refinamento das estruturas obtidas para
0s complexos B6, B3 e B8.

Apéndice

Complexo B3 B6 B8
Formula Empirica Ca2sH2sCIOsRu CasHaoFsO3P2Ru Ca1H31ClOsRUSs
Massa molecular 546,00 917,79 612,16
Temperatura/K 293(2) 293(2) 293(2)
Sistema Cristalino triclinico monoclinico monoclinico
Grupo espacial P-1 P2:/n P2i/c
alA 8,9972(4) 15,0263(3) 8,8548(3)
b/A 11,0757(4) 14,2166(3) 21,9076(5)
c/A 12,2336(5) 18,5474(3) 13,6228(3)
a/° 81,339(3) 90 90
/e 83,666(3) 90,404(2) 96,699(2)
v/° 78,652(3) 90 90
Volume/A3 1177,52(8) 3962,05(13) 2624,61(12)
Z 1 1 4
Pearcg/cm?® 1,540 1,539 1,549
w/mm? 0,807 0,547 0,971
F(000) 556,0 1872,0 1256,0
Tama”hr?ng% cristal/ 14x011%x004  0477x0327x0,287 0,201 x 0,223 x 0,564
Radiaco Mo Ka (L=0,71073) Mo Ka (A=0,71073) Mo Ka (A = 0,71073)
Faixa 20 da coleta 5,308 to 51,358 5,422 t0 53,998 5,544 to 51,498
de dados/
Intervalos de indice -10<h<10,-13<k< -18<h<19,-18<k< -10<h<10,-26<k<
13,-14<1<14 18,-21<1<23 26,-16<1<16
Refleccoes coletadas 23233 44348 51498
Reflextes 4460 [Rint = 0,0326, 8651 [Rint = 0,0248, 5012 [Rin: = 0,0270,
independentes RSigma = 0,0215] Rsigma = 0,0167] Rsigma = 0,0118]
Dados/restrigGes/par 4460/0/301 8651/295/529 5012/0/297
ametros
Melhor ajuste de F? 1,094 1,144 1,060
indices R finais R1=0,0351, wR2 = R1=0,0471, wR; = R1=0,0579, wR; =
- [1>=20 ()] 0,0897 0,1247 0,1341
Indices R finais R1=0,0425, wR2 = R:1 =0,0612, wR; = R:1 =0,0631, wR; =
[todos os dados] 0,0980 0,1460 0,1399
Maior diferenca 1,01/-0,48 1,31/-0,72 3,76/-1,59
pico/vale / e A
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Tabela B2 - Dados de cristalograficos e parametros de refinamento das estruturas obtidas para

0s complexos B9, B10 e B12.

Complexo

B9 B10 B12
Férmula Empirica C24H29C|06RUS3 C34H38C|OGPRUS3 C40H38C|O5PRUSZ
Massa molecular 646,210 806,31 830,31
Temperatura/K 293(2) 293(2) 293(2)
Sistema Cristalino monoclinico monoclinico monoclinico
Grupo espacial P2i/n P2i/n P2i/c
alA 8,2809(3) 14,6306(3) 12,1272(9)
b/A 20,5621(7) 11,7775(3) 12,0349(7)
c/A 15,3897(7) 21,4135(5) 24,8640(15)
a/° 90 90 90
p/° 98,880(4) 97,695(2) 96,577(7)
v/° 90 90 90
Volume/A? 2589,04(18) 3656,57(15) 3605,0(4)
Z 4 4 4
Pearcg/cm?® 1,658 1,465 1,530
w/mm 0,989 0,758 0,714
F(000) 1317,7 1656,0 1704,0
Tama”hr?]gg oristal/ 199 x 0,343 % 0,498 0,223 x 0,258 x 0,443 0,537 x 0,194 x 0,14
Radiaco Mo Ko (L= 0,71073) MoKa (A= 0,71073) Mo Ka (L =0,71073)
Faixa 20 da coleta 5,28 10 51,5 5,168 to 51,496 5,186 to 51,496
de dados/
Intervalos de indice -12<h<12,-31<k<  -17<h<17,-14<k<  -14<h<14,-14<k<
30,-24<1<22 14,-26<1<26 12,-30<1<30
Refleccoes coletadas 57004 70821 21745

Reflexdes 4938 [Rin = 0,0633, 6980 [Rint = 0,0315, 6889 [Rint = 0,0374,
independentes Rsigma = 0,0592] Rsigma = 0,0143] Rsigma = 0,0420]
Dados/restriges/par 4938/0/347 6980/72/383 6889/0/455
ametros
Melhor ajuste de F? 1,077 1,186 1,262
indices R finais R;=0,0289, wR; = R; =0,0358, wR;, = R: =0,0615, wR, =
[I>=26 (])] 0,0640 0,0720 0,1142
indices R finais R1 = 0,0407, WR; = R1=0,0437, WR; = R: =0,0904, wR; =
[todos os dados] 0,0712 0,0792 0,1311
Maior diferenca 0,60/-0,40 0,38/-0,34 0,58/-0,64
pico/vale / e A
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MATERIAL SUPLEMENTAR - SERIE C

[Ru(Aliz)(C)(n®-p-cymene)] (C1) - Rendimento: 78%; Anal. Calc. for C24H21CliOsRu;: exp.
(calc) C, 56,80 (56,53); H, 4,78 (4,15) %; Condutividade Molar (S cm? mol™!, CHxCl,) 1,4; IR
(KBr, bandas selecionadas, cm™): 1660 (vCsOs); 1612 (vC101); 1517 (8CHs); 1328 (vC303);
1265 (vC404); 441 (VRu-0O). 'TH NMR (400.132 MHz, CDCl3, 298 K) 8(ppm): 8,29 (1H, d, 73);
8,21 (1H, d, 10); 7,72 (2H, m, 11-12); 7,58 (1H, d, 6); 7,53 (1H, s, OH); 7.26 (CDCl); 6,95
(1H, d, 5); 5,68 (2H, d, d); 5,39 (2H, d, e); 3,02 (1H, m, b); 1,58 (H20); 2,36 (3H, s, g); 1,43
(6H, d, @). >*C NMR (100.62 MHz, DMSO-de) §(ppm): 182,2 (1C, 1); 181,2 (1C, 8); 158,4 (1C,
4); 155,9 (1C, 3); 134,2/133,3 (2C, 9, 14); 134,0/133,3 (2C, 11, 12); 127,6/127,7 (2C, 13, 10);
124,9 (2C, 7, 2); 121,3 (1C, 5); 114,9 (1C, 6); 100,4 (1C, ¢); 97,8 (1C, f); 83,5/82,9 (2C, d);

79,8/79,4 (2C, e); 31,2 (1C, b); 22,6 (1C, a), 18,4 (1C, g).
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[Ru(Aliz)(n®-p-cymene)(PPh3)|]PFs (C2) - Rendimento: 93%; Anal. Calc. for
C42H36F604P2Ru;: exp. (calc) C, 56,06 (57,21); H, 4,30 (4,12)%; Condutividade Molar (S cm?
mol™!, CHxCly) 43,0. IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1656 (vCsOs); 1612 (vC101); 1518
(8CH3); 1305 (vC303); 1267 (vC404); 842 (VPF); 528 (VRu-P); 439 (vRu-0). *'P(*H) NMR
(161.976 MHz, CDCls, 298 K) 8(ppm): 35.93 (s). 'H NMR (400.132 MHz, CDCls, 298 K)
S(ppm): 8,33 (1H, d, 73); 8,10 (1H, d, 10); 7,93 (1H, s, OH); 7,87 (1H, t, 12); 7,70 (1H, t, 11);
7,57 (6H, m, m); 7,35 (10H, m, 6, o, p); 7,26 (CDCls); 6,71 (1H, d, 5); 6,20 (2H, d, d); 5,34
(2H, d, e); 2,80 (1H, m, b); 1,84 (3H, s, g); 1,69 (H20); 1,14 (6H, d, a). '*C NMR (100.62 MHz,
DMSO-d¢) d(ppm): 182,1 (1C, 1); 180,5 (1C, 8); 157,2 (2C, 3, 4); 135,0/133,7 (2C, 9, 14);
134,5/133,5 (2C, 11, 12); 134,4 (6C, m); 134,6 (3C, p); 129,0 (6C, 0); 128,1 (3C, s); 127,6 (1C,
13);126,7 (1C, 10); 123,8 (2C, 7, 2); 121,5 (1C, 6); 115,9 (1C, ¢); 115,3 (1C, 5); 100,7 (1C, f);

91,1/89,7 (2C, d); 85,8/84,4 (2C, e); 31,0 (1C, b); 22,2/21,8 (2C, a); 18,3 (1C, g).
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[Ru(Aliz)(n®-p-cymene)(PEt3)|BFs (C3) - Rendimento: 110 mg (89%). Anal. Calc. for
C30H36F604P2Ru;: exp. (calc) C, 49,01 (48,85); 4,74 (4,92) %. Condutividade Molar (S cm?
mol™!, CHxClz) 67,1. IR (KBr, bandas selecionadas, cm™): 1652 (vCsOs); 1614 (vC101); 1516
(8CH3); 1307 (vC303); 1265 (vC4O4); 840 (VPF) 557 (VRu-P); 439 (vRu-O). *'P('H) NMR
(161.976 MHz, CDCls, 298 K) 8(ppm): 33.54 (s). 'H NMR (400.132 MHz, CDCls, 298 K)
d(ppm): 8,29 (1H, d, 13); 8,00 (1H, d, 10); 7,81 (3H, m, 11, 12); 7,63 (1H, d, 6) 7.26 (CDCL);
7,12 (1H, s, OH); 7,05 (1H, d, 5); 6,02/5,95 (4H, d, d, e); 2,65 (1H, m, b); 2,14 (3H, s, g); 1,88
(6H, m, s); 1,70 (H20); 1,32 (6H, t, a); 1,09 (9H, m, £). *C NMR (100.62 MHz, DMSO-ds)
d(ppm): 184,5 (1C, I); 180,5 (1C, §8); 158,4 (2C, 4); 156,6 (1C, 3) 135,1/134,3 (2C, 11, 12);
133,5 (2C, 9, 14); 127,9 (1C, 13); 126,8 (1C, 10); 124,8 (2C, 7, 2); 122,2 (1C, 6); 116,1 (1C,
5); 106,2 (1C, ¢); 96,9 (1C, f); 89,3/88,2/86,5 (2C, d, e); 31,0 (1C, b); 22,2 (2C, a); 17,6 (1C,

2); 15,56 (3C, 5); 7,32 (3C, 1).
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Tabela C1 - Dados de cristalogréficos e parametros de refinamento das estruturas obtidas para
os complexos C1 e C3.

Complexo C1 C3

Férmula Empirica C24H21C|O4RU C3oH36Fs04P2RU
Massa molecular 509,949 737,60
Temperatura/K 296,15 293(2)

Sistema Cristalino monoclinic monoclinic

Gropo espacial P2i/c P2i/c

alA 14,9870(6) 8,3925(6)

b/A 7,9444(3) 29,3799(18)

c/A 17,9927(6) 12,9331(9)

a/° 90 90

pre 107,795(1) 102,510(7)

v/° 90 90

Volume/A3 2039,77(13) 3113,2(4)

z 4 4

Peaicg/cm® 1,661 1,574

wmm 0,929 0,677

F(000) 1028,1 1504,0
Tamanho do cristal / mm?® 0,21 x 0,18 x 0,12 0,402 x 0,165 x 0,095
Radiacéo Mo Ka (A= 0,71073) Mo Ka (A =0,71073)
Faixa 2@ da coleta de dados/° 2,86 to 51,4 5,162 to 51,494
intervalos de indice -19§h§19,—1(i§k§9, -23<1< -10<h<10, -35155k§34,-1551§
Reflecgoes coletadas 17137 26231
Reflexdes independentes 3876 [Rint = 0,0358, Rsigma = 0,0365] 5954 [Rint = 0,0521, Rsigma = 0,0456]
Dados/restricbes/parametros 3876/108/300 5954/161/431
Melhor ajuste de F? 1,084 1,130

indices R finais [I>=2c (I)] R =0,0339, wR, = 0,0866 R; =0,0809, wR, = 0,1761
indices R finais [todos os dados] R1=0,0440, wR; = 0,0946 R1=0,1160, wR, = 0,2080
g\/laior diferenca pico/vale / e A- 1,39/-0.45 0,59/-0.49
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Figura C1 - Espectro de RMN H do complexo C1 (CDCls-d).
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Figura C2 - Espectro de RMN C{*H} do complexo C1 (CDCls-d).

180

ol

Figura C3 - Mapa de contorno *H-H COSY obtido para o complexo C1 (CDCls-d).
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Figura C4 - Mapa de contorno da correlagdo ‘H-*C HSQC obtido para o complexo C1
(CDCls-d).
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Figura C5 - Mapa de contorno da correlagdo *H-3C HMBC obtido para o complexo C1
(CDCls-d).
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Figura C9 - Mapa de contorno da correlagdo *H-13C HSQC obtido para o complexo C3
(CDCls-d).
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Figura C10 - Mapa de contorno da correlagdo *H-*C HMBC obtido para o complexo C2

(CDCls-d).
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Figura C11 — Espectro de RMN H do complexo C3 (CDCls-d).
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Figura C12 - Espectro de RMN 3C{*H} do complexo C3 (CDCls-d).
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Figura C14 - Mapa de contorno da correlagdo H-*C HSQC obtido para o complexo C3

(CDCls-d).

Figura C15 - Mapa de contorno da correlagdo ‘H-3C HMBC obtido para o complexo C3

(CDCls-d).
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