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RESUMO

“Produtos naturais e derivados, complexagcdo com o ruténio visando
aumento da atividade citotoxica.”

Este trabalho envolve a sintese e caracterizacdo de trés novas séries
de complexos de ruténio contendo acido galico e derivados, acidos cindmicos e
acido salicilico e derivados, uma vez que estes ligantes apresentam propriedades
bioldgicas interessantes. Todos os ligantes sdo produtos naturais sintéticos e
podem ser encontrados diariamente na dieta alimentar. O interesse em estudar
estas trés seéries de ligantes é devido ao poder antioxidante que alguns destes
produtos naturais apresentam. Assim, complexos de formula geral [Ru(O-
O)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(O-O)(dppe),]JPFs onde O-O = acido galico e
derivados, acidos cindmicos e &cido salicilico e derivados (bipy = 2,2’-
bipiridina, dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano e dppe = 1,2-
bis(difenilfosfina)etano). Todos os complexos sintetizados foram caracterizados
por condutividade molar, anélise elementar, espectroscopia de absor¢cdo na
regido do infravermelho, espectroscopia de absor¢cdo na regido do UV-visivel,
espectrometria de massa, ressonancia magnética nuclear de *'P{*H}, voltametria
ciclica e de pulso diferencial, e para alguns complexos, raios X de monocristal.
A avaliacdo do potencial biologico dos complexos de ruténio com as diferentes
séries dos ligantes foram avaliados: o coeficiente de particdo, a atividade
antioxidante, estudo morfologico, ensaio clonogénico nas linhagens MDA-MB-
231 e L929, a atividade citotdxica nas linhagens tumorais MDA-MB-231, MCF-
7 e A549, e nas linhagens ndo-tumorais de camundongo e hamster L929 e V79,
respectivamente. Os ensaios de viabilidade celular apresentam resultados
promissores, indicando uma maior citotoxidade dos complexos na linhagem
MDA-MB-231 em relacdo as outras linhagens tumorais. Além disso, 0s
complexos sintetizados com formula geral [Ru(O-O)(dppe),]PFe, apresentam os
menores valores de 1Csq em relacdo aos complexos de formula geral [Ru(O-
O)(dppb)(bipy)]PFs, em todas as linhagens celular estudadas. Os estudos da
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interacdo dos complexos, com a albumina sérica bovina (BSA), foram
realizados, e 0s compostos apresentam interacdo de moderada a forte com a
proteina, sendo que os complexos contendo duas bifosfinas dppe apresentam

valores de constante menores em relacéo a serie de complexos derivados [Ru(O-
O)(dppb)(bipy)]PFs.
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ABSTRACT

“Natural products and derivatives, complexation with ruthenium targeting
Increased cytotoxicity activity”

This work involves the synthesis and characterization of three new
series of ruthenium complexes containing gallic acid and derivatives cinnamic
acid and salicylic acid and derivatives, as these ligands exhibit interesting
biological properties. All ligands are synthetic and natural products can be found
in the daily diet. The interest in studying these three ligands series is due to the
antioxidant power that some of these natural products present. Thus, complexes
of formula [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs and [Ru(O-O)(dppe),]PFs . where O-O =
gallic acid and derivatives, cinnamic acid and salicylic acid and derivatives
(bipy = 2,2'-bipyridine, dppb = 1,4-bis(diphenylphosphino)butane and dppe =
1,2-bis(diphenylphosphino)ethane). All the synthesized compounds were
characterized by molar conductivity, elemental analysis, absorption spectra in
the infrared, absorption spectroscopy in the UV-visible region, mass
spectrometry, nuclear magnetic resonance *'P {*H}, cyclic voltammetry and
differential pulse, and for some complexes, X-ray crystallography. The
evaluation of the biological potential of ruthenium complexes with different
series of ligands were evaluated: the partition coefficient, the antioxidant
activity, morphological study, clonogenic assay in MDA-MB-231 and L929,
cytotoxic activity in tumor cell lines MDA MB-231, MCF-7 and A549, and non-
tumor cell lines of mouse and hamster V79 and L929, respectively. Cell viability
assays show promising results, indicating a greater cytotoxicity of the
complexes in MDA-MB-231 line with respect to the other tumor cell line.
Furthermore, the complexes of general formula [Ru(O-O)(dppe),]PFs exhibit the
values lowest of 1Cs, in compared on the complexes of the general formula
[Ru(O-0O)(dppb)(bipy)]PFs in all the cell line studied. Studies of the interaction

of the complexes with bovine serum albumin (BSA), were performed, and

XX



compounds have moderate to strong interaction with the protein, and the
complexes containing two dppe biphosphinas have smaller constant values in

relation the complexes of the series [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFe.
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Capitulo 1

INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

As mudancas demogréaficas que o Brasil e 0 mundo vém sofrendo
sdo consequéncias do desenvolvimento na urbanizacdo populacional, na
industrializacdo e na ciéncia e tecnologia. Estas caracteristicas, juntamente com
0 novo estilo de vida leva a sociedade a exposicao, ainda mais intensa, a fatores
de risco préprios do mundo contemporaneo’. Todos estes fatores, mudanca
demografica e transformacdo da qualidade de vida da sociedade, geram uma
nova perspectiva no perfil de mortalidade no pais. Atualmente as doencas
infectocontagiosas, que na década de 60 se encontravam como a principal causa
de morte no pais, perdem em importdncia para as doengas cronicas
degenerativas. Dentre as doencas cronicas degenerativas que mais matam
encontram-se em primeiro lugar as doencas cardiovasculares seguidas pelo
cancer'. Estimativas mundiais apontam que houve 16,6 milhdes de novos casos
de cancer no mundo no ano de 2014 As estimativas também preveem que o
cancer continuara crescendo nos paises em desenvolvimento e principalmente
em paises desenvolvidos, caso medidas preventivas ndo forem aplicadas.
Acredita-se que em 2030, havera 21,4 milhdes de casos novos e 13,2 milhdes de
mortes por cancer, em consequéncia do crescimento e do envelhecimento da
populacdo, bem como da reducdo na mortalidade infantil e das mortes por

doencas infecciosas em paises em desenvolvimento™**,

1.1.Céancer

Céancer é 0 nome dado a um conjunto de doencas que se caracteriza
por uma populacdo de células que cresce e se divide sem respeitar os limites
normais crescimento, devido a perda do controle da proliferacdo celular. O
crescimento celular ndo contido pode invadir e destruir tecidos adjacentes,
podendo se espalhar para lugares distantes no corpo, através de um processo
chamado metéstase. O cancer afeta pessoas de todas as idades, mas o maior

risco de cancer aumenta com o acréscimo da idade’.


http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Divis%C3%A3o_celular
http://pt.wikipedia.org/wiki/Met%C3%A1stase

Geralmente o céncer surge de uma Unica célula (somatica ou
germinativa) que sofre mutagdo, multiplica-se e suas descendentes acumulam

outras mutacdes, que somadas ddo origem a uma célula tumoral® (FIGURA 1).

As células tumorais diferem das células normais por um conjunto
de caracteristicas fenotipicas tais como: autossuficiéncia em sinais de
crescimento, resisténcia a sinais inibitorios de crescimento, resisténcia a morte
celular, permitindo a imortalidade replicativa e a induc&o de angiogénese ’ Essas
caracteristicas permitem o crescimento tumoral e sdo comuns tanto a tumores
benignos quanto malignos. No entanto, somente os tumores malignos possuem a

capacidade de invadir tecidos e 6rgdos distantes, levando & metastase®.

A EVOLUGAO DO CANCER

| INICIAGAO | IDESENVOLVIMENTOI | PROGRESSAO | [ cancer || metastase |

1-40 ANOS

FIGURA 1: Esquema representativo da evolucdo do cancer (adaptado de Richard Béliveaus e
Denis Gingras)

Por décadas, agentes quimioterapicos e radiacdo ionizante tem sido
os tratamentos mais utilizados na eliminacdo do cancer primario. Apesar de
estas terapias oferecerem substancial beneficio e algumas curas, a incidente
recorréncia tumoral € um problema resultante do desenvolvimento da resisténcia
aos quimioterapicos, por parte das células tumorais. Quando existe a

possibilidade de retirada do tumor, a cirurgia € o tratamento mais adequado.

Portanto, a busca de compostos capazes de tratar e eliminar as
células tumorais resistentes deve ser reforcada’. Normalmente os agentes

quimioterapicos antineoplasicos atuam de forma ndo-especifica, lesando tanto



células malignas, quanto normais, particularmente as células de rapido
crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema imunologico.
Isto explica parte dos efeitos colaterais da quimioterapia: nauseas, perda de

cabelo e maior susceptibilidade a infeccdes ™.

O cis-[diamindicloroplatina(ll)], cis-[PtCI>,(NH3),], denominado
como cisplatina, foi o primeiro composto inorganico utilizado na clinica no
tratamento do cancer. Antes da descoberta do cisplatina, o envolvimento de
compostos inorganicos contendo metais na medicina, era muito limitada, pois
sempre estavam associados a intoxicacdes. Aproximadamente ha quatro décadas
este perfil vem sendo modificado em relacdo ao cancer, principalmente apos a
descoberta das propriedades anticancerigenas do cisplatina, por Rosemberg™ e

sua equipe no final dos anos 60*2 e seu uso clinico iniciado em 1978".
1.2.Cisplatina

O composto cis-[Pt(NH5),(Cl),] foi sintetizado pela primeira vez
por Michele Peyrone, em 1845 e ficou conhecido como sal de Peyrone'. A
estrutura deste composto foi deduzida por Alfred Werner em 1893 e em 1965,
Barnett Rosenberg, da Universidade do estado de Michigan, descobriu
acidentalmente o efeito do cisplatina sobre o crescimento da Escherichia coli
durante um experimento utilizando um campo elétrico™, Seu interesse foi
despertado para algo que ndo estava relacionado aos objetivos do seu
experimento, quando observou que as bacterias apresentavam crescimento
totalmente irregular e filamentoso, de forma inesperada, e paravam de se dividir,
ou seja, a divisdo celular da E. coli foi inibida. Apos extensivas analises e varias
tentativas de explicar o fendmeno, Rosenberg e colaboradores identificaram que
a causa da inibicdo da divisdo bacteriana estava associada a um composto
contendo grupos amina, e platina. Os eletrodos usados para gerar o campo
elétrico eram de platina, e 0 meio de cultura continha cloreto de amonio.
Durante as experiéncias uma parte dos eletrodos de platina dissolvia-se no meio

de cultura formando o cisplatina™®.



Hoje, quase 40 anos apds sua aprovacdo pela agéncia norte
americana, Food and Drug Administration (FDA), como um quimioterapico
antineoplasico, o cisplatina é ainda um dos melhores medicamentos para o
tratamento de cancer, no mundo®®. Ele é responséavel por cerca de 90% de casos
de cura do cancer testicular em homens e desempenha um papel importante no
tratamento contra alguns tipos de cancer, como o de cabeca, de ovario, o cancer
cervical, de bexiga, colo do Gtero, melanoma e linfomas®®. Estima-se que 50-
70% dos pacientes com cancer no mundo sdo tratados com o cisplatina'’ e os
compostos derivados da platina, sdo usados para tratar de 40 a 80% dos
pacientes com cancer, confirmando a importancia destes compostos para o
tratamento da doenca, além de encorajar a busca por novos farmacos mais
eficientes™. Estes derivados da platina surgiram da necessidade de compostos
menos tdxicos, com menor efeito colateral. Assim, os analogos ao cisplatina que
deram origem a uma nova geracdo de metalofarmacos sdo a carboplatina,
oxaliplatina, nedaplatina, lobaplatina e heptaplatina e suas estruturas quimicas
estdo representadas na FIGURA 2. Todos estes sdo complexos de platina(ll), e

sdo os metalofarmacos mais difundidos mundialmente para o tratamento do
16, 19, 20
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FIGURA 2: Estruturas dos compostos de platina(ll) mais comercializados no mundo que sao
cisplatina (1), carboplatina (2); oxaliplatina (3); nedaplatina (4); lobaplatina (5); e
heptaplatina (6).

cancer

O mecanismo de acdo proposto para o cisplatina se da através da
interacdo com o DNA?®. Estudos mostram que os cloretos presentes na esfera de
coordenacdo do metal sofrem hidrolise quando este se encontra dentro da celula

onde a concentracdo de ions cloreto (4 mmol/L) é 25 vezes menor que na



corrente sanguinea (100 mmol/L)*. Este aquo-composto dentro da célula pode
reagir com carbonatos e fosfatos, de maneira mono ou bidentada, com
nitrogénios ou enxofres presentes em proteinas e também com as bases
nitrogenadas do DNA (FIGURA 3)%.
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FIGURA 3: Hidrdlise do cisplatina e adutos intrafita e interfitas entre cisplatina e as bases do
DNA®,

1.3.Complexos metalicos na medicina

Todo o sucesso do uso do cisplatina e seus analogos como
antitumorais desempenhou um papel importante no estabelecimento no campo
da quimica inorganica, na busca, descoberta e desenvolvimento de novos
medicamentos™. Isto tem despertado grande interesse no desenvolvimento de
novos complexos metalicos para diagnosticar e/ou tratar doencas, incluindo
diabetes, Alzheimer e cancer . A FIGURA 4 é a ilustracdo de alguns dos
compostos inorganicos desenvolvidos e utilizados com sucesso no tratamento e
diagnosticos de algumas doencas, sendo que muitos outros compostos

inorganicos sdo utilizados para o tratamento das mais variadas enfermidades®.
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FIGURA 4: Alguns compostos com metais utilizados na terapia e diagnostico de doencas
humanas®*.

Os antineoplasicos, organicos e/ou inorganicos, utilizados
atualmente na clinica, apesar da eficiéncia no tratamento, também possuem
algumas desvantagens. Este € o caso do cisplatina, que apresenta alta eficiéncia
no tratamento de diversos tumores, mas efeitos colaterais como ototoxicidade,
neurotoxicidade, nefrotoxicidade e mielosupressdao, que representam uma
limitacdo a sua utilizacdo, alem de resisténcia adquirida a droga apds
determinado tempo de administracdo®®. Assim, diversos pesquisadores tém
direcionado suas pesquisas para a obtencdo de compostos organicos e
inorganicos mais ativos e com menor efeito colateral, que os disponiveis no
mercado. Os compostos inorganicos apresentam algumas vantagens em relacdo
aos organicos devido a facilidade na arquitetura da molécula e na sintese dos
compostos. Uma das alternativas para a obtencdo de compostos inorganicos
mais eficazes que os derivados da platina, € a modificacdo dos ligantes ao redor
do metal, como por exemplo, ocorreu com a nova geracdo dos compostos da
propria platina. Outra possibilidade que vem sendo utilizada é a troca do centro
metalico, podendo trazer possiveis vantagens em relacdo aos compostos de
platina, tais como: presenca de sitios de coordenacdo adicionais; alteracdes na

afinidade do ligante pelo metal e da cinética de substituicdo; mudancas no



estado de oxidacdo; possibilidade de utilizacdo na terapia fotodindmica que é

caracteristica por apresentar baixos, ou de nenhum efeito toxico 2%

Muitos metais tem sido investigados no desenho de novas
moléculas como candidatos a farmacos, tais como Au(lll), Ti(1V), Ga(lll),
Cu(ll), Rh(ID), Ru(H/11), etc, sendo que alguns destes entraram ou ja
terminaram as fases de ensaios clinicos iniciais. Contudo, 0s complexos mais
promissores como agente antitumorais, candidatos a quimioterapicos em testes
clinicos sdo os complexos de Ru(I11)*°. Complexos de ruténio possuem varias
vantagens em relacdo a outros metais. Os beneficios da sua utilizagdo como um
potencial fArmaco incluem: a geometria de coordenacdo octaédrica, em contraste
com a geometria quadrado-planar de complexos platina (Il), implicando uma
reatividade e modo de atuacdo diferentes do cisplatina; versatil troca de ligante
com uma cinética de substituicdo comparavel ao da platina; facil acesso aos
estados de oxidagdes 2+, 3+ e 4+ em condicgOes fisioldgicas e a capacidade do
ruténio de imitar ferro na ligacdo com biomoléculas (moléculas presentes no
soro humano como albumina, transferrina e outras proteinas), o que torna 0s

agentes basaeados no ruténio menos téxico do que os farmacos de platina® *.

1.4.Ruténio

Complexos de ruténio apresentam atualmente uma nova perspectiva
no tratamento do céncer. Alguns apresentam atividade antitumoral superior ao
cisplatina, assim como uma menor toxicidade®. Entre eles encontra-se 0
composto conhecido como ICR - [ImH][trans-RuCl,(Im),] (Im = imidazol). O
ICR apresenta interessantes propriedades antitumorais em modelos animais,
inspirando assim a sintese de novos compostos similares a ele, como € o caso do
KP1019 [indH][trans-RuCly(ind),] (ind = indazol) que estd em fase | de testes

clinicos®,

Estudos pré-clinicos com o KP1019 apresentaram atividade

promissora contra células de tumores coloretal in vitro e in vivo em carcinoma



de colo MACS5A, que é resistente aos quimioterapicos®. O KP1019 é
considerado uma pré-droga, porque inibe o desenvolvimento do tumor apos a
sua reducdo para Ru(ll), dada as condicdes hipdxias (auséncia de oxigénio)

dentro das células tumorais®.
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FIGURA 5: Vias de reducdo de compostos de Ru(ll1), dentro e fora da célula **.

Estudos mostraram que este composto sofre hidrdlise em solugéo
aquosa semelhante ao cisplatina, de modo que o DNA tem sido considerado
como um dos alvos biolégicos do KP1019% *. Investigando suas interacdes
com o DNA, foi observado que o mesmo interage de maneira semelhante ao
cisplatina, mas com uma intensidade menor em termos de liga¢des cruzadas, na

ordem de 15 vezes menos que as interacdes com cisplatina®.

Também analogo ao ICR, outro complexo que esta sendo estudado
é o complexo Na[trans- RuCl,(imH)(dmso)] (imH = imidazol) conhecido como
NAMI (acronimo para New Anti-tumor Metastasis Inhibitor). O NAMI ¢é ativo
contra carcinoma de Lewis pulméo, melanoma B16 e carcinoma mamario MCA

e possui um efeito anti-metastatico néo apresentado pelo cisplatina®"*,

O primeiro complexo de ruténio a entrar em ensaios clinicos foi o
NAMI-A, [ImH]{trans-[RuCl,(ImH)(DMS0)]}***". NAMI-A é um derivado do
NAMI, e a diferenca entre eles é a substituicdo do fon sddio (Na*) pelo imidazol

(ImH"). Estes complexos apresentam uma baixa toxicidade, ndo mostrando



atividade na inibicdo do crescimento de tumores primarios, ou seja, ndo exibem
citotoxicidade contra células tumorais in vitro, mas sim in vivo. Além disso,
estes complexos apresentam efeitos antimestasticos in vitro afetando a
mobilidade das células tumorais®*"*8. O NAMI-A completou a fase 11 dos testes

clinicos no Instituto de Cancer da Holanda 3%,

Igualmente ao KP1019, estudos de estrutura/atividade demonstram
que a atividade bioldgica do NAMI-A, estd relacionada com liberacdo
progressiva de um ou mais ions cloretos. Ainda ndo esta comprovada se o centro
de Ru(lll) sofre reducdo® mas observa-se um aumento da atividade
antimetastatica do NAMI-A na presenca de redutores bioldgicos*’. Também nao
esta esclarecido se estes compostos exercem sua ac¢ao por interacdo direta com o
DNA, mas sabe-se que a alta toxicidade do mesmo esta relacionada com extenso
dano a0 DNA™. A FIGURA 6 representa as estruturas quimicas dos principais
complexos de ruténio que j& passaram ou estdo em ensaios clinicos e pré-

clinicos.
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FIGURA 6: Estruturas quimicas representativas de alguns complexos de ruténio que
apresentam atividade antitumoral®.

Do mesmo modo que complexos de ruténio(lll), complexos de
ruténio(ll) também tem apresentado potencial como metalofarmacos. Os
compostos de Ru(ll) possuem maior habilidade de troca de ligantes
abandonadores (i.e. cloretos), sugerindo a contribuicdo para sua maior atividade

em testes in vitro, quando comparado aos complexos de ruténio(lll).



Estudos recentes com complexos de ruténio(ll) com arenos vem
ganhando destaque® uma vez que os ligantes areno estabilizam o ruténio no
estado de oxidacdo (I1) e conferem a este um carater hidrofébico diferente do
observado para os compostos de Ru(lll). O RAPTA-T e RM175 (FIGURA 7)
sdo dois exemplos de areno-complexos utilizados como agentes anticancer e que

se encontram em estagios pré-clinicos.

O RAPTA-T, que foi desenvolvido por Dyson e Lausanne, é um
organometalico do tipo “piano stool”, com a presenca do ligante PTA (1,3,5-
triaza-7-fosfoadamantano). O ligante PTA confere caracteristicas biologicas ao
complexo RAPTA-T para ser ativado em ambiente hipdxico em tumores
sélidos*?. O complexo possui baixa citotoxicidade, mas apresenta uma maior
citotoxicidade em células tumorais do que em células sadias. Mas o0 interessante
é que estudos preliminares sugerem que este complexo tem a habilidade de
modular o citoesqueleto celular diminuindo a capacidade das ceélulas tumorais

nos processos de migracdo e metéastase®,*.
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FIGURA 7: Estrutura quimica de RM175 e RAPTA-T**,

Nos Gltimos anos alguns pesquisadores vém iniciando uma nova
vertente na pesquisa de complexos metalicos, no desenho racional de

metalofdrmacos como agentes anticancer.

O grupo do professor Eric Megger utiliza o metal na “arquitetura”
de novas drogas. Meggers utiliza a classe de alcaldides indolocarbazol (por
exemplo, estaurosporina — inibidor natural de proteinas quinase) para inibir

seletivamente a proteina quinase de células tumorais*. A proposta central do



trabalho é utilizar como composto modelo a molécula orgénica estaurosporina
uma vez que muitas proteinas do tipo quinase estdo relacionadas com processos
de metastase e apoptose. Assim o0s complexos de ruténio sintetizados por
Meggers mostraram que a regido bioativa da molécula apresenta poucas
alteracbes estruturais em relacdo a molécula de estaurosporina. Alguns
compostos sintetizados apresentaram maior atividade que a molécula de
estaurosporina e 0 mecanismo de acdo destes complexos foram estudados
juntamente com a elucidacdo estrutural dos mesmos, por difracdo de raios X,
indicando que o complexo de ruténio se liga ao sitio ativo da enzima quinase
Pim-1*. O mecanismo de acdo proposto para os complexos deste tipo é a
inibicdo da atividade enzimatica da proteina quinase Pim-1, estd relacionada a

vérios tipos de cancer, como por exemplo, o de prostata®™ *°.
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FIGURA 8: (a) Estrutura de estaurosporina destacando a parte ativa da molécula na inibicao
de proteinas quinases. (b) Complexos modelos de ruténio areno, que podem variar de acordo
com o grupo R. (c) Estrutura cristalografica mostrando o complexo de ruténio ligado a
proteina quinase tipo Pim-141.

Na ultima década o nosso grupo de pesquisa (LERCI), vem
investindo no desenvolvimento racional de novos candidatos a metalofarmacos,
principalmente a base do ion metélico ruténio. Foram sintetizados diversos
complexos variando-se diferentes ligantes fosfinicos, bipiridinicos e outros
ligantes de interesse biolégico gerando uma gama de trabalhos com resultados

bastante satisfatorios *” #8490,



Os dados de ICso da TABELA 1 apresentam os resultados de alguns
destes complexos, no qual € possivel observar uma melhora significativa na
atividade citotoxica quando comparado aos farmacos de referéncia, cisplatina
(inorgénico) e doxorrubicina (organico). Pode-se observar também que quando
se substitui um ou mais ions cloretos nos complexos precursores cis-
[RuCl2(bipy)(dppb)], cis-[RuClz(bipy)(dppp)] e cis-[RuClx(bipy)(dppe)], por
ligantes que possuem alguma atividade bioldgica, ha um aumento significativo

da citotoxicidade.

TABELA 1: Valores de ICsy (umol L™) de alguns complexos de ruténio contra a linhagem
tumoral MDA-MB-231.

complexos 1Cs complexos 1Cs
cis-[RuCly(bipy)(dppb)] 31,30 cis-[RuCl(bipy)(dppp)] 14,4
[Ru(dmpm)(bipy)(dppb)]PFs* 0,52 [Ru(pyS)(dppp)(bipy)]PFe 0,62
cc-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs>* 1,90 cis-[RuCla(bipy)(dppe)] 15,8
[RuCI(Im)(dppb)(bipy)]PFs *° 1,56 cis-[Ru(dmpm)(bipy)(dppe)] ** 0,14
[RuCly(alo),(PPhs),]*° <0,78 ct-[RuCI(CO)(fen)(dcpe)]PFs>* 0,25
cisplatina 2,44 [RuCI(AcpyBz)(dppb)] * 0,40
Doxorrubicina 3,67 [RUCI(AcpyBzNO,)(dppb)] *° 0,80
Onde: bipy = 2,2’-bipiridina, fen = 1,10-fenntrolina, dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano, dppf = 1,1’-
bis(difenilfosfina)ferroceno, dppe = = 1,2’-bis(difenilfosfina)etano, dcpe = 1,2-bis(diciclohexilfosfina)etano,

dmpm = 4,6-dimetil-2-mercaptopirimidina, Im = imidazole, alo = allopurinol, pyS = 2-mercatopiridina, AcpyBz
= S-benzil-N-(2-acetilpiridina) ditiocarbazato; AcpyBzNO2 = S-p-nitrobenzil-N-(2-acetilpiridina)ditiocarbazato.

Um trabalho publicado pelo grupo em 2011 apresenta a sintese e
caracterizacdo de um complexo de ruténio contendo o produto natural
mangiferina, que € o principal componente da formulacdo farmacéutica com
nome fantasia de Vimang®>'. A mangiferina (FIGURA 9) é extraida da
Mangifera. indica (manga comum) e encontra-se descrito na literatura que
Vimang® apresenta atividades imunoestimulante, anti-inflamatdria, antioxidante
e antineoplasica®®. Estudo realizado com o0 extrato aquoso das cascas da
Mangifera indica, demonstraram que este € um poderoso sequestrador de
radicais hidroxil e acido hipocloroso, exerce efeito inibitorio sobre a

peroxidacdo de fosfolipidios em cérebro de ratos e inibicdo de danos no DNA.



Além destas caracteristicas, apresenta propriedades de protecdo contra a
producéo de especies reativas de oxigénio, sendo mais ativo que as vitaminas C
e E e B- caroteno®
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FIGURA 9: Esquema da reacdo da mangiferina com o aqua complexo [RuCls(dppb)H,O].
Ensaios preliminares da viabilidade celular contra células de cancer
de mama MDA-MB-231 do complexo com mangiferina, trans-
[RuCl,(dppb)(mang)], e da mangiferina livre foram realizados. Os dados
mostram que a mangiferina até 200 umol L™ ndo apresentou atividade citotoxica

contra a linhagem de cancer de mama, enquanto que o complexo apresentou um



ICso em torno de 6 pmol L™, como pode ser observado no gréfico da FIGURA

10.
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FIGURA 10: Gréafico de % células vivas em funcdo da concentracdo do complexo trans-
[RuCl,(dppb)(mang)] e da mangiferina livre.

Deste modo, acredita-se que os produtos naturais, assim como seus
complexos metélicos, mostram boas perspectivas para a obtencdo de potenciais
farmacos com atividades antitumorais. A possibilidade de modificacdes
estruturais através de reacOes planejadas pode favorecer a formacdo de

complexos estaveis, e mais ativos que o produto natural livre.

1.5. Produtos Naturais

O uso de plantas medicinais para o tratamento de muitas doencas
est4 associado & medicina popular de diferentes partes do mundo®. As primeiras
descri¢cbes sobre plantas medicinais feitas pelo homem remontam as sagradas
escrituras e ao papiro de Ebers™, e estes conhecimentos veem se aprimorando e
se propagando desde nossos antepassados, quando o homem procurava pela cura

de doencas através do consumo de ervas, bagas, raizes e cascas de arvores>.

O Brasil possui uma farmacopeia popular muito variada baseada em
plantas medicinais, resultados de uma miscigenacdo cultural, envolvendo
africanos, europeus e indigenas com introducdo de especies exoticas pelos
colonizadores e escravos. Além disso, 0 pais possui uma grande diversidade

vegetal, aproximadamente 55 mil espécies de plantas superiores™.



Assim, a fitoterapia é a maneira de utilizacdo de plantas para o
tratamento e prevencdo de doencas. Estas plantas sintetizam, através de seu
metabolismo primario, diversos nutrientes e metabolitos ativos, e, por meio do
metabolismo secundario, substéancias com acdo farmacologica denominadas de
principios ativos. As plantas adquirem fundamental importancia na medicina
popular devido as suas propriedades terap@uticas®’. A importancia historica das
substancias ativas obtidas de plantas como protétipo para o desenvolvimento de
farmacos € incontestdvel. A descoberta das atividades bioldgicas destas
substéncias ndo representou apenas 0 surgimento de novos grupos de
medicamentos, mas possibilitou também a identificacdo de novas intervencées

terapéuticas®.

No ultimo século houve um grande avanco na pesquisa de produtos
naturais, principalmente no campo da oncologia, propiciando a descoberta de
diversas substancias utilizadas atualmente na terapéutica antineoplasica. Nas
ultimas decadas, 60% dos farmacos antineoplasicos utilizados na quimioterapia

do cancer tem sua origem nos produtos naturais>’-*

, como pode ser observado
na TABELA 2. Estes medicamentos movimentam anualmente um mercado de

cerca de 60 bilhdes de dolares®:.

TABELA 2: Produtos naturais ou farmacos derivados de plantas utilizados na terapia do
A 61
cancer’".

Farmaco Fonte Alve Molecular Indicacgédo terapéutica
Vimblastina (1), Catharanthus roseus  Tubulina/ Microtibulos  Leucemia linfoblastica
vincristina (2), aguda; cancer de
vindesina (3) e testiculo; doenca de
vinorelbina (4) Hodking
Paclitaxel (5) e Taxus brevifolia Tubulina/ Microttbulos Céncer de mama

docetaxel (6)

Podofilotoxina (7) Podophyllum peftatum Topoisomerase Il Cancer de Pulmio,
ovario e testiculo;
Leucemia Linfocitica

Aguda;

Camptotecina (10) Camptotheca Topoisomerase | Céncer de colon
accuminata

Etoposideo (8) e
teniposideo (9)

Topotecano (11) e
irinotecano (12)



Portanto, produtos naturais vém apresentando novas oportunidades
no desenvolvimento de medicamentos contra o cancer, sendo que algumas
destas moléculas interferem nas vias apoptoticas, que frequentemente estdo
bloqueadas ou alteradas em células tumorais. Sendo assim, é crescente o
interesse da industria farmacéutica no desenvolvimento de novos compostos

derivados de produtos naturais®".

1.6. Agentes antioxidantes

Um agente antioxidante é uma molécula capaz de inibir a oxidacao
de outra moléecula, ou seja, durante uma reacdo quimica de oxidacdo o agente
antioxidante (redutor) transfere elétrons ou hidrogénio, a um agente oxidante®.

E qual a importancia de um agente antioxidante?

Nos Gltimos anos, estudos vém demonstrando a importancia de uma
dieta rica em vegetais e frutas na prevencdo de doencas crbnicas e
degenerativas. Tais doencas como mal de Parkinson, doenca de Alzheimer,
doencas cardiovasculares, reducdo do sistema imune e cénceres, podem estar
associados a um aumento de radicais livres gerados durante uma disfuncdo nos

processos metab6licos®.

Os radicais livres podem ser definidos, entdo, como moléculas ou
fragmentos moleculares, que contém um ou mais elétrons desemparelhados em
seu orbital atdmico ou molecular®. Este elétron ndo emparelhado confere um
grau de reatividade para o radical livre. Entre os radicais livres, os derivados de
oxigénio representam a classe mais importante das espécies reativas geradas em
sistemas vivos® e a mitocondria é a principal fonte geradora de radicais livres
por meio da cadeia transportadora de elétrons. Em condices fisiologicas, cerca
de 85 a 90% do oxigénio (O,) € consumido na mitocondria pela cadeia
transportadora de elétrons, os restantes 10% a 15% sdo utilizados por diversas

enzimas oxidases e oxigenases®.
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Com a reducdo univalente do O, catalisado por enzimas e com a
participacao dos ions ferro e de cobre séo gerados os radicais superoxido (Oze),
hidroxila (OHe¢) e o peroxido de hidrogénio (H,O,) (FIGURA 11). O H,0,,
apesar de ndo ser um radical livre, por ndo ter um elétron desemparelhado na sua
ultima camada eletrdnica, € uma espécie com alto potencial reativo, pois
participa da reacdo de geracdo do radical OHe. Este possui uma forte acéo
deletéria, constituindo um dos radicais livres mais reativos, pois pode alterar
qualquer estrutura celular que se encontre proxima. Alem disso, 0 O, pode
reagir com o radical livre 6xido nitrico (NOe), gerando a espécie reativa de
nitrogénio, peroxinitrito (ONOQ), tambem potencialmente reativa (FIGURA
11).

1) O+ 4e + 4H —» 2H,0 + energia
2)0,+e —» 0,
3) 20,"+ 2H" =% H,0,
4) Fe*/Cu” + H,O—» OH + OH + Fe™/Cu™
5) H,0, + O, &% OH" + OH + 0,
6) O, + NO"—¥ ONOO’
FIGURA 11: Formacdo mitocondrial de radicais livres via cadeia transportadora de elétrons.

Assim, além das espécies reativas de oxigénio (o anion radical
super6xido (0,"), o peréxido de hidrogénio (H,0.), o oxigénio singlete (*O,"), o
radical hidroxila (HO") e os radicais peroxila (RO, e alcoxila (RO), outras
especies reativas do sistema bioldgico séo estudadas como: espécies reativas de
nitrogénio (o 6xido nitrico (NO), diéxido de nitrogénio (NO",), cloreto de nitrila
(NO,CI) e o peroxinitrito (ONOQ)), os radicais derivados de tidis (RS"), as
especies reativas de cloro, de carbono e complexos de metais de transicéo,

principalmente Fe, Cu, Mn e Cr®.

No organismo, os radicais livres exercem diferentes papeéis, atuando
como mediadores da transferéncia de elétrons em varios processos bioquimicos,
como na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,

sinalizacdo intercelular e sintese de substancias biolégicas importantes®,
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Entretanto, um descontrole na producdo destas espécies no organismo apresenta
efeitos deletérios, tais como danos ao DNA, proteinas e organelas celulares,
como mitocondrias e membranas, provocando alteragfes na estrutura e funcoes

celulares e, dessa forma, se encontram envolvidos em diversas doengas®’.

Para eliminar o excesso de radicais livres 0 organismo possue
sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos de defesas, que sdo capazes de
regenerar, ou prevenir os danos oxidativos, exercendo seu papel como
antioxidante. Além destes, substancias com habilidade de sequestrar radicais
livres podem ser obtidas de fontes externas, como alimentos e bebidas. Quando
0s antioxidantes produzidos pelo corpo sdo insuficientes para combater o0s
radicais livres produzidos pelo organismo, este sofre acGes degenerativas através

do disturbio conhecido como estresse oxidativo.

A formacéo de radicais livres no organismo ocorre via endogena,
pela acdo catalitica de enzimas nos processos de transferéncia de elétrons
durante o metabolismo celular (mitocéndrias, peroxissomas, NADPH oxidase,
etc), ou por exposicdo a fatores exdgenos, como radiacdo gama e ultravioleta,

0z6nio, quimioteréapicos e xenobidticos® (FIGURA 12).

Alguns produtos naturais, tais como tiois, acido ascérbico e
polifendis sdo conhecidos por serem potentes antioxidantes. Estas moléculas
interrompem as rea¢des em cadeia, eliminando os radicais livres intermediarios
e inibindo outras reacdes de oxidacéo.

Os estudos sobre radicais livres e o desenvolvimento de novos
métodos para avaliacdo de atividade antioxidante (AA) tém aumentado
consideravelmente nos ultimos anos. As descobertas do efeito deletério dos
radicais livres sobre as células e sua relagdo com certas doencas, agindo como
causador ou agravante, impulsionou a busca por novas substancias capazes de

prevenir ou minimizar os danos oxidativos as células vivas.
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FIGURA 12: Fontes e respostas celulares as Espécies Reativas (ER)®.

Assim comparando os antioxidantes naturais com as biomoléculas

que protegem o sistema bioldgico do estresse oxidativo, acredita-se que estas



moléculas podem prevenir ou reduzir a extensdo do dano oxidativo. A sua
relacdo com a prevencdo de diversas doencas tem despertado grande interesse
pela comunidade cientifica®’.

Estudos realizados com diversos compostos contendo ligantes
antioxidantes coordenados a diferentes ions metéalicos vém possibilitando a
construcdo de protetores mais eficazes ao stress oxidativo®™. Com a coordenagio
€ possivel arquitetar compostos capazes de interagir com regifes mais
hidrofilicas e / ou hidrofobicas especificas dos componentes celulares, alem de
interagir com os diferentes tipos de radicais livres, implicando na aplicacdo de
complexos de metalicos na prevencdo do processo de carcinogénese. Testes
antioxidantes preliminares com complexos metalicos indicam que eles podem
facilitar a eliminacdo do excesso de ROS, e, assim, restaurar o equilibrio redox
nas células e 6rgdos danificados ®° ™.

Sendo assim, a juncdo da capacidade redox ativa, tanto do ion
metéalico como do ligante organico, em um complexo, ¢ uma abordagem
promissora na busca de agentes terapéuticos capazes de interagir com as

espécies reactivas toxicas do meio bioldgico através de diferentes mecanismos’*.

Neste trabalho foram estudados produtos naturais sintéticos
derivados do acido galico, acidos cinamicos e acido salicilico (FIGURA 13).
Estes ligantes foram escolhidos, pois algumas destas moléculas apresentam em
comum a capacidade de inibir a formacéo de radicais livres, ou seja, sdo agentes
antioxidantes, devido a presenca de grupos fenois disponiveis na molécula.
Sendo assim estes compostos poderiam atuar como um quimiopreventivo além

de um quimioterapico.
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FIGURA 13: Estrutura molecular representativa das séries do acido galico, acidos cinamicos e
acido salicilico, respectivamente.
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2. OBJETIVOS
Objetivo Geral: O projeto teve como objetivo principal sintetizar e

caracterizar complexos formados entre os produtos naturais, acido galico, acido
cindmico e acido salicilico, com ion metélico de ruténio, os quais foram

estudados quanto as suas atividades citotoxica.

Para alcancar o objetivo geral, foram cumpridos 0s seguintes objetivos

especificos:

1) Sintese e caracterizacdo dos complexos de ruténio com produtos naturais

comerciais ou modificados;

2) Estudo do efeito da interacdo dos complexos e seus ligantes com a

proteina sérica bovina, BSA,
3) Avaliacéo do efeito antioxidante dos complexos e seus ligantes;

4) Ensaios de citotoxidade in vitro em células tumorais de mama humano
(MDA-MB231, MCF-7), tumorais de pulméo humano (A549) e células de
fibroblasto de camundongo (L929) e hamster chinés (V79) dos produtos

naturais livres e dos respectivos complexos de ruténio;

5) Ensaios clonogénicos de alguns compostos nas linhagens MDA-MB231 e
L929.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Procedimento Experimental

Neste capitulo estdo descritos os materiais utilizados, as sinteses e
caracterizacdes dos compostos de ruténio com ligantes sintéticos e naturais.
Além disso, os procedimentos dos ensaios biologicos realizados com o0s

mesmaos.
- SINTESE DOS PRECURSORES
- Sintese de [RUCl,(PPh;);]"

O complexo foi sintetizado segundo descrito por WILKINSON e
STEPHESON™. Em um baldo de duas bocas contendo 100 mL de metanol
previamente deaerado foram dissolvidos 0,50 g (1,75 mmol) de RuCls.nH,0. A
solucdo resultante foi refluxada por 15 minutos sob atmosfera de argonio. A
solucéo foi entdo resfriada e 2,87 g (10,85 mmol) de trifenilfosfina (PPh3) foram
adicionados. A mistura reacional foi novamente refluxada por 3 horas e apés o
resfriamento um sélido marrom cristalino foi obtido, o qual foi separado por

filtracdo e lavado com metanol e seco a vacuo. Rendimento = 1,83 g (100%).
- Sintese de [RuCl,(dppb)]x(p.-dppb)™

O complexo foi preparado segundo procedimento descrito por
BRESSAN e RIGO™. Em um baldo de duas bocas, contendo 130 mL de hexano
deaerado foi dissolvido 0,70 g (1,07 mmol) de [RuCl,(PPhs);]. Em seguida,
adicionou-se 0,60 g (1,40 mmol) de 1,4bis-(difenilfosfino)butano (dppb). A
reacdo permaneceu sob agitacao, refluxo e atmosfera de argbnio por 6 horas. Em
seguida, filtrou-se o precipitado verde formado e lavou-se 0 mesmo com hexano

e este foi seco sob vacuo. Rendimento = 95% (0,85 Q).
- Sintese de cis-[RuCl,(dppb)(bipy)]”™

Em um baldo de duas bocas contendo 100 mL de tolueno deaerado
foram dissolvidos 1,50 g de [RuCl,(dppb)].(M»-dppb) (0,92 mmol) e 0,29 g de
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bipy (1,85 mmol). Estes permaneceram sob refluxo em atmosfera inerte por 48
horas. Em seguida, o precipitado vermelho formado foi filtrado, utilizando-se
um funil de placa porosa, lavado com tolueno para a retirada de excesso de

fosfina livre (dppb) e hexano e seco a vacuo. Rendimento: 0,60 g (86 %)
- Sintese de cis-[RuCl,(DMSO0),]"”

O complexo foi sintetizado segundo procedimento descrito por
WILKINSON et al”. Em um baldo de duas bocas, adicionou-se 1,00g (3,52
mmol) de RuCls;.nH,O em dimetilsufoxido (5mL) e a mistura foi refluxada por
15 minutos. O volume foi reduzido pela metade e em temperatura ambiente
adicionou-se 20 mL de acetona, formando um precipitado amarelo. O
precipitado foi filtrado e lavado com acetona e éter etilico (3 x 5 mL cada

solvente) e seco a vacuo. Rendimento: 0,6 g (60 %).
- Sintese de cis-[RuCl,(dppe),]™

O complexo foi sintetizado segundo procedimento descrito por
BAUTISTA et al.”® . Em um baldo de duas bocas misturou-se 0,50 g (1,03
mmol) de cis-[RuCl,(DMSO),] com 0,86g (2,16 mmol) de 1,2-
bis(difenilfosfina)etano (dppe) em 15 mL de diclorometano deaerado. A reacao
foi mantida em agitacdo por 5 horas em temperatura ambiente e em seguida o
volume foi reduzido e adicionou-se hexano para precipitar. O precipitado foi
lavado com hexano (3 x 5 mL) e cristalizado em uma mistura de CH,CI, :
hexano (1:6) apos 12 horas a -5°C. Rendimento: 0,35 g (70 %)

- SINTESES COM ACIDO GALICO E DERIVADOS

- Sintese do [Ru(O-0)(dppb)(bipy)]PFs onde O-O = acido gélico
e derivados

Em um baldo de duas bocas contendo 15 mL de CH,Cl,/MeOH
(70/30%), foram dissolvidos 0,66 mmol do ligante com 0,66 mmol de EtsN. Em
seguida, adicionou-se 0,05 g (0,07 mmol) de [RuCl,(dppb)(bipy)] e apds 20

minutos 0,012 g (0,66 mmol) de KPFs. Apds 3 horas de reacdo o CH,Cl, foi
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evaporado ocorrendo a precipitacdo do composto. Para melhorar o rendimento, 1
mL de H,O foi adicionado. O composto foi filtrado, lavado com &gua e hexano e
seco a vacuo. Rendimento: [Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs = 0,059 g (94%);
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs = 0,061 g (92 %); [Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFs =
0,067 g (89%).

- Sintese do [Ru(O-O)(dppe),]PFs onde O-O = &cido galico e

derivados

Em um bal&o de duas bocas, contendo 5mL de metanol e 25 mL de
CH,Cl,, foram dissolvidos 0,52 mmol do ligante com 0,52 mmol de EtzN. Em
seguida, 0,05 g (0,52 mmol) de cis-[RuCl,(dppe),] e 0,095 g (0,52 mmol) de
KPFs. Apos 8h de reacdo o CH,CI, foi evaporado ocorrendo a precipitacdo do
composto. Para melhorar o rendimento, 1 mL de H,O foi adicionado. O
composto foi filtrado, lavado com agua e hexano e seco a vacuo. Rendimento:
[Ru(ABz)(dppe).]PFs = 0,056 g (93 %); [Ru(AG)(dppe).]PFs = 0,058 g (92 %);
[Ru(AGM)(dppe),]PFs = 0,061 g (88 %).

- SINTESES COM ACIDOS CINAMICOS

- Sintese de [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs onde O-O = acidos
cinamicos

Reacdo no escuro: Em um baldo de duas bocas contendo 15 mL de
metanol foram dissolvidos (0,95 mmol) do ligante com 0,070g (0,93 mmol) de
[RuCl,(dppb)(bipy)] e 0,017g (0,93 mmol) de KPF¢. Em seguida, 0,038g (1,86
mmol) de AgCIO, foi adicionado. Apos 10 minutos todo o solvente da reacéo
foi seco e o composto foi solubilizado em CH,Cl,. O precipitado formado
(AgCl, KCIO,) foi filtrado em celite e a solucdo filtrada foi reduzida e em
seguida adicionou-se hexano. Deixou-se por uma hora na geladeira e o
precipitado formado foi filtrado e lavado com agua e hexano gelado. Os
composto foram seco a vacuo. Rendimento: [Ru(a-metcn)(dppb)(bipy)]PFe =
0,055g (62 %); [Ru(4-metoxicn)(dppb)(bipy)]PFs = 0,059g (63 %); [Ru(3,4-
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metoxocn)(dppb)(bipy)]PFe = 0,068g (72 %); [Ru(3,4-
dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs = 0,049g (94 %); [Ru(4-hidroxcn)(dppb)(bipy)]PFe
=0,047g (90 %).

- SINTESES COM ACIDO SALICILICO E DERIVADOS
- Sintese do [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs onde O-O = acido

salicilico e derivados.

Em um baldo de duas bocas contendo 30 mL de EtOH/CH,CI,
(70/30%), foram dissolvidos 0,104 mmol do ligante com 0,090 mmol de Et;N.
Em seguida, adicionou-se 0,10 g (0,104 mmol) de [RuCl,(dppb)(bipy)] e apods
20 minutos 0,012 g (0,66 mmol) de KPFs. Apos 6 horas de reacdo, o CH,CI, foi
evaporado ocorrendo a precipitacdo do composto em EtOH. Para melhorar o
rendimento, 1 mL de H,O foi adicionado. O composto foi filtrado, lavado com
agua e hexano e seco a vacuo. Rendimento: [Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs = 0,070
g (89%); [Ru(AmSal)(dppb)(bipy)]PF¢ = 0,071 g (92 %);
[Ru(ADiSal)(dppb)(bipy)]PFs = 0,080 g (82%).

- Sintese do [Ru(O-0)(dppe).]PFs onde O-O = acido salicilico e
derivados

Em um baldo de duas bocas contendo 50 mL de EtOH/CH,CI,
(70/30%) foram dissolvidos 0,104 mmol do ligante com 0,090 mmol de Et3N.
Em seguida, adicionou-se 0,10 g (0,104 mmol) de cis-[RuCl,(dppe),] e apds 20
minutos 0,012 g (0,66 mmol) de KPFg. Apds 20 minutos de reacdo, o CH,Cl, foi
evaporado ocorrendo a precipitacdo do composto em EtOH. Para melhorar o
rendimento, 1 mL de H,0O foi adicionado. O composto foi filtrado, lavado com
agua e hexano e seco a vacuo. Apds seco, o complexo foi solubilizado em
CH,CI, e filtrado em celite. A solucdo filtrada foi reduzida e em seguida
adicionou-se hexano para formacéo do precipitado. Deixou-se por uma hora na
geladeira e o precipitado formado foi filtrado e lavado com agua e hexano
gelado  Rendimento:  [Ru(ASal)(dppe),]JPFs = 0,105 g (87%);
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[Ru(AmSal)(dppe).]PF¢ = 0,099 g (80%), [Ru(ADiSal)(dppb)(bipy)]PFs = 0,111
g (90%).

Materiais e Métodos
- Obtencéo da atmosfera de Argonio

Todos o0s procedimentos experimentais foram realizados sob
atmosfera de argonio, de procedéncia AGA, para evitar a presenca de oxigénio e
umidade. O gas é conduzido por uma coluna com silica gel e em seguida por
uma coluna com catalisador BTS — R — 3 — 11 (Fluka Chemika), aquecida a

60°C, para eliminacéo de oxigénio.
- Solventes

Os solventes organicos utilizados neste trabalho foram submetidos a
purificacio prévia, segundo os métodos usuais’’. O DMSO deuterado
(Mallincrokdt) foi utilizado como fornecido, assim como o solvente deuterado
CDCl; (Aldrich).

- Reagentes quimicos em geral

Perclorato de tetrabutilamonio (PTBA), de procedéncia Fluka, foi
utilizado na preparacdo de solucdes 0,1 mol.L™ em diclorometano, com a
finalidade de ser usado como eletrélito suporte para os procedimentos de estudo
eletroquimico. Os ligantes trifenilfosfina (PPhg), 1,4-bis(difenilfosfina)butano
(dppb), 1,2- bis(difenilfosfina)etano (dppe), acido galico, acido benzoico, acido
salicilico e derivados, acido p-coumarico (4-hidroxcn) e acido caféico (3,4-
dihidroxcn) assim como, RuCl;.xH,O séo de procedéncia Aldrich; O ligante
acido gélico acetilado (AGM) foi sintetizado e cedido pelo professor Anténio
Carlos Severo Menezes da Universidade Estadual de Goias (UEG), assim como

os ligantes &cido galico e acidos cindmicos.
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Técnicas Experimentais
- Anélise Elementar (C, He N)

A determinacdo do teor de carbono, hidrogénio, nitrogénio e
enxofre, para todos os compostos sintetizados foram realizados em um
analisador CHN modelo EA 1108 da FISONS, no laboratorio de analise

elementar do departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos.
- Condutividade Molar

As medidas de condutividade foram feitas utilizando um aparelho
Meter Lab., modelo CDM230. As solucgdes foram preparadas em diclorometano,

dimetilsulfoxido ou acetona na concentragdo de 1 x 10° mol L™
- Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Os espectros vibracionais de absorcdo na regido do infravermelho
foram obtidos utilizando-se o espectrofotdomero BOMEM MICHELSON FT
MB-102, na regido compreendida entre 4000 e 240 cm™. As amostras sélidas
foram diluidas com KBr (Brometo de Potassio mantidos em estufa a 120°C) e

preparadas minutos antes das analises.
- Espectroscopia de absorcéo eletrénica UV-Vis

Os espectros na regido do ultravioleta e visivel foram obtidos em
um espectrofotdmetro de arranjo de diodo da Hewlett Packard, modelo 8452A
ou Cary 500 de duplo feixe, Varian. Os espectros foram obtidos em solugdes de
n-octanol e em vérias diluicdes, partindo de 1,0x10°° mol L™. Utilizou-se celas
de quartzo com caminho otico de 1 cm e 4 mL de capacidade.

Para determinar o valor de Log P, os valores do coeficiente de
absortividade molar (¢) foram obtidos em n-octanol através do grafico de
Absorbéncia vs concentracdo dos complexos, seguindo a Lei de Beer, como
descrita na equacéo 3.1.

A=eb.c (3.1)
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Onde:
- A = absorbancia;
- ¢ = concentracdo (mol L™);

- b = caminho ético da cubeta (cm).
- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *'P{"H}

As medidas de Ressonancia Magnética Nuclear de *'P {*H} foram
executadas em um espectrometro BRUKER DRX 400 MHz (400,13 MHz para
1H; 161,98 MHz para *'P pertencentes ao Departamento de Quimica da

Universidade Federal de S&o Carlos).
- Voltametria Ciclica e Voltametria de Pulso Diferencial

As medidas de eletroquimica (voltametria ciclica e voltametria de
pulso diferencial) foram feitas utilizando-se o potenciostato/ galvanostato
Electrochemical Analizer, modelo BAS 100B. Foi utilizado uma célula
eletroquimica de vidro, com capacidade de 10 mL para registro dos
voltamogramas. Utilizou-se eletrodos de trabalho e auxiliar de Pt e Ag/AgCI
como eletrodo de referencia. Perclorato de tetrabutilamdénio (PTBA) foi usado
como eletrdlito suporte (10° mol L™ em CH,Cl,, DMSO ou DMF). Os
voltamogramas foram registrados na regido entre -1,5 e 1,5 V. Os potenciais
anodicos (E,) e catddicos (E,) foram determinados diretamente dos
voltamogramas sendo o potencial redox (EY2) obtido pela média aritmética dos

potenciais (Eya € Epc).
- Difracdo de Raios-X

Todas as estruturas foram resolvidas no Grupo de Cristalografia do
Instituto de Fisica de Sdo Carlos/USP pelos professores doutores Eduardo

Ernesto Castellano e Javier Ellena.

Para a resolucdo das estruturas cristalinas foi utilizado um
difratbmetro automéatico NONIUS KAPPA CCD utilizando radiacdo da linha K

o do molibdénio (0,71070 A). As estruturas foram resolvidas com o programa
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SHELXS 97 (SHELDRICK, 1997) usando métodos diretos, sucessivos mapas
de Fourier-Diferenca permitiram a localizacdo dos atomos ndo hidrogénios.
Excetuando-se os atomos de hidrogénio, todos os demais foram refinados
anisotropicamente. Os refinamentos foram feitos pelo método dos minimos
quadrados atraves do programa SHELXL 97 (SHELDRICK, 1997). Detalhes
especificos sobre coleta de dados e os parametros para cada complexo séo

fornecidos nos apéndices apropriados.
- Espectrometria de massa - Analises MALDI-TOF

As analises foram realizadas no equipamento MALDI-TOF
Autoflex Speed (Bruker) utilizando o protocolo interno de preparacdo de
amostra para analise’®. As amostras foram preparadas utilizando a matriz: acido
sinapinico. O protocolo consiste na mistura de 1 pL de uma solugéo saturada da
respectiva matriz MeOH/H,O (50:50) + 0,1%TFA com 1 pL da solucdo da
amostra em acetonitrila. 0,5 pL foi aplicado na placa AnchorChip para ser

analisada.

A aquisicdo dos dados foi realizada no modo reflectron com o0s

seguintes parametros:

lon Source 1 - 19.00 kV:; lon Source 2 - 16.80 kV: Lens - 7.9 kV;
Reflector - 21kV; Reflector 2 — 9.35kV ; Pulsed lon Extraction - 130ns; Mass
Range - 500 - 2500Da; Laser Frequency - 500Hz; Detector Gain 5.6x.

Ainda para a aquisicéo, utilizamos os padroes de calibracédo Peptide
Calibration Standard (Bruker).

- Determinacéo da atividade antioxidante através do método de

seqiiestro de radicais livres (DPPH?e)

A atividade antioxidante foi determinada através da capacidade dos
compostos antioxidantes presentes nas amostras em sequestrar o radical estavel
DPPH- . Foi preparada uma solugdo metandlica de DPPHe a 0,04 mg mL™, de

forma a apresentar absorbancia em 517 nm. Os experimentos foram realizados
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em triplicata em uma microplaca opaca de 96 pocos. Em cada cavidade da placa
foi adicionado 190 pL da solu¢ao de DPPH e 10 pL da solu¢ao do composto em
DMSO. O controle foi feito com 190 uL. de DPPH e 10 pL de DMSO. Para
comparacdo foi utilizado o acido galico como solucdo padrdo. As solucGes
estoques do complexo (200 umol L™) foram diluidas até a concentragéo final de
1,56 pmol L™. As medidas de absorbancia referente a reducdo do radical do
DPPH foram realizadas atraves do fluorimetro SpectraMax M3 em diferentes
tempos (3, 6, 10, 20 e 30 min) a 25°C.

- Determinacéao da Lipofilicidade (log P)

Lipofilicidade é a tendéncia de um composto em interagir com
membranas biolédgicas (parte lipofilica da membrana) ou permanecer em fase
aquosa (regiao hidrofilica). Estes parametros sdo calculados através do Log P ou
coeficiente de particdo, que é um pardmetro fisico-quimico que estima O

comportamento de uma substancia em meio bioldgico.

Para mimetizar a interface membrana lipidica e citosol dos sistemas
vivos 0 sistema imiscivel octanol/agua é o mais utilizado, pois apresenta uma
boa aproximacéo do particionamento membrana/citosol. Sendo assim, o valor de
Log P é definido como a razdo entre a concentragdo do composto na fase
organica (octanol) e sua concentragdo na fase aquosa, em um sistema em
equilibrio®.

Os ensaios foram realizados utilizando um sistema octanol como
fase organica e agua na fase aquosa e o Log P foi determinado pelo método
shake flash®!. Os ligantes e seus respectivos complexos foram solubilizados em
750 pL de n-octanol e 750 pL de &gua, e permaneceram em agitacdo em 1000
rpm por 24 horas a 27°C. Em seguida as amostras foram centrifugadas por 5
minutos a 500 rpm. As fases foram separadas e a concentracdo do complexo foi

determinada na fase organica e aquosa por UV-Vis. Os experimentos foram
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realizados em triplicata e o valor do Log P foi calculado pela Equacdo 3.2 a

sequir:
Log P =1log (C,/Cyp) (3.2)

onde, C, e C, sdo as concentracdes molares do complexo na fase

organica e aquosa, respectivamente.
- Avaliacéo da Citotoxicidade

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizadas as linhagens de
celulas tumorais de adenocarcinoma humano de mama MDA-MB-231 (ATCC
HTB-26) e MCF-7 (ATCC HTB-22), carcinoma de pulméo A549 (ATCC CCL-
185) e Flibroblasto de camundongo L929 (ATCC CCL-1) e de pulméo de
Hamster Chinés V79 (ATCC CCL-93), gentilmente doadas pelo Prof. Dr.
Michel Crépin (INSERM U553, Franca) e pelas Prof. Dra. Elisangela Lacerda
(UFG- Goiania) e Profa. Dra. Denise Crespin (UNIFRAN - Franca).

As células foram cultivadas como cultura de monocamada aderente
em meio DMEM, ou RPMI, suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10%.
Penicilina e estreptomicina (100 pg/mL) usados como antibioticos e fungizona.
As culturas foram mantidas a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de
CO..

Para a realizacdo dos ensaios de citotoxicidade, as células foram
tripsinizadas para a contagem e ajuste da concentracdo de células. Em seguida
semeou-se as células em placas de cultura de 96 pocos (esteril) (densidade de
células 1,5 x 10%). As placas foram armazenadas em estufa (37°C / 5% CO,) por
24 h para a adesdo celular. Apds este tempo, os complexos em diferentes
concentracdes foram adicionados a placa, e a mesma foi novamente mantida na

estufa por 24, 48 e/ou 72 horas.

ApOs este periodo retirou-se todo o meio de cultura das placas e
lavou-se cuidadosamente duas vezes com PBS (estéril) e em seguida adicionou-

se 50 puL de MTT (0,5 mg/mL). As palcas foram mantidas em estufa por um
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periodo de 3-4 horas e em seguida adicionou-se isopropanol para solubilizar os
cristais formados. Neste periodo de incubacdo, o MTT ¢é reduzido pela
dehidrogenase mitocondrial e assume que a viabilidade celular (correspondente
a atividade redutiva) é proporcional a producéo de cristais de formazan (violeta)
que, apos solubilizado, ¢ medido espectrofotometricamente. A densidade Optica
(absorbéancia dos pocos) foi medido em um leitor de microplacas a 540 nm. Para
verificar o efeito do solvente DMSO, controles adicionais receberam 0,5% deste

solvente.

Células Complexo MTT Isopropanol 540 nm

+ -+ +
M g’ ” g v g -I—I_
24h 24-72h 3h 30 min

FIGURA 14: Representacao do ensaio de proliferacao.

- Estudos de interacdo com a BSA

O estudo de interacdo dos complexos sintetizados com a BSA foi
realizado por meio da medida de supressdo da fluorescéncia dos residuos
triptofano. Para isso foi empregado uma solucdo 2,0 pmol L™ de BSA em
tampéo trizma pH 7,4. A extincdo da intensidade de emissdo dos residuos de
triptofano em 340 nm (comprimento de onda de excitacdo 280 nm) foi
monitorada utilizando os complexos como supressores em diferentes

concentracdes (2-100 pmol L™), solubilizados em DMSO.

Os experimentos foram realizados em triplicata empregando uma
placa opaca de 96 pocos. Em cada pogo foram adicionados 180 puL de BSA e 20
uL de solucdo do complexo de 200 a 0,78 pmol L. As medidas foram
efetuadas em um fluorimetro SpectraMax M3 nas seguintes temperaturas: 22,
27, 32 e 37°C. Como néo existe na literatura experimentos de interacdo com a
BSA utilizando placas foram realizados dois ensaios para a valida¢do do mesmo.
O primeiro ensaio foi utilizando uma mesma placa onde se manteve a

concentracdo da BSA e variou-se a concentracdo dos compostos. Esta placa foi
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avaliada nas diferentes temperaturas 22, 27, 32 e 37 °C. O segundo experimento
foi preparando a placa para cada temperatura de analise, sendo que 0sS
compostos e BSA encontravam-se na temperatura desejada antes de adiciona-los
na placa e feito a leitura (igual a uma titulacdo). As duas formas mostram que
ambos 0s experimentos ndo apresentam diferencas significativas nos valores das
constantes obtidas e possuem o mesmo comportamento. Além disso, observa-se
que o primeiro experimento onde se mantém a mesma placa e varia-se a
temperatura apresentam valores de erros baixos. Os dados desta validacdo

encontram-se no apéndice.
-Morfologia celular

Para a realizacdo dos ensaios as células tumorais MDA-MB-231 e
células ndo tumorais de camundongo L929 foram mantidas em crescimento e
preparadas contadas e semeadas em placas de culturas de 12 pocos (1x 10°
células / poco). As celulas foram mantidas em estufa a 37 °© C em 5% de CO,
durante 24 horas para a adesdo celular e em seguida, tratada ou ndo (controle)
com 1, 10 e 50 pmol L™ dos compostos em estudo em um periodo de até 72
horas. A morfologia celular foi examinada sob um microscopio invertido com

amplificacdo da objetiva 40 x.
- Ensaios clonogénicos

Inicialmente as células MDA-MB-231 e L929 foram cultivadas,
contadas e plaqueadas em placas de petri de 6 cm em triplicata com densidade
de 300 células por placa. As células foram incubadas em 5% de CO, a 37 °C por
24 h, para adesdo celular. As células foram tratadas com os compostos de
interesse assim como os farmacos de referencia em trés diferentes concentracoes
(1, 10 e 50 pmol L") no periodo de 48 h. Apds este tempo o0 meio de cultura foi
retirado e um novo meio de cultura foi adicionado (6 mL). As células
permaneceram incubadas em 5% de CO,, a 37 ° C, por mais 8 dias, totalizando

10 dias apds o inicio do tratamento.
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Ap0s os 10 dias de experimento as células foram lavadas com PBS,
fixadas com metanol/acido acético durante 5 minutos e coradas com violeta
cristal a 0,5% durante 15 minutos. A sobrevida relativa foi calculada a partir do
namero de células individuais que formaram col6nias com mais de 50 células no
décimo dia. A eficiéncia de plagueamento (PE) foi calculada pela Equagéo 3.3,

de acordo com Franken et al®?.

PE —100 x n° de colonias formadas (3-3)

n° células semeadas

- Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos trés
vezes, independentemente. Os dados foram analisados utilizando o programa
Sigma plot 13.0 e comparados atraves da analise de variancia One-way
(ANOVA) seguido pelo teste de Dunnett, que comparou cada experimento com
0 controle.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Complexos de férmula geral [Ru(O-O)(bipy)(dppb)]PFs e [Ru(O-
O)(dppe),]PFs, onde O-O = AG, ABz e AGM.

4.1.1 Acido Galico
O é&cido galico é um composto polihidroxi fendlico que pode ser

encontrado em varios produtos naturais, como no chéa verde, casca de carvalho,
no morango, uvas, na casca da macd, em abacaxi, bananas e algumas outras
frutas®®. Tem sido relatado que o &cido gélico possui diversas atividades
bioldgicas, incluindo atividade antibacteriana, antiviral e anti-inflamatoria, mas
0 grande interesse em estudar o acido gélico esta relacionado com sua atividade

antitumoral®*.

Os polifenois sdo considerados como uma classe promissora na
quimioprevencdo do cancer. Além disso, muitos compostos fenolicos séo
conhecidos como agentes antioxidantes devido a presenca de grupos fenois
livres na molécula. No entanto, as vias de inducéo da apoptose pelo acido galico
estd associada com o estresse oxidativo derivado das espécies reativas de
oxigénio (ROS), pela disfuncdo mitocondrial e pelo aumento do nivel de célcio

intracelular &,

Nos ultimos anos, a atividade citotoxica do acido galico tem sido
relatada em varias células cancerigenas, tais como leucemia, cancer de prostata,
de pulmao, pele, gastrico, mama e colo do Gtero * ® 8. Acido galico, assim
como seus derivados, apresentaram “seletividade” na atividade citotoxica em

algumas células tumorais, quando comparado contra as células normais .

Neste trabalho buscou-se avaliar o potencial de a¢do do &cido galico
apos a sua coordenacdo ao centro metalico de ruténio, uma vez que 0S grupos
fenois do ligante estdo livres para atuarem. Para isso foram sintetizados seis

novos complexos com acido galico, acido benzoico e acido galico acetilado, que
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possuem a mesma estrutura principal do &cido galico, mas com modificacbes
dos grupos fenolicos da molécula. Os seis novos complexos de ruténio foram
sintetizados a partir dos precursores cis-[RuCly(dppb)(bipy)] e cis-

[RuCl,(dppe),. A FIGURA 15 mostra o0 esquema das rotas sintéticas,

simplificadas.
cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] cis-[RuCl(dppe),]
| |
ac. benzadico ac. galico ac. galico acetilado
(AB2) (AG) (AGM)
O OH (0] OH (0] OH
N
]
HO OH H3c/\o o
OH HsC o

IS /A AN/ N/ NI ../ A\l o\ 1T

FIGURA 15: Esquema representativo da rota sintética simplificada, dos complexos de Ru(ll)
com acido gélico e derivados.

4.1.2 Condutividade molar e analise elementar

Para avaliar a composi¢do dos compostos obtidos foi realizada a
andlise elementar de carbono, nitrogénio e hidrogénio, que indica a formula
molecular do composto através de valores experimentais. Os valores
experimentais obtidos estdo de acordo com os dados tedricos e indicam a
formacdo de complexos do tipo [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(O-
O)(dppe),]PFs. As formulacdes indicam a saida dos dois ions cloretos dos
precursores, e a coordenacdo dos ligantes pelo grupo carboxilato, na forma

bidentada (O-O) monoanionica.
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Em todos os complexos observa-se também moléculas de
solvatacdo na estrutura proposta, como pode-se observar nos valores das

formulacgdes apresentados na TABELA 3.

TABELA 3: Dados percentuais para os teores de C, H e N, tedricos e experimentais dos
complexos de ruténio com &cido gélico e derivados .

Analise elementar

Complexos

% C % H % N
[Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFe.Ys éter 57,42 (57,20) 4,54 (4,70) 3,30 (2,84)
[RU(AG)(dppb)(bipy)]PFs. H;0 53,22 (53,21)  4.09 (4,27) 2,56 (2,76)
[RU(AGM)(dppb)(bipy)]PFe.2H,0 52,75 (52,81) 4,11 (4,43) 2,09 (2,41)
[Ru(ABz)(dppe)2]PFe.”s CHzCl> 58,52 (58,71) 4,68 (4,49) -
[RU(AG)(dppe)2]PFs.% CH.Cl, 56,61 (56,97) 4,19 (4,34) -

[Ru(AGM)(dppe),]PFs.1%2CH,CI, 56,42 (56,40) 4,30 (4,42) -
(valores teoricos);

As medidas de condutividade dos compostos (TABELA 4) foram
realizadas em CH,CI, e os valores encontrados estdo na faixa de eletrolito 1:1

(12 — 77 uS.cm™ em CH,CI,) segundo a literatura™.

TABELA 4: Dados de condutividade molar (ohm™ cm? mol™) para os complexos de ruténio
com &cido galico e derivados.

Complexos Branco Condutividade
[Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs 0,024 43,8
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs 0,031 33,5
[Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFs 0,032 49,7
[Ru(ABz)(dppe).]PFs 0,027 69,8
[Ru(AG)(dppe)2]PFs 0,042 36,1
[Ru(AGM)(dppe).]PFs 0,036 58,5

*Concentracdo dos complexos: 1 x 10° mol L™

4.1.3 Espectrometria de massa

A espectrometria de massas foi importante neste trabalho para

complementar os dados de anélise elementar para 0s compostos que apresentam
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somente carbono e hidrogénio na microanalise como [Ru(ABz)(dppe),]PFe,
[Ru(AG)(dppe).]PFs e [Ru(AGM)(dppe).]PFs.

Os complexos fosfinicos de ruténio apresentam um perfil
isotopomérico com sete iso6topos do atomo de ruténio, 0s compostos
[Ru(ABz)(dppe).]PFe, [Ru(AG)(dppe).]PFs e  [Ru(AGM)(dppe).]PFs

apresentam o mesmo perfil de fragmentacéo.

Nos espectros dos complexos observa-se 0 pico do ion
monocarregado [M-PFg]" referente a perda do contra-ion PFg gerando a espécie
[Ru(O-O)(dppe),)]*. Além deste pico observa-se o pico base referente ao fon
[M-PFs-(0-0)-H]", gerado pela saida do ligante O-O = AG, AGM, ABz e um

pico de baixa intensidade, referente a degradacéo de parte do ligante.

Os espectros de massa, simulado e experimental, desta classe de
compostos encontram-se no apéndice. Na FIGURA 16 esta representado o
espectro experimental do complexo [Ru(AG)(dppe),)]PFs € 0 seu padréo

isotopomérico calculado pode ser verificado na FIGURA 17.
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FIGURA 16: Espectro de massa MALDI-TOF, do complexo [Ru(AG)(dppe).]PFs
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[M-PF]"

m/z T=1067,190 Da
1067,190 E=1067,089 Da

A=0,101

1070 1072 1074 miz

FIGURA 17: Espectro teérico do pico do ion monocarregado [M-PFg]" do complexo
[Ru(AG)(dppe)2]PFs.

4.1.4 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho

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,
pode confirmar a coordenacdo do ligante ao metal e inferir 0s possiveis pontos
de coordenacdo. Nos espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos
ligantes acido benzoico (ABz), acido galico (AG) e éacido galico acetilado
(AGM), as bandas caracteristicas das vibragbes v(O-H), v,,COO , v;COO', e
8(OH) foram observadas em torno de 3495 -3071, 1681, e 1450 e 1420 cm™,
respectivamente. Outras bandas como 6OH do grupo fenol do AG, vC(=0)-O e o
C-Hzdo grupo acetil do AGM, estéo representados na TABELA 5.
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TABELA 5: Atribuicdes das frequéncias vibracionais (cm™) dos ligantes ABz, AG e AGM.

Ligantes (cm™)

Atribuicdes By G AGM
vOH + vC-H 30712564 F 3495 — 3283 F 3086 — 2510 m
vC=0 (acetil - - 1790 e 1769 F
cvasCOO 1688 F 1666 F 1697 F
VasC=Canel) 1618 f 1612 F 1617 f
vC=C 1602 m 1542 F 1593 f
0 asC-H3 - - 1499 m
vC=C 1583 m 1484 m 1432 F
vsCOO 1453 F 1468 m 1432 F
VsC=Canel) 1453 F Encoberta -
vC-O + 60OH 1425 F 1426 F 1414 F
0sC-Hs - - 1374 m
SOH fenol) - 1317 F -

y CO 1326 F 1321 F 1320 F
vy CO 1293 F encoberta 1263 m
vC-Ofenol) - 1266 Fe 1025 F -
vC=C 1274 m encoberta 1263 m
VasC(=0)-O (acetity - - 1210 F
VsC(=0)-O (acetil) - - 1184 F
yOH 935F 959 m 965 m
yCH 810 m 799 f 817 f
vyCH 708 F 733 F 755 f
yC=C 684 m 687 m 689 f
vC-O 553 m 558 m 550 m

F- forte; m- média; f- fraca; sh- ombro; v — designa uma vibragdo de estiramento; & - designa uma vibracgéo de
deformagio; vy - designa uma vibracdo de deformacdo fora do plano.

Nos espectros de IV dos complexos, observa-se um deslocamento,
ou a auséncia de algumas destas bandas. Com relacdo ao complexo com é&cido

benzo6ico onde o Unico ponto de coordenacdo € pelo ion carboxilato observa-se
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que as bandas v(O-H) e 8(OH) estdo ausentes e as vibracOes assimétrica e
simétrica do grupo v, COQO", se deslocaram. Para os outros complexos com &cido
galico (AG) e acido galico acetilado (AGM) observa-se as mesmas modificaces
das bandas, indicando que os mesmos estdo coordenados pelo ion carboxilato.
Outra evidencia para confirmar a coordenagdo do ion carboxilato na forma
bidentada é calcular a diferenca entre o estiramento simétrico e assimétrico do
vCOO  (Aem™)®. O fon carboxilato pode coordenar-se ao metal de trés
maneiras: monodentado, bidentado e bidentado em ponte. O valor de Acm™ da
forma monodentada serd sempre maior do que para o ligante livre, enquanto a
forma bidentada apresentard um valor de Acm™ menor que o ligante livre. Além
disso, na forma monodentada o valor do estiramento assimétrico da carbonila é
deslocado para valores mais altos em comparagdo com a forma bidentada. Com
o deslocamento do estiramento assimétrico da vibragdo vCOOQO™ para regides de
menor energia e valores de Acm™ para 0s complexos serem menor que 0S
calculados para os ligantes livres (TABELA 6), podemos confirmar a
coordenacéo da forma bidentada do ion carboxilato na esfera de coordenacdo do
ruténio™.

TABELA 6: Atribuicdes das frequéncias vibracionais (cm™) correspondente ao fon
carboxilato no ligante livre (AG, ABz e AGM) e coordenado.

Compostos vasCOO vsCOO A (em™)
ABz 1688 F 1453 F 235
AG 1666 F 1468 m 198
AGM 1697 F 1432 F 265
[Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs 1619 f 1499m 120
[RU(AG)(dppb)(bipy)]PFs 1622 f 1497 m 125
[Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFs 1624 f 1512m 112
[Ru(ABz)(dppe),]PFs 1620 f 1501 m 119
[Ru(AG)(dppe).]PFs 1615 m 1499 m 116
[Ru(AGM)(dppe),]PFs 1616 f 1512 m 104
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Com a coordenacdo, aléem das bandas dos ligantes ABz, AG e
AGM, pode se observar também bandas vibracionais referentes aos grupos dos
outros ligantes da esfera de coordenacdo. Todos os complexos apresentam duas
bandas de vibragdo v(Ru-P), referentes as bandas de estiramento assimétrica e
simétrica dos atomos de fosforos da bifosfina que se encontram em cis. Para 0s
complexos do tipo [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs 0s espectros apresentam bandas
na regido entre 467 — 418 cm™, caracteristicas das vibracdes v(Ru-N) da
bipiridina ¢ v(Ru-O) dos ligantes em estudo. J& o complexos com duas
bifosfinas na esfera de coordenacdo do tipo [Ru(O-O)(dppe),]PFe, além das
bandas Ru-P, observa-se uma banda em torno de 485 cm™, caracteristica da
vibracdo v(Ru-O), referente a coordenagdo do ligante. Todos os complexos
apresentam duas novas bandas bem caracteristicas atribuidas vP-F e doP-F
referente ao contra-ion PFs. A TABELA 7 apresenta outras bandas

caracteristicas dos complexos.
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TABELA 7: Atribuicdes das frequéncias vibracionais (cm™) dos ligantes ABz, AG e AGM e
seus complexos de ruténio(ll)

[Ru(L)(dppb)(bipy)]PFs (cm™) [Ru(L)(dppe),]PFs (cm™)

Atribuicad

ABz AG AGM ABz AG AGM
vOH - 3501 f - - 3510 f -
vCH 3057 m 3056 f 3059 f 3056 f 3057 f 3059 f
vasCH» 2975 m 2941 2934 f 2970 f 2953 f 2932 f
vsCH> 2877 f 2856 f 2852 f 2924 f 2910 f 2849 f
vC=0 (acetil) - - 1781 F - - 1781 F
vasCOO 1619 sh 1622 sh 1624 sh 1620 sh 1615 m 1616 sh
VasC=Canel) 1602 m 1603 m 1603 f 1602 f encoberta 1616 f
vC=C 1572 f 1573 f 1570 f 1587 f 1587 f 1587 f
04sC-H3 - - 1485 m - - 1485 m
vsCOO" 1499 m 1497 m 1512 m 1501 m 1499 m 1512 m
Vsc_:c(a”e') * 1484m  1484m  1485m  1485m  1485m  1485m
VC=Cosf)
VC=Citos) 1466 m 1463 m 1464 m 1434 F 1434 1433 F
vC=N 1432 F 1434 F 1432 F 1434 F 1434 1433 F
dsC-Hs - - 1372 m - - 1372 m
80H(fen0|) - 1310 m - - 1311 m -
vC=C 1311 f encoberto 1313 f 1340 f Encoberta 1321 m
VC-O fenoly - 1269 f - - 1280 m -
vasC(=0)-0 (acetil.) - - 1209 F - - 1205 F
vsC(=0)-0 (acetil.) - - 1186 F - - 1187 F
vP-CH 1096 m 1096 m 1096 m 1098 m 1096 1097 m
Vc'o(fenol) - 1029 m - - 1096 F -
vP-CH 998 f 998 f 1000 f 1000 f 1000 m 1001 f
v P-F 843 F 845 F 841 F 839 F 844 F 841 F
y anel 697 F 697 m 698 F 691 m 697 F 697 m
vP-CH 617 f 654 f 661 f 650 f 651 m 652 f
oP-F 557 F 558 m 558 F 558 m 558 m 557 m
JRUP 512m/  512m/  515F/  526m/  527F/  528m/

508 F 508 m 507 F 511f 512 m 513 f
vRu-O 459 467 f 456 m 479 f 481 m 497 f
vRu-N 418 f 427 f 419 f - - -

F- forte; m- média; f- fraca; sh- ombro; v — designa uma vibragdo de estiramento; 3 - designa uma vibracao de
deformagio; vy - designa uma vibragdo de deformacéo fora do plano.

4.1.5 Espectroscopia eletronica na regido do ultravioleta e visivel

Os espectros de absorcédo eletrénica, na regido do ultravioleta e

visivel dos complexos, foram obtidos com o intuito de se avaliar os tipos de
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transicOes existentes entre os ligantes e 0 metal. Na FIGURA 18 e 19 estdo
apresentados os espectros obtidos para os complexos [Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs
e [Ru(AG)(dppe),]PFs, 0s espectros dos outros complexos encontram-se no
apéndice.

1.8 4

h [Ru(ABZ)(bipy)(dppb)JPF,

Absorbancia

T T T T T
250 300 350 400 450 500 550
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 18: Espectro de absorcdo na regido do UV-vis para o complexo
[Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs em n-octanol.

1,25 [Ru(AG)(dppe)z]PFe
1,00 ““
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FIGURA 19: Espectro de absorcdo na regido do UV-vis para o complexo
[Ru(AG)(dppe)2]PFs em n-octanol.

Como pode ser observado na TABELA 8 todos os espectros
eletronicos dos complexos e as transicdes sdo muito semelhantes. As bandas
observadas em torno de 256 -302 nm séo referentes a transicdes intraligantes «
— * com contribuicdes dos ligantes (bipy, dppb, dppe, AG, AGM, ABz). As
bandas em torno de 346 — 426 nm s&o atribuidas como transferéncia de carga
metal-ligante (TCML) dos orbitais dng,— 3po*dmpiosting € OTru— T*(ligantes

bipiridinicos, AG, AGM, ABz)+
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As bandas de maior energia em torno de 250 nm foram atribuidas

como sendo bandas de absorgao do solvente.

As bandas de transicdo d-d possuem baixos valores de coeficientes
de extingdo molar e séo facilmente encobertas por outras bandas, por isso néo

foram detectadas nestes complexos.

TABELA 8: Dados dos espectros eletronicos dos complexos; solvente n-octanol. A/nm

TCML

Complexos - LLR*) dé'c;u—> 3p’(j*.d7'l?(bifoéfina)
Ru— Tt (ligantes/ bipy)
[RU(ABZ)(dppb)(bipy)]PFs 302 (17523) 426 (3241)
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs 302 (23895) 426 (4456)
[RU(AGM)(dppb)(bipy)]PFs 302 (20661) 426 (3746)
[RU(ABZ)(dppe);]PFs 260 (29498) 348 (2211)
[RU(AG)(dppe);]PFe 256 (19585) 346 (1109)
[RU(AGM)(dppe);]PFe 260 (222509) 350 (2269)

(¢/ mol™.cm™.L)

4.1.6 Ensaios de coeficiente de particao

A lipofilicidade ou coeficiente de particdo (CP) é utilizado em
estudos QSAR e no desenvolvimento racional de novas moléculas organicas
como uma medida de hidrofobia molecular®™. Esta afeta a absorcdo de farmacos,
sua biodisponibilidade, interacBes envolvidas na complexacdo hidrofdbica
farmaco-receptor, metabolismo de moléculas e sua toxicidade. E um ensaio no

qual se pode quantificar a migracao entre uma fase organica e uma fase aquosa.

Log P é considerado um pardmetro informativo da tendéncia de um
composto no organismo humano distribuir-se nas estruturas apolares como
membranas celulares, ou em solu¢6es aquosas como o plasma sanguineo, linfa e
fluidos intracelulares. Segundo os estudos com diversas substancias, quanto
menor for o valor de log P, mais hidrofébico é o composto®’. Se log P <0 logo
P<1 assim o composto tem preferencia em dissolver em solucdo aquosa, no

entanto, se log P>0 entdo P>1, a afinidade do composto sera maior pela fase
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organica. Quanto maior o valor de log P mais hidrofébico sera o carater do

composto.

Nesse estudo, foi utilizado 4gua e na fase organica o n-octanol, por
ser o sistema que mais se assemelha com a membrana celular. A partir dos
dados de Log Pow na TABELA 9 observamos que 0s complexos
[Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFs apresenta um carater
hidrofilico, quando comparado com 0s outros compostos que apresentam um

carater hidrofobico, ou seja, lipofilico.

TABELA 9: Dados de € ¢ Log P,y dos complexos de Ru(ll) com ligantes AG, ABz e AGM
em n-octanol.

Complexos € Log Pow

[Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs 17506 (300 nm) -0,638 + 0,031
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs 23895 (302 nm) 0,324 + 0,017
[RU(AGM)(dppb)(bipy)]PFs 20696 (300 nm) -0,656 + 0,008
[Ru(ABz)(dppe)]PFs 39498 (260 nm) 0,542 + 0,024
[Ru(AG)(dppe)2]PFs 38491 (256 nm) 0,277 + 0,004
[RU(AGM)(dppe),]PFs 38835 (264 nm) 0,324 +0,017

4.1.7 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

O espectro de RMN *'P {*H} do precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)]
apresentam dois dupletos, mostrando a ndo equivaléncia dos dois atomos de
fosforos da bifosfinas. Este complexo apresentam dois dupletos, em & 42,2 ppm
e 6 30,5 ppm (J= 32,5) que é condizente com um sistema AX, um classico
sistema de dois spins que é caracterizado pela diferenca da frequéncia
ressonante dos dois sinais serem muito maior que o acoplamento ([vy — vo[>>
2J). Segundo trabalho de Santiago® deslocamentos quimicos em espectros de
RMN {*H}*'P em torno de 40 ppm para 4tomos de fésforo trans a ligantes N-
doadores e deslocamento em torno de 30 ppm para fésforo trans a &tomos de
cloro. Assim, podemos inferir que os &tomos de fésforos trans ao nitrogénio é o

de 42,2 ppm e foforo trans a cloro o de 30,5 ppm (FIGURA 20).
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Para o precursor cis-[RuCl,(dppe),] observa-se um conjunto de dois
tripletos, 6 50,3 e & 37,3 ppm, que é um padrdo tipico para bifosfinas cis
posicionadas a dois ligantes iguais que completam a esfera de coordenacéo. Este
tipo de sistema possui dois tipos de atomos de fosforo (Pa e Pg), cada um deles
tendo dois vizinhos quimicamente equivalentes, mas magneticamente diferentes
e, portanto, gerando tripletos (FIGURA 20).
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FIGURA 20
[RuCl2(dppb)(bipy

Comparando os deslocamento dos sinais dos precursores cis-
[RuCl,(dppb)(bipy)] (842,2 (d) e 830,5 (d), “Jp.» = 32,5 Hz) e cis-[RuCl,(dppe),]
(8 50,3 (t) e & 37,3 (t), *Jo» = 19,6 Hz), com o0s complexos obtidos observa-se

que com a coordenacdo do ligante ocorre uma aproximacédo e deslocamento de
ambos 0s sinais para campo mais baixo (FIGURA 21 e 22). Indicando que 0s
fésforos encontram-se menos protegidos, ou seja, os fésforos estdo doando mais
em o do que recebendo em .

51



SpinWorks 2.5: ORIENTADOR ALZIR

g8 R
_l + g2 g2
N/\ || ||
< P////'/Iln,,,“ ‘ e N
~Ru
= | ~~g
T T T T T T T T T T T T T T T
PPM 54.0 53.0 52.0 51.0 50.0 49.0 48.0 47.0 46.0 45.0 44,0 43.0 42.0 410 40.0

51_cbpyABZGNd expt <2gpg30>

- “Espectro de RMN de 3'P{*H} ©de"complexo [Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs, em

Os elevados valores de deslocamentos quimicos para os complexos
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TABELA 10: Valores de deslocamentos quimicos (8) e constante de acoplamento para os
complexos de ruténio com AG, ABz e AGM (CH,Cl,).

8 *'P{'H} (ppm)  “Jpp (H2)

cis-[RuCly(dppb)(bipy)] 42,2 e 30,5 32,5
[Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs 48,8 e 45,7 34,2
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs  48,3e 45,5 33,7
[Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFs 49,5 e 45,5 33,5
3 “P{H} (ppm)  °Jep (H2)
cis-[RuCl,(dppe)-] 50,3e 37,3 19,6
[Ru(ABz)(dppe).]PFs 58,6 e 58,1 17,8
[Ru(AG)(dppe).]PFs 59,9e 58,4 16,9
[Ru(AGM)(dppe)2]PFs 59,5e59,1 16,2

4.1.8 Difracdo de raios X

Comparando os dados cristalograficos do precursor cis-
[RuCl,(dppb)(bipy)] com os do complexo [Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFs pode-se

observar modificacdes interessantes nos comprimentos das ligagdes.

O precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] (FIGURA 23) apresenta uma
estrutura octaédrica distorcida, onde se tem um atomo de fésforo da bifosfina
dppb (1,4-bis(difenilfosfino)butano) trans a um atomo de nitrogénio da
bipiridina (bipy). O outro atomo de fosforo da dppb esta trans a um cloro. O
composto de partida, cis-[RuCl,(dppb)(bipy)], apresenta dois &tomos de cloro na
esfera de coordenacdo do centro metalico, potencialmente possiveis de

substituicdo por diversos ligantes e entre eles ligantes carboxilatos.

Observa-se na TABELA 11 que a distancia de ligagdo Ru-Cl trans
ao atomo de fosforo da dppb é mais longa do que para a ligacdo Ru-Cl trans ao
atomo de N da bipiridina, indicando que o cloro que esta trans ao fosforo tem

uma ligacdo mais fraca e saida mais rapida a devido ao efeito labilizador do P.
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FIGURA 23: Estrutura cristalografica do complexo cis-[RuClx(dppb)(bipy)’.

Os cristais dos complexos [Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs e
[Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFe (FIGURA 24) foram obtidos por meio da difusdo
lenta, no qual os complexos foram solubilizados em CH,CI, e éter etilico como
solvente exterior. Com os dados cristalograficos pode-se comparar as distancias
de ligacdes destes compostos com o precursor cis-[RuCly(dppb)(bipy). Nota se
que as disténcias Ru-Cl; trans P, (2,484) e Ru-Cl; trans N, (2,428) com a
substituicdo dos cloretos pelo ion carboxilato bidentado ocorre uma diminuigédo
no comprimento da ligacdo tanto do Ru-O, trans P; assim como Ru-O; trans N;.
Esta diminuicdo nos comprimentos de ligagdo indicam o efeito menos doador do

ligante.
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FIGURA 24: Estrutura cristalografica dos complexos (A) [Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs e (B)
[Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFes.

Ambos o0s complexos apresentam uma estrutura octaédrica

distorcida com grupo espacial P2,/a e os dados de refinamento encontram-se no

apéndice.
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TABELA 11: Principais distancias de ligagdo [A] para o complexo [Ru(L)(dppb)(bipy)]PFs €
para o complexo precursor cis-[RuCl,(bipy)(dppb)].

[Ru(L)(dppb)(bipy)]PFs

cis-[RuCl,(dppb)(bipy)]

ABz AGM
Ru-O(1) trans N(1) 2,169 2,151 Ru-Cl; trans N, 2,428
Ru-O(2) trans P(1) 2,204 2,202 Ru-Cl; trans P, 2,484
Ru-N(1) 2,094 2,056 Ru-N; trans Cl, 2,097
Ru-N(2) trans P(2) 2,057 2,077 Ru-Nj trans P, 2,088
Ru-P(1) 2,356 2,277 Ru-P; trans Cl; 2,279
Ru-P(2) trans N(2) 2,303 2,337 Ru-P; trans N 2,331
C(7)-O(1) trans N(1) 1,282 1,262
C(7)-O(2) trans P(1) 1,266 1,277

Para os complexos [Ru(ABz)(dppe),]PFs e [Ru(AGM)(dppe),]PFe,
observa-se que as distancias de ligacdo de Ru-O(1) trans P(1) e Ru-O(2) trans
P(3), ndo apresentam diferencas no comprimento de ligagdo para os diferentes
ligantes, assim como ndo héa diferenca entre os valores do comprimento de
ligacdo do grupo carboxilato coordenado ao metal (TABELA 12). Os
comprimentos das ligagdes C(1)-O(1) trans P(1) e C(1)-O(2) trans P(3) nédo
apresentam diferencas significativas para sugerir a ordem das ligacdes.

TABELA 12: Principais distancias de ligacio [A] para o complexo [Ru(O-O)(dppe)]PFe.
[Ru(O-O)(dppe).]PFe

ABz AGM
Ru-O(1) trans P(1) 2,189 2,187
Ru-O(2) trans P(3) 2,183 2,213
Ru-P(2) 2,373 2,372
Ru-P(1) trans O(1) 2,313 2,296
Ru-P(4) 2,372 2,394
Ru-P(3) trans O(2) 2,296 2,311
C(1)-0(1) trans P(1) 1,265 1,271
C(1)-0(2) trans P(3) 1,267 1,264

Ambos 0S complexos [Ru(ABz)(dppe),]PFs e

[Ru(AGM)(dppe),]PFs apresentam uma estrutura octaédrica distorcida com
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grupo espacial C2/c e P-1,

encontram-se no apéndice.

respectivamente. Os dados de refinamento
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FIGURA 25: Estruturas cristalograficas dos complexos (A) [Ru(ABz)(dppe):]PFs.e (B)

[Ru(AGM)(dppe),]PFs.
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4.1.9 Estudo Eletroquimico

Com o estudo eletroquimico dos complexos pode-se avaliar o efeito
do ligante sobre o metal. A substituicao dos cloretos (ligante m ¢ ¢ doador) por
um ligante menos doador de elétrons como o ion carboxilato faz com que o
metal apresente um maior potencial de oxidagdo, evidenciando a menor
densidade eletrénica do metal. Os voltamogramas ciclicos dos complexos do
tipo [Ru(O-0O)(dppb)(bipy)]PFs apresentam um processo quasi-reversivel, cerca
de 0,60 a 0,70 V mais alto que o seu precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] (E %2
=0,69 V). Nota-se também que modificacGes na estrutura do ligante confere ao
fon carboxilato uma maior ou menor acidez. Utilizando como exemplo o
complexo [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs (FIGURA 26A), que possui como ligante o
acido galico (AG), que é um ligante menos acido que o acido benzdico (ABz) e
4cido galico acetilado (AGM), apresenta um potencial do par redox Ru"'/Ru"
cerca de 0,60 V menor (TABELA 13). Os voltamogramas dos complexos
[Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFs encontram-se no

apéndice.

Além disso, os complexos contendo o ligante acido gélico,
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(AG)(dppe),]PFs, apresentam em seus
voltamogramas um processo irreversivel, em torno de 1,05 V, ao qual se atribui
ao ligante (FIGURA 26 B). Este processo refere-se a oxidacao do(s) grupo fenol
do anel do ligante AG, como pode ser observado nos voltamogramas ciclicos
nas FIGURA 26 e 27.
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FIGURA 26: Voltamograma ciclico do complexo (A) [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs do ligante
(B) AG obtidos em CHgGle.(0,1 mol L™ PTBA, 100 mV.s™, Ag/AgCI).

bisdppeAG
-0,25 . .
acido galico
coordenado -0.03 1 Ru'/Ru"
-0,20
-0.02

< 0,154
= <
£ o1 E 001

0,10 4 .
g =
S g
(&} S 0.00

-0,05 Ru”/Ru”' S

0,00 - 0.01

T 0.02 4 Ru"/Ru"
005 Ru"/Ru"
T T T T T T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 0»4 0-5 0 6 0. 7 0.8 0.9
Potencial, V Potencial, V

FIGURA 27: Voltamograma ciclico do complexo [Ru(AG)(dppe).]PFs obtido em CH,CI,
(0,1 mol L™ PTBA, 100 mV.s™, Ag/AgClI).

Segundo a literatura™, a oxidagdo de fendis e fendis p-substituidos
apresentam potenciais de oxidacdo irreversivel em torno de 0,71 V com a
formacéo de um radical fenoxil em solucdo tampéo pH 7,0. Na presenca de agua
este radical se transforma em uma orto-quinona e pode ser reduzido a orto-fenol
e vice-versa. As duas ultimas reducbes podem ocorrer na regido em torno de 0,3
e 0,4V.

R R

g e 1H* ﬁ 1.:”1 J“
il j +Hy0 W ‘*j
H 0, H

FIGURA 28: Mecanismo de oxidacdo de fendis p- substituidos.
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Para os complexos do tipo [Ru(O-O)(dppe),]PFs também observa-
se a variacdo do potencial em relacdo a acidez dos ligantes, mas menos

pronunciado que para os complexos com o precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)].

Os valores de potencial dos complexos ap6s a coordenacdo do
ligante ocorrem em regibes mais altas em relacdo ao seu precursor cis-
[RuCl,(dppe).] (E ¥2 =0,88 V). Pode-se inferir que a presenca de duas bifosfinas
(fortes m receptores) € mais a presenca do novo ligante que é menos doador que
os ions cloretos na esfera de coordenacédo, aumenta a energia necessaria para a
oxidacdo do metal. Os espectros de voltametria ciclica e pulso diferencial do
complexo [Ru(ABz)(dppe),]PFs assim como do solvente CH,Cl, (em

pontilhado) encontram-se na FIGURA 29.

FIGURA 29: Voltamograma ciclico e de pulso diferencial do complexo [Ru(ABz)(dppe).]PFs
obtidos em CH,Cl, (0,1 mol L™ PTBA, 100 mV.s™, Ag/AgClI).

TABELA 13: Dados de voltametria ciclica (V) para os complexos de ruténio [Ru(O-
O)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(O-O)(dppe).]PFs onde O-O = AG, ABz e AGM.

Complexos Epa (V) Epc (V) E¥% (V) Ipallpe
cis-[RuCly(dppb)(bipy)] 0,74 0,63 0,68 1,03
[Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs 1,48 1,25 1,36 1,04
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs 0,85 0,69 0,77 1,11
[Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFs 1,45 1,35 1,40 1,08
cis-[RuCl,(dppe)-] 0,94 0,81 0,87 -
[Ru(ABz)(dppe).]PFs 1,84 1,64 1,74 -
[Ru(AG)(dppe).]PFs 1,64 1,55 1,59 -
[Ru(AGM)(dppe).]PFs 1,87 1,67 1,77 -

(100 mV.s, Ag/AgCI)
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4.1.10 Avaliacéo do potencial bioldgico dos complexos de ruténio com &cido
galico e derivados

4,1.10.1  Avaliacio da atividade sequestrante do radical DPPH
Os ensaios de atividade antioxidante destes compostos foram

realizados, uma vez que o &cido galico é um antioxidante natural e muito
utilizado como padrdo na determinacdo e avaliagdo de novos antioxidantes

devido a presenca de trés grupos fendis ligados ao anel.

O ensaio da avaliacdo da atividade sequestrante de radicais livres
pelo DPPH € um meétodo muito utilizado. O DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil) é
um radical livre, estavel, que na presenca de um elétron ou radical de hidrogénio
acessivel tornar-se uma molécula diamagnética estavel. Na forma de radical, o
DPPH possui uma coloracdo purpura e absor¢do caracteristica em 517 nm, a
qual desaparece apos a transferéncia de elétrons do composto antioxidante para

o radical livre, o DPPHe ficando com uma coloragdo amarela (FIGURA 30).

2,0, , OO0

LN

O,N NO, O,N NO,

NO, NO,

DPPH (ox) DPPH (red)

FIGURA 30: Esquema representativo do teste de sequestro de radicais livres DPPH.

O decaimento da absorbancia das amostras (Aa) com relacdo ao
decaimento da absorbancia do controle (Ac) resulta na atividade antioxidante (%
AA), e na porcentagem de sequestro de radicais livres (% SRL) como descrita
nas Equacdes 4.1 a seguir:

A--A
%AA =100x% %SRL =100 x—¢_""@&

c A (4.1)

Onde:
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- %AA = % atividade antioxidante

- % SRL = porcentagem de sequestro de radicais livres
- A; =Absorbéncia da amostra

- A = Absorbancia do controle.

Como era esperado, somente 0s complexos contendo o acido géalico
coordenado apresentou atividade antioxidante, assim como o acido galico livre.
A FIGURA 31 apresenta os valores de ICg, por tempo, que representa a
concentracdo do composto utilizado para eliminar 50% dos radicais livres. Os
valores mostram que a reducdo do radical DPPH diminui com o tempo em
ambos 0s casos, quando o ligante esta livre, e complexado. No entanto, quando
se compara o consumo do DPPH por tempo, observa-se que a concentracdo de
DPPH é menor quando o acido galico esta livre do que quando ele esta
coordenado. Ou seja, 0 acido galico livre continua sendo melhor antioxidante do
que quando esta coordenado. Este comportamento pode estar correlacionado

com uma maior estabilizacéo eletronica do anel do ligante com a coordenacéo.

Observa-se que os prétons dos grupos fenol ficam menos
disponiveis, fato este que pode ser comparado com os valores de potencial
eletroquimico. Observa-se que apds a coordenacdo aumenta a estabilidade do
metal do complexo assim como o ligante. O &cido galico livre apresenta um
potencial de oxidacdo de 1,05 V, e coordenado este valor fica proximo de 1,2 V
(TABELA 14), inferindo que o compartilhamento da densidade eletrénica do
metal-ligante estabiliza os grupos fenoéis do anel diminuindo a disponibilidade

dos fons H* em solugéo.
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FIGURA 31: Gréfico de barras de ICs para o acido galico e seus respectivos complexos por

tempo.

TABELA 14: Teste de ICs para atividade sequestradora de radicais livres

Tempo ICs0 (umol.L™)
(minutos) AG [RU(AG)(dppb)(bipy)]PFs [RU(AG)(dppe)2]PFs
3 14,65 + 0,06 20,03 + 0,03 31,36 £ 0,10
6 10,24 £ 0,12 18,65 + 0,04 26,70 +£ 0,06
10 9,19+ 0,27 18,14 £ 0,04 25,09 + 0,08
20 7,89+ 0,09 17,63 £ 0,04 21,94 + 0,04
30 7,06 + 0,05 17,00 £ 0,04 20,47 £ 0,04

Quando avaliamos a porcentagem de consumo do radical DPPH por

concentracdo apos 30 minutos de incubacdo observamos que o acido géalico e o

complexo [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs apresentam um consumo total das espécies

(~100 %) na concentracdo de 200 pmol L™, enquanto que para o complexo
[Ru(AG)(dppe).]PF¢ na mesma concentracdo somente 70% (TABELA 15). Com

0 decréscimo da concentracdo observa-se que o consumo do radical livre do

DPPH é mais eficiente pelo

ligante AG do que para o complexo

[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs com o tempo, correspondendo com o comportamento

observado no ICs.
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TABELA 15: % de inibicdo de radicais livres DPPH (%S.R.L.) do ligante AG e os complexos
apos 30 minutos de reacao.

[ Jumol L™ %S.R.L
AG [RUu(AG)(dppb)(bipy)]PFs  [RU(AG)(dppe)2]PFs
200 100,1+0,1 99,0+1,1 70,0+ 1,0
100 999+04 109,1 £0,5 879+04
50 98,7+0,5 105,7 £0,9 91,9+£0,9
25 94,2 +0,7 78,6 +3,2 67,3+3,1
12,5 785+ 1,6 42,6 +1,6 336+1,5
6,25 54,0+ 0,7 24,4 +0,6 17,5 40,5
3,125 32,6 0,9 146 +1,0 82+1,0
1,5625 215+1,0 16,8 +0,8 14,2+ 4,8
Apesar dos complexos [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs

e

[Ru(AG)(dppe).]PFs ndo apresentarem uma atividade de captacdo de radicais

tdo eficiente quanto o AG livre, deve-se considerar que estes apresentam uma

atividade significativa (FIGURA 32). Além disso deve-se avaliar a molécula

como um todo e avaliar os novos beneficios que a coordenagéo do ligante com o

metal pode trazer ao novo complexo. Precisa-se levar em consideracdo se a

diferenca de solubilidade, tamanho, carga etc, entre o ligante livre e ele

complexado pode contribuir para um efeito sinergistico positivo. Assim, outros

ensaios como Vviabilidade celular e interacdo com BSA foram realizados para

avaliar o potencial destes complexos como potenciais metalofarmacos.

100 /t

80 A
60 -
40
20

0

% SRL

FIGURA 32: Gréfico de barras de

Concentragdo [puM]

%S.R.L. do

i [Ru(AG)(dppe)2]

M [Ru(AG)(bipy)(dppb)]PF6

LIAG

Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs € [Ru(AG)(dppe).]PFs apds 30 minutos de reacao.
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4.1.10.2 Estudos de Interacdo com Albumina Bovina

A albumina sérica bovina (BSA) é a proteina mais estudada em
sistemas biomiméticos devido a sua homologia estrutural com a albumina do

sérica humana (HSA) apresentando uma identidade de 76% *°.

A BSA apresenta dois residuos de triptofano (Trp-Trp-134 e 212),
enquanto que a HSA somente um (Trp 214) (FIGURA 33). Estes residuos de
triptofano tornam a BSA altamente fluorescente em solugdo com um pico de
emissdo em 340 nm, quando excitadas a 280 nm . O residuo de triptofano Trp-
134 esta localizado em uma regido hidrofilica, proximo a superficie da BSA,
enquanto o Trp-212 na BSA e Trp-214 na HSA estdo localizados em um

ambiente hidrofébico do subdominio 1A, dentro da regido proteica.

BSA

FIGURA 33: Estrutura em 3D da HSA e BSA com os residuos de triptofanos em verde
(doi:10.1371/journal.pone.0036723.9001).

Uma caracteristica interessante da albumina é a sua capacidade de
se ligar reversivelmente a uma grande variedade de moléculas. A albumina ¢é a
principal transportadora de acidos graxos, que sdo insollveis no plasma
sanguineo. Também atuam como sequestradores de radicais livres de oxigénio e
inativam varios metabolitos lipofilicos téxicos como a bilirrubina. Além disso, a

albumina participa da regulacdo da pressdo coloide osmotica, do transporte de
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uma variedade de ligantes enddgenos e exdgenos, como os farmacos (FIGURA

34), metabolitos, e é responsavel pela manutencdo do pH do sangue®, ¥. Os

farmacos quando estdo ligados a esta proteina pode conduzir a perda ou aumento
|98

das propriedades biologicas do farmaco origina

Sitio I
Auranofina
Au(I)
Hg(IT)

L Cu(II)

Sitio IT
Aspirina

Warfarina
Bilirrubina

FIGURA 34: Representacdo da capacidade de ligacdo de diferentes moléculas a HSA
(modificado de Curry, 2005)%

As modificacbes no espectro de emissdo da BSA é devido a
alteracdo conformacional na subunidade da proteina, a ligacdo do substrato ou a
sua desnaturacdo. A adicdo do complexo em solucdo de BSA resulta em uma
diminuicdo na intensidade da fluorescéncia inicial da mesma, devido a possiveis
alteragdes na estrutura secundaria da proteina, indicando a ligagdo do composto
a BSA™,

A TABELA 16 resume os valores obtidos para a constante de
interacdo de Stern-Volmer com BSA (Ky) (Eq. 4.2) a partir do coeficiente
angular, assim como as constantes de velocidade de supresséo bimolecular (k),
calculados considerando que o tempo de vida (t,) de um triptofano na albumina

no estado excitado 10 s.

2otk (42)
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onde Fo, F é a intensidade de fluorescéncia na auséncia e presenca de agente
supressor, respectivamente, 17, € 0 tempo de vida no estado excitado do
fluoroforo, [Q] € a concentracdo do agente supressor, ks constante de velocidade

de supressdo bimolecular e K, é a constante de Stern-Volmer.

A supressao da fluorescéncia ocorre devido a varios processos que
diminuem a intensidade de emissdo em uma amostra. Essa supressdo pode ser
classificada como dinamica ou estatica. Uma supressdo dinamica resulta da
colisdo entre o fluoroforo e o supressor no estado excitado desativando-o logo
apos o contato com alguma molécula supressora. Nesse caso, o0 fluoréforo
retorna ao estado fundamental durante um eventual choque com o supressor e as
moléculas ndo sdo alteradas quimicamente durante o processo de supressdo. A
supressdo estatica, ocorre devido a formacédo de um aduto (complexo-BSA) em

estado de menor energia entre o fluoroforo e o supressor.

Em geral, pode-se distinguir os supressores dindmicos e estaticos
pela dependéncia da temperatura e da viscosidade. Uma supressdo dindmica
depende da difusdo, assim altas temperaturas resultam em um coeficiente de
difusdo alto, e consequentemente as constantes de supressdo também devem
aumentar. Em contrapartida, na supressdo estatica um aumento na temperatura
resulta em valores baixos das constantes de supressdo. Dessa forma os espectros
de fluorescéncia da BSA foram realizados em quatro temperaturas (22°, 27°, 32°
e 37°C), numa faixa de 300 a 440 nm sobre uma excitacdo em 280 nm para

determinar se o mecanismo de interac&o é estatico ou dinamico™™,'%%

Na FIGURA 35, encontra-se o0 espectro de fluorescéncia da BSA na
presenca do complexo [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs, onde é possivel observar a
diminuicdo na intensidade de fluorescéncia a partir das diferentes concentracGes

do complexo, indicando interagdo com a BSA.
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FIGURA 35: Espectro de emissdo da BSA com diferentes concentragdes dos complexos (A)
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs e (B) [Ru(AG)(dppe),]PFs. Concentracdo da BSA = 2,0 pmolL™,
Aex.=280nm,pH=74eT=310K.

De acordo com os valores obtidos para K, e k; na TABELA 16, em
geral observa-se uma diminuicdo das constantes com o aumento da temperatura,
0 que € observado em casos de mecanismo estatico. Ja 0os complexos
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFs apresentam um
aumento da constante (Ky) com o aumento da temperatura sugerindo um
mecanismo dinamico. Quando analisamos os valores de k, observamos que 0s
valores obtidos sdo maiores do que o valor maximo possivel para 0 mecanismo
dinamico (2,0 x 10" L mol™ s™), inferindo que a supressdo da BSA néo poderia
ser puramente por uma colisdo dinamica, assim sugere-se que para estes dois

compostos a supressdo envolve os dois tipos de interacdo: dindmico e estético.
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A FIGURA 36 apresenta os gréaficos, utilizando a equacdo de Stern-
Volmer, que exibe a relacdo da supressdo da BSA com os complexos
[RU(AG)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(AG)(dppe).]PFs, em diferentes temperaturas.
Em ambos 0os complexos observam-se comportamentos lineares, no entanto para
0 complexo [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PF¢ observa-se que as inclinagdes ndo variam
com a mudanca das temperaturas, no entanto, para 0 complexo
[Ru(AG)(dppe).]PFes a inclinagdo das retas diminui com o aumento da
temperatura. O comportamento de ambos 0s compostos estdo de acordo com 0s
resultados da TABELA 16.

+22°C
m27°C

32°C
X 37°C

2,2E-05 4,2E-05 6,2E-05 8,2E-05 1,0E-04 1,2E-04 1,4E-04
[ Composto] uM

(B)

% 22°C
Wm27°C
32°C

(FofF)-1

©37°C

0,00005 0,0001 0,00015 0,0002

[ Composto] pm

FIGURA 36: Graficos de Stern-Volmer de (Fo/F)-1 vs [Q] para BSA na presenca de
diferentes concentragdes (A) [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs e (B) [Ru(AG)(dppe);]PFs para
diferentes temperaturas, excitacdo = 280 nm. {[BSA] = 2,0 x10° mol L™.
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TABELA 16: Constante de supressdao de Stern-Volmer (Ksv) e constante supressdo
bimolecular (kq) dos ligantes e dos complexos com a BSA .

Compostos T(K) (1cl>§svl_irr813‘1) (10%2 |_ifr%o|‘1 g R
ABz N&o interage
205 (0,15 0,01) 0,23 0,9971
300 (0,16 +0,00) 0,23 0,9978
AG 305 (0,16 +0,01) 0,23 0,9912
310 (0,17 +0,01) 0,24 0,9899
AGM N&o interage
205 (4,00 % 0,06) 5.9 0,9975
300 (4,07+0,12) 5,9 0,9928
[Ru(ABZ)(dppb)(bipy)IPFs 305 (4,07 +0,01) 5,9 0,9923
310  (397+051) 5,7 0,9919
205 (2,43+0,01) 35 0,9933
[RU(AG)(dppb) (bipy)IPFs 300 (2,64 +0,08) 3,8 0,9980
305  (3,01+0,18) 4,4 0,9996
310 (3,10+0,26) 45 0,9981
205 (1,88 +0,05) 2.7 0,0964
300  (2,27+0,03) 33 0,9949
[RUACM)(ApPD)BIPY)IPFs 505 (576 4 0,00) 4,0 0,9952
310 (2,95+0,05) 43 0,9973
205 (1,39 +0,04) 2.0 0,9935
300 (1,25+0,06) 18 0,9972
[Ru(ABZ)(dppe).]PFs 305 (1,09 0,04) 1,6 0,9941
310 (0,93 +0,00) 1,4 0,9976
205 (2,94 +0,02) 43 0,9931
300 (2,68 +0,05) 3,9 0,9919
[RUCAG)(dppe).]PFs 305 (2,29 +0,04) 33 0,9901
310  (1,76+0,02) 2,6 0,9976
205 (0,93 +0,01) 14 0,9968
300 (0,89 +0,01) 13 0,9959
[RUAGM)(dppe).]PFe 305  (0,77+0,01) 1,1 0,9958
310 (0,66 +0,02) 0,95 0,9969
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Considerando entdo que a supressdo da fluorescéncia da BSA
ocorre pelo modo estatico, ou seja, pela formacgdo de uma espécie intermediaria,
o0 equilibrio entre os reagentes (BSA e complexo) e o produto (BSA:complexo)
pode ser representado em funcdo da intensidade da fluorescéncia e desta forma

0s parametros de ligacdo podem ser determinados pela equacéo 4.3:

0—F)

log (F = log Kb + nlog [Q] (4.3

onde K, € a constante de ligacdo entre o complexo e a BSA, n é o0 numero de
sitios de ligacdo por molécula de BSA. A constante K, é obtida a partir do
coeficiente linear da reta obtida por meio do grafico de log(F, - F)/F versus
log[Q]. O numero de sitios de ligagdo do complexo (n) também pode ser

calculado a partir do coeficiente angular desta mesma equacéo da reta'®,

Os dados da K, indicam uma interacdo, moderada a forte, dos
complexos com a BSA, com o aumento da temperatura. Os complexos com o
precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] apresentaram maiores valores de constante de
ligacdo quando comparado com os complexos, formados a partir do precursor
cis-[RuCl,(dppe),] no qual contém duas bifosfinas, apresentando maior volume,
evidenciando que o efeito estérico é um dos responsaveis pelo menor valor de
Kp. Os ligantes ABz e AGM néo apresenta nenhuma interagdo com a BSA, no
entanto, o ligante acido galico AG apresenta uma interagdo muito fraca com a
proteina, inferindo que provavelmente a interacdo BSA-complexo ndo ocorre
somente pela regido do ligante e sim outras partes do complexo podem estar
interagindo. Além disso, deve-se levar em consideracdo o volume do complexo
em relacdo ao seu ligante livre, sendo que o complexo com maior volume
apresenta uma maior modificacdo estrutural da proteina, quando comparado ao

ligante livre.

A FIGURA 37 apresenta os gréficos, da equacdo modificada de
Stern-Volmer, da  supressio da BSA com o0os  complexos

[RUu(AG)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(AG)(dppe).]PFs em diferentes temperaturas.
71



1 -
05 -
422°C
0 T 0
o m27°C
=
T 05 32°C
[
ke
= 14 037°C
g
1,5 -
‘2 T T T T T T T T T
56 535 51 48 46 -435 41 3,85 36
log [ Composto ]
1 -
(B)
0,5 |
®22°C
e
= 07 m27°C
by
£ g5 32°C
- O
2 'S W 37°C
1 4
-1,5 T T T T T 1
-5 -4,75 -4,5 -4,25 -4 -3,75 -3,5
log [Concentracdo]

FIGURA 37: Gréficos da equacéo logaritmica de log(Fo-F)/F vs log[Q] para BSA na presenca
de diferentes concentragdes (A) [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs e gB) [Ru(AG)(dppe),]PFs para
diferentes temperaturas, excitacdo = 280 nm. {[BSA] = 2,0 x10° mol L™.

Na TABELA 17 estdo apresentados os valores das constantes de
ligacdo Ky e n em diferentes temperaturas para os complexos sintetizados e seus

respectivos ligantes.
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TABELA 17: Parametros de ligacdo para BSA com os complexo e os ligantes livres.

Compostos T (K) Kp (L mol™) n R?
ABz N&o interage
295 (5,24 + 3,46) 10° 1,1 0,9513
AG 300 (3,67 +1,63) 10° 1,1 0,9973
305 (2,12 + 1,52) 10° 1,0 0,9981
310 (1,20 £ 0,10) 10° 0,9 0,9988
AGM N&o interage
295 (1,91+ 0,08) 10° 1,47 0,9915
[RUCABZ)(dppb) biy)JPFs 300 (3,18 £ 0,22) 10° 1,51 0,9874
305 (8,32 +0,95) 10° 1,62 0,9943
310 (1,16 + 0,12)10’ 1,62 0,9983
295 (5,39 + 0,91)10° 1,33 0,9991
[RU(AG)(dppb)(bipy)]PFs 300 (3,24 £ 0,63)10° 151 0,9834
305 (5,97 + 0,21)10° 1,57 0,9862
310 (1,45 + 0,05)10’ 1,67 0,9829
295 (3,91 + 0,69)10° 1,35 0,9933
[RUAGM)(coab)bipylIPF 300 (5,77 +0,23) 10° 1,35 0,9901
305 (1,04 £ 0,20)10° 1,40 0,9803
310 (1,65 + 0,30)10° 1,44 0,9879
295 (1,08 £ 0,47) 10* 1,00 0,9817
300 (3,51 +0,52) 10* 1,12 0,9946
[RU(AB2)(dppe).|PFs 305 (1,02 + 0,12) 10° 1,24 0,0968
310 (1,54 + 0,04) 10° 1,30 0,9895
295 (9,20 £ 0,42) 10° 1,40 0,9798
300 (1,35 + 0,06) 10° 1,48 0,9935
[RUAG)(dppe)-IPFs 305 (2,32 £ 0,01) 10° 1,52 0,0892
310 (4,41 £ 0,03) 10° 1,62 0,9893
295 (1,01 £ 0,08) 10* 1,01 0,9921
300 (1,19 + 0,05) 10* 1,04 0,9998
[RUAGM)(dppe)]PFs 305 (1,90 £ 0,19) 10* 1,10 0,0949
310 (2,90 + 0,47) 10* 1,18 0,9821

Para avaliar o tipo de interacdo (interacdo hidrofobica, interacdes
eletrostaticas, forcas de van der Waals, ligac@es de hidrogénio, entre outras) que
atuam entre os complexos e a BSA, varios parametros termodindmicos como

energia livre de Gibbs (AG°), variacédo de entalpia (AH®), e varia¢Ges de entropia
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(AS®) foram determinados. Estes parametros poderam ser determinados com

base na equacéo 4.4.

AG°=-RTINK, =AH°-TAS®  (4.4)

b =
Onde R = constante dos gases (8,314 J mol*K™) e K é a constante

de interacdo com a BSA (Ky).

Com base na equagdo de van’t Hoff (Eq. 4.5) foi possivel obter os

valores de AH° e AS° a partir de um gréafico de InK, versus 1/T:

AH® AS°
R
RT

InK (4.5)

Os parametros termodinamicos para 0s complexo-BSA foram
determinados a partir da equagdo de van’t Hoff utilizando as constantes de
ligacdo Ky. A FIGURA 38 mostra os graficos de van’t Hoff para a interacdo da
BSA com os complexos [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(AG)(dppe).]PFe, nas
temperaturas 295, 300, 305 e 310 K.
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FIGURA 38: Graficos de van’t Hoff para os complexos A) [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs e (B)
[Ru(AG)(dppe)2]PFs nas temperaturas de 295, 300 e 305 e 310 K.

Os tipos de interacdo que atuam entre os complexos e a BSA podem

ser indicados a partir do sinal e da magnitude dos parametros termodinamicos™.

- Valores positivos para AH® e AS° - indicam o envolvimento de forcas

hidrofébicas entre o complexo e a BSA,;
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- Valores negativos para AH® e AS° - indicam forgas de van der Waals e

interacdes por ligacOes de hidrogénio;

- Valor negativo de AH° e positivo para AS® - indica interacdo

eletrostatica.

De acordo com os dados da TABELA 18 é evidente que a interacdo
dos complexos com a BSA € espontanea, uma vez que os valores de AG° sdo
negativos, tanto para o ligante quanto para os complexos. A partir dos valores de
AG negativos é possivel observar que também ha uma tendéncia onde os
complexos formados a partir do precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] tém sua
formacdo mais favorecida do que os complexo formados com o precursor cis-
[RuCl,(dppe),] para cada temperatura. Além disso, nota-se que os valores AH°
de formacéo e entropia AS seguem uma relacdo com o volume do complexo,
tanto para os compostos do tipo [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs ou [Ru(O-
O)(dppe),]PFs , onde O-O = ABz, AG e AGM. Os complexos contendo o
ligante ABz possui 0 maior valor de AH° e AS e estes valores decrescem com o

tamanho da molécula do ligante coordenado ABz > AG > AGM.

Pode-se dizer ainda que as forgas de interacdo dos complexos com a
BSA sdo forcas hidrofébicas devido aos valores positivos de AH® e AS°.
Segundo Ross e Subramanian'® as variacdes de entalpia (AH) e entropia (AS)
positivas ocorrem porque as moléculas de dgua que estdo dispostas de forma
ordenada em torno da proteina adquirem uma configuracdo mais aleatoria, como

resultado de interacdes hidrofobicas com o complexo.

Para o ligante &cido galico, os parametros termodinamicos AH® e
AS° indicam interacOes por ligacdes de hidrogénio e forcas de van der Waals,
sugerindo assim que o ponto de interacdo do complexo com AG na proteina

BSA néo se da somente pelo ligante e sim com o complexo como todo.
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TABELA 18: Parametros de formacéo e termodinamicos (AH, AS e AG) para a interacdo dos complexos de Ru(ll) e os ligantes (AG, AGM, ABz) com
a albumina (BSA).

Compostos AG® (kJ mol™) AH A
295 K 300 K 305 K 310 K (kJ mol™) (J mol'K™)
AG -20,99 -20,44 -19,38 -18,46 -71,98 -172,4
[Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs -34,36 -37,06 -39,76 -42,46 124,78 539,5
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs -35,35 -37,53 -39,70 -41,87 92,89 434,7
[Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFs -31,58 -33,08 -35,15 -36,89 74,67 359,8
[Ru(ABz)(dppe);]PFs -22,78 -26,10 -29,26 -32,51 168,30 647,8
[Ru(AG)(dppe)2]PFs -33,04 -35,20 -37,17 -39,43 91,50 422,1

[RU(AGM)(dppe)2]PFs -21,89 -23,42 -24,96 -26,50 68,73 307,2
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4.1.10.3 Ensaios de viabilidade celular dos ligantes e complexos de Ru
(11) com acido galico e derivados

A citotoxidade dos compostos de ruténio (I1) e de seus ligantes
podem ser comparadas por meio dos valores médios de ICsy, isto €, a
concentracdo de composto que inibe o crescimento celular em 50% (densidade
Otica apds ensaio com MTT) de células tratadas em relacdo as células néo
tratadas (controles). Estes ensaios foram realizados nas linhagens MCF-7 e
MDA-MB231 (canceres de mama), e na célula ndo tumoral de camundongo
L929. Vale ressaltar que o sistema de crescimento celular do camundongo
difere-se de um sistema humano, porém estes estudos séo realizados para termos
uma referéncia de como 0s nossos compostos poderiam atuar em células

humanas.

As células foram expostas com 0s compostos em um tempo de
incubacdo de 24 a 72 horas. Nos graficos de viabilidade celular dos ligantes e
dos complexos representa um limite de confianca de 95%, obtidos a partir de
trés experimentos independentes, feitos em triplicata. As concentractes foram
200 a 0,19 umol L™, e nas mesmas condicdes foram utilizados como referéncia

0s medicamentos, cisplatina e doxorrubicina.

Os dados da TABELA 19 mostram que os ligantes apresentaram
altos valores de ICs, sendo que em muitos casos estes valores sao superiores a

200 pmol L™ (a concentragdo maxima de composto utilizado nos experimentos).

Os complexos foram mais ativos em relacdo aos ligantes livres,
mostrando que a complexacdo melhora a atividade biologica dos mesmos. O
acido galico (AG) é um potente antioxidante natural, e este apresentou melhor
resultado apds a complexacdo. Comparando estes resultados de 1Cso, com 0S
dados de atividade antioxidante dos complexos com &cido galico, observamos
que a capacidade de sequestro de radicais livres do ligante, quando coordenado
ao metal diminui, mas a atividade citotoxica do complexo contendo o ligante

acido galico melhora com a complexacédo. Isto indica que a atividade citotdxica
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destes complexos se da ndo somente pela presenca do ligante e sua capacidade
antioxidante do mesmo, mas sim pela molécula como um todo, evidenciando
que ndo ha somente um possivel mecanismo de acdo atuando na atividade
citotoxica destes compostos. Esta suposicdo converge com os dados obtidos para
0s compostos com acido benzoéico e acido galico acetilado, onde estes ndo
possuem 0s grupos fenois, que séo os responsaveis pela eliminacdo dos radicais
livres e apresentaram baixos valores de ICsy sugerindo assim, outro possivel

mecanismo de agéo.

No geral, observamos que os valores de 1Cso com incubacao de 72
horas sdo menores que os de 24 horas, evidenciando que as maiorias dos
compostos sdo dependentes do tempo. Esta afirmacdo ndo se aplica aos
compostos contento o acido benzoico, onde sua atividade se da nas primeiras 24

horas de incubacdo, como pode ser observado na FIGURA 39.
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FIGURA 39: Grafico de viabilidade celular dos complexos [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs e

[Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs por tempo na linhagem MDA-MB-231. Os resultados foram

comparados por ANOVA, seguido pela analise post-hoc Tukey. * p< 0,05, ** p<0,01 e p<

0,001
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Pode-se verificar que pelos valores de 1Cs, 0s compostos sdo mais
ativos contra o cancer de mama do tipo MDA-MB-231 do que MCF-7. Sabe-se
que a linhagem MDA-MB-231 ¢ triplo negativa (RE, RP e HER2) enquanto que
a linhagem MCF-7 apresenta receptores de estrogénio,via ER presente no
citoplasma celular. Este pode ser uma sugestdo de estudo na elucidacdo do

mecanismo de agéo.

Comparando os dados de interagdo com a BSA e os valores de ICs
ndo conseguimos fazer uma correlacdo direta entre BSA e 1Csy na série com o
mesmo precursor, uma vez que os valores de K, e K, dos complexos sdo
proximos, ndo havendo uma diferenca significativa. No entanto quando
avaliamos a seérie dos diferentes precursores [RuCl,(dppb)(bipy)] com
[Ru(Cl,)(dppe).], nota-se que os compostos do tipo [Ru(O-O)(dppe).]PFs, que
possuem valores de K, menores que a série [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs possuem

valores de I1Cso mais baixos nas linhagens estudadas.

Os dados de lipofilicidade mostra que o0s complexos
[Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs € [Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFe, sdo hidrofilicos em
relacdo aos outros complexos da série [Ru(O-O)(dppe),]PFs e do complexo
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFe, que sdo hidrofobicos (lipofilicos). Comparando os
valores de ICs, destes compostos observa-se que os complexos hidrofilicos sdo
mais ativos, possuem valores de ICsy menores que o complexo lipofilico
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs, nas duas linhagens de céncer de mama estudada,
MDA-MB-231 e MCF-7. Ja os complexos da série [Ru(O-O)(dppe).]PFs, que
sdo lipofilicos, ndo apresentam o mesmo comportamento nas duas linhagens

estudadas.

Os dados de ICsy na linhagem L929 (FIGURA 40) mostra que 0s
complexos contendo o acido galico possuem os maiores valores de 1Csg, Ou Seja,
sd0 menos citotoxicos na linhagem ndo tumoral de camundongo do que o0s

outros complexos com ABz e AGM. Observa-se que os indices de seletividade
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destes compostos na L929 em relacédo a linhagem MDA-MB-231, sdo melhores

para 0s complexos com o acido galico.
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FIGURA 40: Gréfico de viabilidade celular dos complexos do tipo [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs
(0O-O = AG, ABz e AGM) apo6s 72 de incubacdo na linhagem L929. Os resultados foram
comparados por ANOVA, seguido pela anélise post-hoc Tukey. * p< 0,05, ** p<0,01 e p<
0,001
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TABELA 19: Valores de ICs, dos ligantes e complexos de Ru(ll) nas linhagens MDA-MB-231, MCF-7 e L929.

ICso(umol L™

Compostos MDA-MB-231 MCEF-7 L929 1S
24 h 48 h 72h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72h

AG >200 >200 200-100 >200 >200 >200 >200 >200 >200
AGM >200 >200 200-100 >200 >200 >200 >200 >200 116,52+0,65
ABz >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs 13,04+1,33 | 7,31+£0,78 | 564+0,68 | 58,76 +3,03 | 10,65+0,76 | 9,45+1,04 | 2596+0,87 | 18,22+0,74 | 2553+1,01 | 45
[Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFs | 6,71+081 | 3,63+0,66 | 3,22+051 | 31,09+2,01 | 26,64+2,02 | 27,25+1,89 | 9,78+0,68 | 9,38+050 | 10,62+0,72 | 3.2
[Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs 0,37+017 | 048+023 | 042+0,17 | 341+051 | 695+0,56 | 525+1,31 | 092+0,80 | 0,62+0/55 | 1,06+0,82 2,5
[Ru(AG)(dppe)2]PFs 2,72+121 | 073056 | 1,28+0,73 na 024+010 | 024+012 | 553+019 | 245+039 | 2,82+107 | 22
[Ru(AGM)(dppe),]PFs 3,80+049 | 0,96+046 | 4,25+0,76 na 0,09+016 | 017+011 | 0,73+047 | 044+021 | 0,39+016 | 0,09
[Ru(ABz)(dppe),]PFs 0,64+147 | 0,56+0,26 | 0,96 + 0,69 na 0,16+0,09 | 026+0,12 | 064+042 | 023+0,10 | 021+063 | 0.2
cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] na 31,3 na > 200 37,2+248 | 428+347 na na na
cisplatina 382+0,25 | 2,43+0,20 | 0,98 +0,08 4,06 +1,38 8,91+259 | 1858+3,77 | 26,79+0,27 | 20,14+0,19 | 17,40+£0,16 | 17,7
doxorrubicina 24,00£1,92 | 367+0,15 | 469+019 | 396+095 | 2,28+0,01 | 2,49+041 | 54,23+0,64 | 13,40+051 | 593+031 | 1,26
na — ndo avaliado / ®1S = ICsp =%/ I1Cs5 "°A™ME%1 em 72 horas
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4.1.10.4 Estudos Morfologicos

Os estudos morfoldgicos foram realizados com trés complexos
[Ru(AG)(dppb)(bipy)IPFs , [Ru(ABz)(dppb)(bipy)IPFs e [Ru(AG)(dppe).]PFe
na linhagem MDA-MB-231, no periodo de 72 horas. As alteragdes morfologicas
provocadas pelos complexos estdo apresentadas na FIGURA 41. Observa-se que
com o aumento gradual da concentracdo e o tempo, verificou-se claramente o
decréscimo do numero de células aderidas e 0 aumento do nimero de celulas em
suspensdo. As células comecaram a perder sua forma caracteristica, ficando
arredondadas, com tamanho mais reduzido, até se desprender da superficie de

crescimento.

O complexo com acido benzoico [Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFe,
apresentou o menor valor de ICsy nas primeiras 24 horas e no ensaio
morfoldgico observa-se que o efeito de destacamento das células da superficie
de crescimento ocorreu antes das 72 horas de incubacdo com o complexo, na
concentragdo de 1 pmol L™ (FIGURA 41 D) e antes de 10 horas, na
concentracdo de 10 umol L™ (FIGURA 41 E). Na concentragdo de 100 pmol L™,
as células sofreram modificacbes e descolamento nas primeiras 10 horas de
incubacédo (FIGURA 41 F).

O primeiro efeito de destacamento das células da superficie de
crescimento do complexo [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs pode ser observado nas
primeiras 10 horas, com concentracdo de 10 umol L™ (FIGURA 41 B). Com 0
aumento do tempo de exposicdo ao complexo estes efeitos comecaram a ser
mais visiveis. Na concentracdo de 100 pmol L™ e 10 horas de incubacio
(FIGURA 41 C) praticamente todas as células se apresentavam destacadas da

superficie de crescimento.

Quando se compara o efeito dos dois complexos contendo o ligante
acido gélico, observa-se que o complexo [Ru(AG)(dppe),]PFe possui um efeito
sobre as células mais rapido do que o complexo [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFe.

Observa-se que o primeiro sinal do destacamento celular da superficie de
82



crescimento do complexo [Ru(AG)(dppe).]PFs ocorre nas primeiras 10 horas na
concentracdo de 10 pmol L™ (FIGURA 41 H). Com o aumento do tempo de
exposicdo dos complexos com as células os efeitos comecaram a ser visiveis em
concentracdes abaixo de 1 umol L™, para as 48 - 72 horas (FIGURA 41 G),
respectivamente. A morfologia das células do controle manteve-se inalterada,

somente em proliferacdo durante as 72 horas de tratamento.

Controle

10h 24h 48h 72h
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FIGURA 41. Morfologia de células MDA-MB-231 expostas aos complexos
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs, [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(AG)(dppe).]PFs por um periodo
de 10, 24, 48 e 72 horas.

4.1.10.5 Ensaios clonogénicos

Os ensaios clonogénicos foram realizados com o complexo
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs, o precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] e com os
farmacos de referéncia, cisplatina e doxorrubicina. Estes ensaios foram

realizados com o complexo [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs uma vez que seus valores
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de 1Cso na linhagem L929, apresentou um aumento do 1Csy com 0 tempo (48 —
72 horas). Assim para avaliar o efeito do complexo em diferentes concentracoes
em um tempo maior (10 dias) foram realizados os ensaios clonogénicos nas
linhagens MDA-MB-231 e L929.

A capacidade dos farmacos de referencia cisplatina e doxorrubicina
de inibir a formacgédo de colonias de células de tumor MDA-MB-231 e normal
1929 nas concentracbes 0,1, 1 e 10 pmol L™ apresentaram diferencas
significativas entre as duas linhagens celulares e as células do controle (nédo

tratadas).

Observa-se que os compostos, cisplatina e doxorrubicina, inibem
mais eficientemente a formacdo de coldnias nas células MDA-MB-231 do que
nas células L929. Por exemplo, a doxorrubicina, quimioterapico utilizado no
tratamento de cancer de mama, possui inibi¢io de colénia em 1 pmol L™ na
linhagem MDA-MB-231, enquanto que na linhagem L929, somente em 10 umol
L™

O precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] ndo inibe a formacgdo de
colénias nas concentrages 0,1, 1 e 10 umol L™ e ndo apresenta diferenca
significativa entre as duas linhagens celulares e as células de controle. No
entanto, com a complexacgdo do ligante AG, observa-se que 0 novo complexo
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PF¢ inibe a formacéo de colonias na linhagem MDA-MB-
231, na concentracdo de 10 umol L™, enquanto que para a linhagem L929 na

mesma concentra¢do ndo ha uma inibicéo eficiente das coldnias.

A FIGURA 42 e 41 apresenta o grafico do numero de coldnias vs a

concentragdo dos complexos nas linhagens MDA-MB-231 e L929.
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FIGURA 42: Quantificagho do numero de colbnias para 0s compostos, Ccis-
[RuCl(dppb)(bipy)], [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFe, cisplatina e doxorrubicina na linhagem
MDA-MB-231. Dados representados em + SD de diferentes experimentos em triplicata. Os
resultados foram comparados utilizando ANOVA seguido pela anélise post-hot Tukey. * p<
0,05, ** p<0,01 e p< 0,001, comparado com o controle.
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FIGURA 43: Quantificagho do numero de colbnias para 0s compostos, Ccis-
[RuCl,(dppb)(bipy)], [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFe, cisplatina e doxorrubicina na linhagem
L929. Dados representados em + SD de diferentes experimentos em triplicata. Os resultados
foram comparados utilizando ANOVA seguido pela andlise post-hot Tukey. * p< 0,05,
comparado com o controle.

Ao avaliarmos a diferenca de 1Csq em 48 horas na linhagem L929
do cisplatina, farmaco inorgénico de referéncia, e o0 complexo
[RUu(AG)(dppb)(bipy)]PFs , nota-se que o cisplatina possui um I1Csq de 20 umol
L™, enquanto o complexo possui ICs, de 18 pmol L™ ( néo foi téo eficiente.

TABELA 20). O tempo de incubacdo dos compostos no ensaio
clonogénico ¢é de 48 horas, sendo assim, se esperaria que apos 7 dias tanto o
cisplatina, quanto o complexo, ndo inibissem a formagdo de colonias na

concentragdo méxima de 10 umol L™. No entanto, o cisplatina apresentou uma
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alta eficiéncia de inibicdo de colbnias em 10 umol L™, enquanto que o

complexo, na mesma concentracao, nao foi téo eficiente.

TABELA 20: Numero de coldnias formadas durante a incubagdo com o0s complexos
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs, cis-[RuCl,(dppb)(bipy)], cisplatina e doxorrubicina

Numero de colbnias

Compostos 0,1 1 10
L.929 [pmol L] + SD
cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] 92,9+8,3 90,0+8,3 86,1+9,1
[RU(AG)(dppb)(bipy)]PFs 93,6 £5,5 91,1+8,1 83,2+6,1
Cisplatina 96,2+5,3 91,3+3,6 32x11
doxorrubicina 89,2+0,9 715+48 0
MDA-MB-231 [pmol L] + SD
cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] 96,4+21 91,1+£0,2 854+21
[RU(AG)(dppb)(bipy)]PFs 91,9+3,0 87,6 +8,2 0
Cisplatina 88,2 +12,7 68,7+ 7,2 11,1+ 3,6
doxorrubicina 50,8 +8,3 0 0

A eficiéncia de plagueamento (EP) dos compostos foi calculada nas
duas linhagens estudas (MDA-MB-231 e L929). Observa-se pelo grafico da
FIGURA 44 que o cisplatina reduziu significativamente a EP nas concentracoes
1 e 10 umol L™, enquanto que o complexo [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs e o

precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] ndo apresentou diferenca significativa nas trés
concentracoes.
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FIGURA 44: Eficiencia de plaqueamento dos compostos, cis-[RuCl,(dppb)(bipy)],
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs, cisplatina e doxorrubicina na linhagem L929. Os resultados foram
comparados utilizando ANOVA seguido pela analise post-hot Tukey. * p< 0,05, comparado
com o controle.
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Para a linhagem MDA-MB-231, observa-se que além do cisplatina
a doxorrubicina e o complexo [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFe, reduziu significamente
a EP nas concentracdes 1 e 10 umol L™ (FIGURA 45). Ja o precursor cis-

[RuCl,(dppb)(bipy)], néo apresentou diferenca significativa nas trés
concentracoes.
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FIGURA 45: Eficiencia de plaqgueamento dos compostos, cis-[RuCly(dppb)(bipy)],
[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs, cisplatina e doxorrubicina na linhagem MDA-MB-231. Os
resultados foram comparados utilizando ANOVA seguido pela analise post-hot Tukey. * p<
0,05, comparado com o controle.
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4.2.Complexos de féormula geral [Ru(O-O)(bipy)(dppb)]PFs, onde O-O =

acidos cinamicos e derivados.
4.2.1. Acidos cinamicos

Como ja mencionado anteriormente existe um grande interesse no
estudo de plantas que contenha compostos fendlicos, devido as propriedade
farmacoldgicas destas moléculas. Substancias que constituem o grupo dos
compostos fendlicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila
na molécula, conferindo propriedades antioxidantes tanto para os alimentos
quanto para o0 organismo, sendo, por isso, indicados para o tratamento e
prevencdo de diversas doencas™. Estas moléculas estdo presentes nos vegetais

na forma livre ou ligados a actcares (glicosidios) e proteinas '%.

Os acidos fendlicos sdo divididos em trés grupos: acidos benzoicos,
acidos cindmicos e as cumarinas. Os acidos cinamicos possuem nove atomos de
carbono (C6 -C3), e sdo seis 0s &cidos cindmicos mais comumente encontrados
no reino vegetal (FIGURA 46).

R 0
| | R, =R, =R; =R, = H—=&cido cindmico
\ OH R, = OH — &cido o-cumarico

R; = OH —= &cido p-cumarico

R, = R; = OH — &cido caféico
R3 R, = OCHj;, R; = OH — &cido fertlico

R, = R, = OCHj,, R, = OH — acido sinapico
Ry

FIGURA 46: Estrutura quimica dos principais acidos cinamicos

Os 4&cidos cindmicos sdo encontrados em diversos produtos de
origem vegetal como café, magas, frutos citricos cereais entre outros. Na
literatura, encontram-se poucos estudos com as moléculas de acidos cindmicos,
porém estudos realizados com 4&cidos cindmicos de derivados fendlicos
mostraram um efeito citotoxico significante contra véarias linhagens de celulas

tumorais*®.
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Os complexos de ruténio Il com &cidos cindmicos e derivados

foram sintetizados a partir do cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] (

FIGURA 47) onde a reacdo ocorre através da substituicdo dos

atomos de cloro pela coordenacgdo do ion carboxilato do ligante ao metal.

(cx metcn) o
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% < L ; / .\-\\“\\\\\\\\
H3CO (3,4- dlhldroxcn) o (0)

(3,4-metoxocn)

cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] D/\/L o cis-[Ru(0-0)(dppb)(bipy)]PF,

FIGURA 47. Esquema representativo da rota sintética dos complexos cis-[Ru(O-
O)(dppb)(bipy)]PFe

4.2.2 Condutividade molar e analise elementar

Os dados de andlise elementar dos complexos com 4&cidos
cinamicos (TABELA 21) indicam a saida dos dois ions cloretos do precursor e a
coordenacao dos ligantes cindmicos pelo grupo carboxilato na forma bidentada e

monoanionica.

TABELA 21: Dados percentuais para os teores de C, H e N, tedricos e experimentais dos
complexos de ruténio com derivados de acido cinamicos.

Andlise elementar
% C % H % N

[Ru(a-metcn)(dppb)(bipy)]PFs. %CH-Cl, 55,12 (55,58) 4,20 (4,45) 2,73 (2,66)
[Ru(4-metoxcn)(dppb)(bipy)]PFs. %3H,0 56,67 (56,64) 4.77 (4,59) 2,96 (2,75)
[Ru(3,4-metoxocn)(dppb)(bipy)]PFs. H,O 55,44 (55,55) 4,31(4,37) 2,84 (2,70)
[Ru(4-hidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs.¥4CH,Cl, 55,08 (55,15) 4,26 (4,26) 3,01 (2,72)
[Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs 57,01 (56,91) 4,550 (4,37) 2,89 (2,82)

* (Valores teoricos)

Complexos
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As medidas de condutividade (TABELA 22) confirmam a formacéo
de complexos i6nicos (1:1) *. Estes dados indicam a presenca de uma molécula
catibnica referente ao complexo [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]” € um contra-ion

anibnico, o PFs.

TABELA 22: Dados de condutividade molar (ohm™ cm? mol™) para os complexos de ruténio
com derivados de acido cindmico.

Complexos Branco  Condutividade
[Ru(a-metcn)(dppb)(bipy)]PFs 0,045 54,9
[Ru(4-metoxcn)(dppb)(bipy)]PFs 0,056 56,4
[Ru(3,4-metoxocn)(dppb)(bipy)]PFs 0,021 57,2
[Ru(4-hidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs 0,061 34,8
[Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs 0,036 40,8

4.2.3 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho

Os espectros de IV dos ligantes cinamicos apresentam diversas
bandas vibracionais caracteristicas. Destaca-se a banda alargada em torno de
3080 — 2512 cm™ referente ao estiramento do grupo vOH e C-H e para o ligante
4-metoxocn também observa-se duas fortes bandas do estiramento v—C-H do

grupo metoxi em 2938 e 2843 cm™.

Em torno de 1685 e 1446 cm™ observa duas bandas fortes referentes
aos estiramentos assimétrico e simétrico do grupo COO™ do ion carboxilato.
Além disso, bandas referentes as modificacbes dos ligantes também foram

observadas como pode ser visto na TABELA 23.
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TABELA 23: Atribuicdes das frequéncias vibracionais (cm™) dos ligantes cinamicos.

Ligantes (cm™)

Atribuictes ) .
a-metcn 4-metoxcn 3,4-metoxocn  4-hidroxcn  3,4-dihidroxcn

vOH+vC-H  3058-2512m 3043-2493F 3080 -2512m 3025-2572m  3025-2576 m

VC-Hmetoxi - 2938 /2843 F - - -
v,sCOO 1667 F 1687 F 1693 F 1655 F 1672 F
vC=Caiir) 1615F 1623 F 1626 F 1619 F 1627 F
VasC=Canen) 1575 m 1598 F 1604 F 1600 F 1590 F
vsCOO 1448 F 1444 F 1449 F 1450 F jaga 1449 F
VsC=Clanel 1492 m 1512 F 1493 F encoberta 1511 F
vC-O + 60H 1414 F 1430 m 1422 F 1422 m
vy CO 1313 m 1315 F 1318 F 1326 F 1313 F
y CO 1287 F 1289 m 1296 m 1296 F 1283 m
vC=C 1269 F 1255 F 1267 F 1280 F 1244 F
vaC-O-C . 1218 F : - -
(metoxi)

vC-C(=0)0O 1208 m 1192 F 1195 m 1175 F 1172 F
VasC-O- - 1029 m - - -

C (metoxi)

yOH 934 m 944 m 945 f 935 f 939 m
VC-O anel - - 1038 F - -
VC-Oane) - - 927F - -
vyCH 803 f - 808 F 817 m 797 m
yCH 769 F - - - -
yCH 735 f 774m 736 f 737f 741 f
yC=C 688 F 687 f 695 m 699 f 691 m

F- forte; m- média; f- fraca; v — designa uma vibragéo de estiramento; & - designa uma vibragdo de deformagdo; y
- designa uma vibracéo de deformacéo fora do plano

Com a coordenacdo, ligante-metal, observa-se o deslocamento ou
desaparecimento de algumas dessas bandas. Nos espectros de infravermelho dos
ligantes as principais bandas caracteristicas das vibragdes v(O-H), v,(C=0),
v¢(C=0) e 5(OH) foram observadas em torno de 3080, 1685, e 1446 e 1424 cm™,
respectivamente. Nos espectros dos complexos, observa-se um deslocamento
das bandas v,(C=0) e v,(C=0) para menores frequéncias e a auséncia das

bandas v(O-H) ¢ 8(OH), indicando a desprotonacdo do grupo OH do ion
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carboxilato e sugerindo a coordenacdo pelo mesmo. Outra evidencia ja
mencionada para confirmar a coordenacdo do ion carboxilato na forma
bidentada € calcular a diferenca entre o estiramento simétrico e assimétrico do v-
COO0™ (Acm™). De acordo com os valores de Acm™ calculados para os ligantes
e seus respectivos complexos (TABELA 24), assim como o deslocamento do
vosCOO™ para menores comprimento de onda, podemos confirmar a coordenagao

da forma bidentada do ion carboxilato.

TABELA 24: Atribuicbes das frequéncias vibracionais (cm™) correspondente ao grupo
carboxila do ligante livre e coordenado dos derivados de &cido cinamico.

Compostos v4sCOO vCOO  A(cm™)
a-metcn 1667 F 1448 F 219
4-metoxcn 1687 F 1444 F 243
3,4-metoxocn 1693 F 1449 F 244
4-hidroxcn 1655 F 1450 F 205
3,4-dihidroxcn 1672 F 1449 F 223
[Ru(a-metcn)(dppb)(bipy)]PFs 1637 f 1445 m 192
[Ru(4-metoxcn)(dppb)(bipy)]PFs 1633 m 1433 F 200
Ru(3,4-metoxocn)(dppb)(bipy)]PFs 1634 m 1447 m 187
[Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs 1633 m 1444 m 189
[Ru(4-hidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs 1633 m 1445 F 188

Os espectros dos complexos apresentam duas bandas de vibragao
v(Ru-P) em torno de 516 e 509 cm™, referentes as bandas de vibracdo simétrica
e assimétrica dos atomos de fosforos que se encontram em cis, além de novas
bandas que surgem pela coordenacdo na regido entre 493 — 416 cm™,
caracteristicas das vibra¢fes v(Ru-N) e v(Ru-O). Duas novas bandas v,P-F e
vsP-F referente ao contra-ion PFg’, surgem na regido de 840 e 557 cm™?,
respectivamente. A TABELA 25 apresenta as outras bandas caracteristicas dos
complexos do tipo [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs.
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TABELA 25: Atribuicdes das frequéncias vibracionais (cm™) dos complexos de ruténio
contendo os ligantes cindmicos.

[Ru(L)(dppb)(bipy)]PFs

Atribuicdes 3.4- _ 34-
a-metcn 4-metoxcn met(;xocn 4-hidroxcn dihi droxcn
VCH (arom) 3057 f 3055 f 3057 m 3056 f 3057 f
vasCH 2925 f 2932 f 2924 m 2928 f 2935 f
vsCH 2859 f 2859 f 2863 f 2862 f 2858 f
VasCOO" 1637 f 1633 m 1634 m 1633 m 1633 m
vasC=N 1603 f 1603 m 1604 m 1603 m 1605 F
viC=N+vC=C  1572f 1574 f 1571 f - 1586 f
VC=Canel) encoberta 1513 m 1503 m 1515 f 1515 m
VvC=Cifos) ﬂgim/ 1480m/ 1489m/ 1482m/ 1480m/
m 1464m 1462m 1464m 1463m
ccovooo W e MSH s
y CO 1311 f 1306 f 1309 f 1307 f 1311 f
y CO 1272 f 1293 f 1297 f 1283 m 1277 f
VC-O-Canel) - - 1254 m - -
VasC-0-C (metoxi) - 1246 m - - -
vP-C 1096 m 1096 m 1097 m 1096 m 1097 m
VC-Oanely - - 1037 m - -
VsC-O-C (metoxi) - 1028 f - - -
v anel 994 f 987 f 998 f 996 f 986 f
VC-Oanely - - 928 f - -
vP-C 901 f 901 f 898 f 901 f 901 f
Vas P-F 841F 842 F 842 F 842 F 843 F
yCH 766 f 764 f 765 f 763 m 763 m
yCH 742 f 742 m 744 f 741 m 741 m
vy anel 697 m 698 m 698 m 698 F 698 F
vP-CH, 623 f 654 f 623 f 623 f 623 f
vs P-F 557 m 558 m 558 m 558 m 558 m
VRU-P 515m/ 516m/ 516m / 517m/ 5 515m/
509m 508m 509 m 08m 509m
vRu-O 493 f 492 f 492 f 491 f 492 f
vRu-N 418 f 418 f 429 f 416 f 420 f

F- forte; m- média; f- fraca; v — designa uma vibragdo de estiramento; & - designa uma vibracdo de deformagéo; y
- designa uma vibracdo de deformacéo fora do plano
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4.2.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN *P{1H} dos complexos [Ru(O-
O)(dppb)(bipy)]PFs apresentam dois dupletos, em torno de 6 48 ppm e & 46 ppm
(FIGURA 46). Em relacdo ao espectro do precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)]
onde os dupletos aparecem em & 42,2 ppm e & 30,5 ppm, observa-se que com a
coordenacéo do ligante ocorre um deslocamento para campo baixo assim como

uma aproximacéo entre os sinais.

SpinWorks 2.5: OR

soszs wemoonnn A\ FIGURAy 48 apresenta o espectro de RMN de *'P{*H} do
complexo [Ru(4-metoxcn)(dppb) (bipy)]PFs.

N T PFg

zzzzzzzzzzzzzzzzzz

mmmmmmmmmm
time domain
width: 7

vvvvvvvv FIGURA48: Espectro de RMN de *'P{"H} do complexo [Ru(4-metoxcn)(dppb) (bipy)]PFe,
em CH2C|2

Existem duas possiveis contribuicbes para explicar este
comportamento. Uma contribuicdo vem do angulo de cone das fosfinas, que séo
modificadas apds a complexacdo do ligante ao metal. Segundo Tolman'®, o
angulo de cone é o menor angulo formado por um cone imaginario
convenientemente posicionado tangenciando externamente o atomo principal (P)
e 0s substituintes (FIGURA 49). Assim a insercdo de uma estrutura geral
contendo o &cido carboxilixo e uma cadeia insaturada de carbonos faz com que
0 angulo de cone se modifique igualmente para os cinco tipos de ligantes

estudados.
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FIGURA 49: Angulo de cone de Tolman para PR3,

Outra contribuicdo esta relacionada ao carater menos doador dos
ligantes em relacdo aos ligantes cloro que sdo bons doadores ¢ ¢ m. Com a
coordenacdo, os ligantes cindmicos deixa 0s atomos de fdsforo mais

desblindados.

Resumindo, estas contribui¢Ges deslocam os dupletos para regides
de maior freqiiéncia em relacédo ao precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] (TABELA
26), pois os ligantes (O-O) cindmicos usados desblindam os atomos de fdésforo
mais eficientemente que os cloretos presentes no complexo precursor. Estes
dupletos aparecem em regifes mais desprotegidas que as bifosfinas livres,
mostrando que a coordenacdo ao ruténio leva a desprotecdo dos atomos de
fosforos.

TABELA 26: Valores de deslocamentos quimicos (8) e constante de acoplamento para 0s
complexos de ruténio com derivados de acido cinamico (CH,CIy).

§'P{*H} (ppm)  2Jpp (H2)

cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] 42,2 e 30,5 32,5
[Ru(a-metcn)(dppb)(bipy)]PFs 48,5 € 46,2 33,5
[Ru(4-metoxcn)(dppb)(bipy)]PFe 48,3 € 46,0 33,3
[Ru(3,4-metoxocn)(dppb)(bipy)]PFs 48,3 e 46,1 33,4
[Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs 48,7e 47,5 33,4
[Ru(4-hidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs 48,2 e 45,9 33,3
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4.2.5 Estudo Eletroguimico

O voltamograma ciclico do complexo [Ru(a-
metcn)(dppb)(bipy)]PFs (FIGURA 50) apresenta um processo quasi-reversivel
atribuido ao par redox Ru"/ Ru" (E % = 1,31 V). Ja para os complexos com 0s
ligantes 4-metoxcn, 3,4-metoxocn e 3,4-dihidroxcn observa-se uma tendéncia a

irreversibilidade.

FIGURA 50: Voltamograma ciclico do complexo [Ru(a-metcn)(dppb)(bipy)]PFs obtidos em
CH.Cl, (0,1 mol L™ PTBA, 100 mV.s?, Ag/AgCl).

Para o complexo contendo o ligante 4-hidroxcn, [Ru(4-
hidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs, observa-se no voltamograma ciclico um processo
irreversivel em torno de 1,31 V (FIGURA 51). O voltamograma de pulso
diferencial apresenta dois processos sendo que o majoritario ocorre em 1,52 V,
sugerindo que este processo mais anddico seja referente a oxidacéo de Ru'™
enquanto o ombro em 1,30 V refere-se a oxidacdo do grupo OH (fenol) do

ligante.

0.25
1.0

084 0.20

Ligante
" 3,4-dihidroxcn
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0.4+
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-0.2
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FIGURA 51: Voltamograma ciclico e de pulso diferencial do complexo [Ru(4-

hidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs obtidos em CHsCN (0,1 mol L_; PTBA, 100 mV.s*, Ag/AgCl).
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O voltamograma ciclico do ligante p-coumarico (1 mmol L™
contendo 5 % (v/v) etanol em tampéo fosfato (pH 7.0) com 0.1 ™ “* KNO;
como eletrélito suporte) apresenta um processo irreversivel em torno de 0,67 V
referente a oxidacdo do fenol (FIGURA 52)*®. Em geral a oxidacéo do fenol
leva a formacdo de um ion fenolato, que pode ser oxidado facilmente a um
radical fenoxil. Este radical pode ser submetido a reagdes quimicas posteriores,
tais como acoplamento (polimeros), a perda de prétons, ou ataque nucleofilico

estabilizando o elétron e dificultando a reversibilidade da molécula'®.

L5k e

current /A

-LE-6
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

FIGURA 52: Voltamograma ciclico do &cido p-coumarico obtidos em diferentes velocidade
de varredura de 25, 50, 100, 200, 400 and 500 mVs™*.'%°

TABELA 27: Dados de voltametria ciclica (V) para os complexos de ruténio [Ru(O-
O)(dppb)(bipy)]PFs onde O-O = derivados de &c. cinamico (100 mV.s™, Ag/AgCl).

Complexos Epa (V) Epc(V) EY%(V) Iluwlle AEp
[RuCl,(dppb)(bipy)] 0,74 0,63 0,68 1,03 0,11
[Ru(a-metcn)(dppb)(bipy)]PFs 1,35 1,27 1,31 1,02 0,07
[Ru(4-metoxcn)(dppb)(bipy)]PFs 1,40 1,20 1,30 1,52 0,20
[Ru(3,4-metoxocn)(dppb)(bipy)]PFs 1,41 1,21 1,31 1,86 0,20
[Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs 1,89 1,75 1,82 1,54 0,13

[Ru(4-hidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs 1,52 - - - -
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4.2.6 Avaliacdo do potencial bioldgico dos complexos de ruténio com acido
cindmicos e derivados.

4.2.6.1 Avaliacdo da atividade sequestrante do radical DPPH
Os ensaios de atividade antioxidante destes compostos foram

realizados uma vez que os derivados de &cidos cinamicos, acido caféico e acido
p-coumarico, sdo antioxidantes naturais encontrados em diversas verduras e
frutas. Estes dois ligantes cindmicos diferem dos demais ligantes da série devido

a presenca de grupos fenois.

Como mencionado anteriormente, 0 ensaio da atividade
antioxidante dos acidos cinamicos e seus complexos metalicos, foram realizados

pelo sequestro de radicais livres pelo DPPH.

Era esperado que os ligantes acido caféico e acido p-coumarico
apresentassem atividade antioxidante, entretanto somente o ligante acido caféico
(3,4-dihidroxcn) apresentou atividade, assim como 0 Seu respectivo complexo
[Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs

A FIGURA 53 apresenta um grafico de barras dos valores de 1Cs
por tempo, do consumo de radicais livres pelo DPPH na presenca dos
complexos [Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs e do ligante 3,4-dihidroxcn
(4cido cafeico).

301
3,4-dihidroxcn

tempo [min]

FIGURA 53: Grafico de barras de ICsy do consumo de DPPH na presenca do acido caféico
(3,4-dihidroxcn) e seu complexo [Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs por tempo.

Quando se compara os valores de ICs, por tempo (FIGURA 53), do
complexo [Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs com o ligante (3,4-dihidroxcn),
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observa-se que o ligante livre ndo varia a concentracdo do radical DPPH com o
tempo, diferentemente do observado para o complexo que apresenta uma
reducdo do radical DPPH com o tempo, além de apresentar um valor de 1Csg
menor que o ligante (1Csq comp-< 1Cs01ig), COMO pode ser observado na TABELA
28.

Diferentemente do observado para o complexo com o AG, a
coordenacdo favoreceu o sequestro de radicais livres pelo ligante. A perda do
fon H* ficou favorecida pela coordenagdo, ou seja, a capacidade antioxidade do
ligante melhorou apds a complexacéo.

TABELA 28: Teste de ICsy para atividade sequestradora de radicais dos compostos 3,4-
dihidroxcn e [Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs.

ICso (umol L™)

Tempo — — -
3,4-dihidroxcn  [Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs
3 23,47+ 0,04 22,63+ 0,09
10 22,89+ 0,05 20,19 + 0,08
20 23,48 £ 0,05 19,73 £ 0,09
30 23,24 £ 0,05 17,63+ 0,09

Quando avalia-se a porcentagem de consumo do radical DPPH por
concentracdo apos 30 minutos de incubacdo (FIGURA 54) observamos que o
ligante 3,4-dihidroxcn apresenta um consumo total das espécies (=100 %) na
concentragdo de 100 pmol L™ enquanto que para o complexo[Ru(3,4-
dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs na mesma concentragdo somente 80% (TABELA
28), divergindo do comportamento observado no I1Cs,. No entanto, com o
decréscimo da concentracdo observa-se que o consumo do radical livre do

DPPH ¢ mais eficiente pelo complexo do que o ligante 3,4-dihidroxcn.
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M [Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)bipy]PF6
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FIGURA 54: Gréfico de barras de %S.R.L. do ligante 3,4-dihidroxcn e o complexo Ru(3,4-
dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs apds 30 minutos de reacdo.

TABELA 29: % de inibicdo de radicais livres DPPH (%S.R.L.) dos compostos 3,4-dihidroxcn
e [Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs, apds 30 minutos de reagéo.

[ Jumol L %S.R.L
3,4dihidroxcn [Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs

200 99,6 1,5 60,2+2,4
100 100,8 £ 0,2 78,7+19
50 99,4+0,2 80,615
25 50,4 +0,7 46,1+ 3,8
12,5 16,7+ 0,7 16,5+0,9
6,25 54+14 6,8+24
3,125 1,7+19 78+0,5
1,5625 12+10 9,6+29

4.2.6.2 Estudos de Interacdo com albumina bovina

Assim como no ensaio anterior, o estudo foi realizado em diferentes
temperaturas (22°, 27°, 32° e 37°C), para avaliar o tipo de interacdo, forca e os
parametros termodindmicos, na faixa de 300 a 440 nm sobre uma excitagcdo em
280 nm.

Na FIGURA 55 encontra-se o espectro de fluorescéncia da BSA na
presenca do complexo [Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs, onde € possivel
observar a diminui¢do na intensidade de fluorescéncia a partir das diferentes

concentragdes do complexo, indicando interagdo com a BSA.
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FIGURA 55: Espectro de emissdo da BSA com diferentes concentracbes do complexo
[Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs. Concentracdo da BSA = 2,0 pmolL™, Aex. = 280 nm,
pH=74eT=310K.

De acordo com os valores obtidos para Ky, na TABELA 30
observa-se que no geral com o aumento de temperatura, ndo ha uma variacéo
significativa nos valores das constantes. Porém, quando se analisa os resultados
de k, observa-se que estes sdo maiores do que o valor méaximo possivel para o
mecanismo dinamico (2,0 x 10" L mol™ s™), podendo sugerir desta forma que a

supressdo da BSA ocorre pela formacéo de uma espécie intermediaria’®.

A FIGURA 56 apresenta como exemplo o gréafico, que exibe a
relacio da supressio da BSA com o complexo [Ru(3,4-
dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs em diferentes temperaturas. Os graficos dos outros

complexos e ligantes encontram-se no apéndice.
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FIGURA 56: Gréaficos de Stern-Volmer de (Fo/F)-1 vs [Q] para BSA na presenca de
diferentes concentragdes [Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs para diferentes temperaturas,
excitagdo = 280 nm. {[BSA] = 2,0 x10°® mol L™.
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A TABELA 30 resume os valores de K, e k; dos complexos
sintetizados e dos ligantes, calculados considerando que o tempo de vida (t,) de

um triptofano na albumina no estado excitado é cerca de 10 s.
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TABELA 30: Constante de supressdao de Stern-Volmer (Ksv) e constante supressao
bimolecular (kq) dos ligantes cinamicos e dos complexos com a BSA (solugdo 2,5 pmol Lt
de BSA em tampéo trizma pH 7.4)

Ks +SD K 2

Compostos T (K) (10§‘VL mol) (107 L rgol_l . R
295 (1,38 £ 0,03) 2,00 0,0084
300 (1,37 £0,02) 1,98 0,0978
a-meten 305  (1,38+0,02) 1,99 0,9977
310 (1,37 %0,02) 1,99 0,0978
205 (4,55 0,04) 6,59 0,0967
4-metoxcn 300 (4,61 +0,02) 6,68 0,965
305 (4,59 +0,06) 6,66 0,0965
310 (4,56 +0,01) 6,62 0,0963
295 (4,21 +0,06) 6,11 0,0969
3,4-metoxocn 300 (4,25 £ 0,00) 6,16 0,9966
305 (4,29 +0,06) 6,22 0,955
310 (4,25 +0,01) 6,17 0,0965
205 (2,13+0,01) 3,10 0,0934
4-hidroxcn 300 (2,19 £0,01) 3,18 0,0848
305 (2,16 £0,02) 3,13 0,0862
310 (2,16 +0,02) 3,14 0,0863
295 (0,96 +0,01) 1,40 0,078
. 300 (0,99 +0,01) 1,43 0,0976
3,4-dihidroxcn 305 (0,99 +0,01) 1,44 0,9975
310 (0,98 +0,00) 1,43 0,980
205 (3,11 +0,14) 45 0,0003
[Ru(a-metcn)(dppb)(bipy)]PFe 300 (3,32+0,14) 4.8 0,9970
305 (3,21 +0,06) 4,6 0,0942
310 (3,15 +0,05) 4.6 0,0932
205 (4,74 +0,08) 6,9 0,0986
. 300 (6,25 +0,19) 0,1 0,0082
[Ru(4-metoxcn)(dppb) (bipy)]PFe 305 (7,16 +0.22) 10,0 0,9977
310 (7,21 0,05) 10,0 0,955
205 (11,0 £0,29) 16,0 0,0929
[Ru(3,4-metoxocn)(dppb)(bipy)]PFe 300 (12,2 +0,36) 17,8 0,960
305 (12,3 +0,28) 17,9 0,9975
310 (12,4 +0,14) 18,1 0,0979
295 (1,86 +0,09) 2,7 0,9972
. . 300 (2,40 % 0,06) 3,5 0,0973
[Ru(4-hidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs 305 (2,94 + 0,06) 43 0.9952
310 (3,17 +0,06) 4.6 0,9973
295 (0,15 +0,01) 0,23 0,9970
. . 300 (0,16 +0,00) 0,24 0,0961
[Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs 305 (0,16 % 0.00) 0.24 0.9950
310 (0,17 +0,00) 0,25 0,0977
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Analisando-se os valores das constantes de ligacdo K, observamos
que para 0s ligantes a-metcn, 3,4metoxocn, 4-hidroxcn e 3,4-dihidroxcn ocorre
um aumento da constante com o aumento da temperatura, sugerindo uma
supressdo dindmica. J& o ligante 4-metoxcn apresentou um pequeno decréscimo

dos valores de constante K, com 0 aumento da temperatura.

Quando analisa-se as constantes de ligacdo K, dos complexos com
0s respectivos ligantes observa-se um novo comportamento para alguns
compostos. Os complexos [Ru(L)(dppb)(bipy)]PFe com os ligantes L = a-metcn,
4-metoxcn e 3,4-dihidroxcn apresentam um decréscimo da constante K, com o0
aumento da temperatura, indicando um comportamento por supressao estatica.
Este comportamento é diferente do observado para os ligantes livres indicando
que o modo e local de interacdo sdo modificados com a complexacdo. Enquanto
que para os complexos com os ligantes L = 3,4-metoxocn e 4-hidroxcn mantém
0 comportamento observado para o ligante livre, com o aumento da temperatura
ocorre um aumento da constante K, Os valores de K, Sdo menores nos
complexos em relacdo aos seus respectivos ligantes livres, sugerindo que o
modo de interacdo possa ser 0 mesmo, ou seja pelo ligante, mas o impedimento

estérico devido o volume do complexo possa prejudicar esta interacao.

Além disso, todos os compostos apresentam valores de K, que
indicam forca de interagdes moderadas entre complexo e BSA. A FIGURA 57
mostra o grafico da equacdo modificada de Stern-Volmer para a supressdo de
fluorescéncia da BSA com o complexo [Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs
nas temperaturas, 295, 300, 305 e 310 K.
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FIGURA 57: Gréfico da equacdo de log(Fo-F)/F vs log[Q] para BSA na presenca de
diferentes concentracdes [Ru(3,4- d|h|droxcn)(dppb)(b|py)]PF6 para diferentes temperaturas,
excitagdo = 280 nm. {[BSA] = 2,0 x10® mol L™.

Na TABELA 31 estdo apresentados os valores das constantes de

ligacdo Ky e n em diferentes temperaturas para os complexos sintetizados e seus

respectivos ligantes.
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TABELA 31: Pardmetros de ligacdo da BSA com os ligantes cinamicos e seus complexos
(solucdo 2,0 umol L™* de BSA em tampéo trizma pH 7.4.)

Compostos T (K) Kp £ SD n R
295 (5,14 + 1,18) x 10* 1,15  0,9993
wmeten 300 (6,29 + 0,42) x 10?1 1,16  0,9994
305 (7,07 +1,09) x 10 1,17 0,9996
310 (7,43 £0,16) x 10° 1,16  0,9988
295 (6,44 + 0,32) x 10°* 1,05  0,9974
4-metoxcn 300 (6,39 + 0,60) x 10;1 1,05  0,9973
305 (6,06 +0,75) x 10 1,03  0,9977
310 (5,12 + 0,01) x 10* 1,02 0,9978
295 (1,69 + 0,09) x 10° 0,66  0,9795
3 4-metoxocn 300 (2,23 +0,08) x 10° 0,68  0,9710
’ 305 (2,98 +0,11) x 10° 0,71  0,9767
310 (3,93 + 1,10) x 10° 0,73  0,9888
295 (1,05 + 0,08) x 10° 1,20  0,9918
4-hidroxen 300 (2,65 + 0,07) x 10° 1,33 0,9996
305 (7,64 +0,38) x 10° 1,39  0,9995
310 (2,36 + 1,18) x 10° 1,50  0,9984
295 (2,26 + 0,32) x 10° 0,57  0,9965
- 300 (3,07 +0,23) x 10 061  0,9977
3,4-dihidroxcn 305 (310+0,01)x 10> 0,61  0,9970
310 (4,78 + 1,03) x 10 0,64  0,9959
295 (4,64 +0,30) x 10° 1,05  0,9979

+ x 10%

[Ra(eemetcn)(pp) bipy) P 5 (ae0smeit 0%  ooest
310 (1,32 +0,17) x 10* 0,80  0,9981
295 (1,02 +0,28) x 10° 1,00  0,9969
. 300 (5,23 + 0,26) x 10°* 0,97  0,9870
[Ru(4-metoxcn)(dppb)(bipy)IPFe 305 (290 £0,24) x 10* 091  0,9984
310 (2,17 £0,17) x 10 0,88  0,9940
295 (3,77 £ 0,19) x 10°* 0,90  0,9847
. 300 (5,25 + 0,16) x 10* 0,92  0,9935
[Ru(3,4-metoxocn)(dppb)(Bipy)IPFe - 555 (530+0,14) x 10 092  0,9937
310 (6,64 + 0,09) x 10 0,95  0,9949
295 (9,01 + 0,14) x 10° 1,17  0,9976
. . 300 (9,22 + 0,15) x10* 1,14 0,9907
[Ru(4-hidroxcn)(dppb)(bipy)]PFe 305 (115+0,00) x10° 1,15  0,9855
310 (1,22 +0,04) x10° 1,14 0,9939
295 (8,74 £ 0,24) x 10° 0,89  0,9979
- . 300 (6,42 + 0,20) x 10 0,89  0,9994
[Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs 305 (3.11+ 0,60) x 102 0.80 0.9997
310 (4,71 +0,06) x 10 0,56  0,9933
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Os estudos termodinamicos estdo apresentados na TABELA 32 e
observa-se que todos 0s compostos apresentam interacdo espontédnea com a
BSA, uma vez que os valores de AG° sdo negativos. No entanto, os valores de
AG® diminuem com o aumento da temperatura para 0os complexos com 0s
ligantes a-metcn, 4-metoxcn e 3,4-dihidroxcn, indicando que o aumento da
temperatura desfavorece o processo de formacgdo. Isto pode ser comprovado
pelos valores entropia AS (organizagdo do sistema), somente estes trés
compostos apresentam valores negativos de AS, sugerindo que o sistema tende a
desordem, assim também, vale relembrar que os valores das constantes de

ligacdo K, também diminuem com o aumento da temperatura.

Em resumo, pode-se concluir que os complexos com os ligantes -
metcn, 4-metoxcn e 3,4-dihidroxcn possui uma supressao estatica e segundo a
literatura os valores negativos de AH° e AS° corresponde a forcas de van der

Waals e ligacdes de hidrogénio.

Os outros dois complexos com os ligantes 3,4-metoxocn e 4-
hidroxcn apresentam um comportamento inverso. Os valores de AG® séo
negativos e ha um aumento na energia livre com o0 aumento da temperatura,
indicando maior estabilizagdo na formacdo complexo-BSA. Os valores de AH® e
AS°® sdo positivos indicando que a interacdo complexo-BSA sdo forgas de

interacdo hidrofobicas.

Os parametros termodindmicos para os complexo-BSA foram
determinados a partir da equag¢do de van’t Hoff utilizando as constantes de

ligacdo K, (TABELA 32). A FIGURA 58 mostra o gréafico de InK vs 1/T para a
interacdo da BSA com o complexo [Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFe.
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FIGURA 58: Graficos de van’t Hoff para os complexos [Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs
nas temperaturas de 295, 300 e 305 e 310 K.
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TABELA 32: Parametros termodinamicos para os ligantes cindmicos e seus complexos.

Complexos AG® (kJ mol™) AHe A
295 K 300 K 305 K 310 K (kJ mol™) (3 mol™'K™)
a-metcn - 26,85 -27,45 -28,04 -28,70 9,21 122,2
4-metoxcn -27,07 -27,39 -27,62 -27,95 -9,80 58,6
3,4-metoxocn -17,44 -19,00 -20,33 -21,76 66,58 285,0
4-hidroxcn -28,37 -31,15 -34,35 -37,82 157,67 630,0
3,4-dihidroxcn -13,08 -14,19 -14,54 -15,65 36,41 167,6
[Ru(a-metcn)(dppb) (bipy)]PFs -25,73 -25,12 -24,73 -24,30 -53,21 -93,36
[Ru(4-metoxcn)(dppb)(bipy)]PFs -28,29 -27,16 -26,13 -25,74 -79,60 -174,4
[Ru(3,4-metoxocn)(dppb)(bipy)]PFs -25,91 -27,03 -27,61 -28,39 23,05 166,0
[Ru(4-hidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs -27,98 -28,51 -29,55 -30,19 17,40 153,5
[Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]JPFs  -16,61 -16,12 -14,55 -9,93 -143,39 -426,6
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4.2.6.3 Ensaios de viabilidade celular dos ligantes e complexos de Ru

(11) com acido cinamicos e derivados.

Os complexos sintetizados, os ligantes livres, o cisplatina e a
doxorrubicina, tiveram a suas atividades citotoxicas avaliadas contra as
linhagens celulares MCF-7, MDA-MB-231 e L929. Os valores de ICs, foram
calculados apés a exposicdo das celulas com os compostos durante um periodo
de 48 e 72 horas.

Os dados de 1Cso (TABELA 33) para 0s compostos mostram gue 0s
complexos apresentaram baixos valores de 1Csy em relagdo aos ligantes livres.
Em geral os ligantes livres ndo apresentaram atividade contra nenhuma
linhagem celular estudada, apresentando 1Cso> 200 umol L. E mais uma vez os
complexos foram muito mais ativos em cancer de mama MDA-MB-231 do que
em MCF-7. Na TABELA 33 observa-se que os valores de ICs, de alguns
complexos na linhagem MDA-MB-231 no periodo de 48 horas apresentam
concentracdo da ordem de nanomolar. Além disso, comparando os valores de
concentragdo (ICsp) na linhagem MDA-MB-231 com a linhagem de referéncia
L929 (normal de camundongo) observa-se que os complexos apresentam indice
de seletividade bem consideravel em alguns casos. Observa-se que a maioria dos
compostos apresentam um indice de seletividade na mesma ordem de grandeza
que os farmacos de referéncia, cisplatina e doxorrubicina, sendo que o complexo
[Ru(4-hidroxcn)(dppb)(bipy)]PFe apresenta um IS de 10, ou seja, este complexo
€ mais seletivo que o cisplatina que possui um IS = 8,3. Além disso, como foi
observado para a série do acido galico e derivados, os complexos contendo
grupo  fendis  livres,  [Ru(4-hidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(3,4-
dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs, sdo os que apresentam maiores valores de ICsq na
linhagem L929, ou seja, sdo menos citotoxicos, apresentando maiores valores de

IS, 10,3 e 6,1, respectivamente.
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Vale ressaltar que esta relacdo de IS da linhagem MDA-MB-231
com a linhagem normal de camundongo (L929) € utilizado como uma possivel
referéncia do poder antitumoral do complexo, ndo podendo ser considerado um

resultado final e sim uma perspectiva de um potencial farmaco.

Em muitos casos, a ligacdo dos complexos as proteinas séricas, tais
como transferrina e albumina tém sido apontadas como 0s responsaveis pela
atividade antitumoral de complexos de ruténio. Ensaios realizados com a BSA
mostram que os complexos apresentam ligacdes com BSA, sugerindo um
possivel mecanismo de entrada dos complexos intracelularmente. Segundo 0s
dados de interacdo dos complexos com a BSA e o comportamento dos
complexos in vitro nos ensaios de viabilidade celular ndo apresentam nenhuma
relacdo, mas isso ndo descarta a possibilidade da interacdo do complexo com a
BSA. Estes resultados indicam que o meio de acdo dos compostos ndo esta

atrelado somente a interacdo destes com a proteina do sangue a BSA.

A principio, os ensaios viabilidade realizados em dois diferentes
tempos com a linhagem MCF-7, ndo mostraram mudanca significativa nos
valores de ICs, podendo inferir que o efeito dos complexos sobre as células
ocorrem num periodo de 48h. Além disso, os complexos foram mais ativos que
o precursor cis-[RuCl,(dppb)bipy)] e comparando com a cisplatina (farmaco de
referéncia) os complexos [Ru(O-O)(bipy)(dppb)]PFs apresentaram melhor

atividade citotoxica, demonstrando o seu potencial como agente antitumoral.
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TABELA 33: Valores de ICs dos ligantes cinamicos e seus complexos de Ru(ll) nas linhagens MDA-MB-231, MCF-7 e L929.

Composto MCF-7 MDA-MB-231 L929 e
48 h 72 h 48 h 72 h 48 h
a-metcn > 200 > 200 > 200 na > 200 -
4-metoxcn > 200 > 200 > 200 na > 200 -
3,4-metoxocn > 200 > 200 > 200 na > 200 -
4-hidroxcn > 200 > 200 > 200 na > 200 -
3,4-dihidroxcn > 200 > 200 > 200 na > 200 -
[Ru(a-metcn)(dppb) (bipy)]PFs 342+104 | 253+0,15 | 0,31+0,04 na 1,29 0,25 4,2
[Ru(4-metoxcn)(dppb)(bipy)]PFs 3,99 £ 0,87 249+130 | 0,23+0,02 na 0,72 £ 0,06 3,1
[Ru(3,4-metoxocn)(dppb)(bipy)]PFs 558+1,14 4,16 £ 0,87 0,33+ 0,05 na 1,18 +0,14 3,6
[Ru(4-hidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs 10,67 £0,49 | 7,88+0,37 ~ 0,26 na 2,69 0,36 10,3
[Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PFe 751+034 | 587+020 | 1,97+0,34 na 11,94 + 0,80 6,1
Cisplatina 891+259 | 1858+3,77 | 2,43+0,20 | 0,98+0,08 20,14 £ 0,19 8,3
Doxorubicina 2,29+0,01 2,49+041 3,67+0,15 | 4,69+0,19 13,40 + 0,51 3,7

na- ndo avaliado /% indice de seletividade 1S = 1Cs, %% ICs, VPAME-

3 nas 48 horas
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4.3 Complexos de férmula geral [Ru(O-O)(bipy)(dppb)]PFs e [Ru(O-
O)(dppe).]PFs, onde O-O = derivados de acido salicilico.

4.3.1 Acido Salicilico
O acido salicilico € um dos acidos fenolicos mais simples

encontrados na natureza. Compostos desta série sdo derivados de acidos
benzoico, possuindo sete 4&tomos de carbono (C6-C1)'®. Estas caracteristicas
conferem propriedades antioxidantes para esta serie de compostos e seus

derivados®*,

O é4cido salicilico foi  descoberto devido as suas
propriedades antipirética e analgésica. Em 1827, foi isolado da casca do
salgueiro o seu principio ativo, a salicilina. Dele se extrai o alcool salicilico, que

é oxidado para 4cido salicilico .

Os complexos de ruténio 1l com acido salicilico, aminosalicilico e
2,4-dihidroxibenzoico foram sintetizados a partir do cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] e
cis-[RuCl,(dppe).] (FIGURA 59) no qual a reacdo ocorre pela substituicdo dos
ions cloretos pela coordenacdo do ion carboxilato do ligante. As estruturas

propostas foram baseadas nas diversas técnicas utilizadas para a caracterizacéo

dos mesmos.
cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] cis-[RuCl,(dppe),]
i - |
ac. salicilico - ac. y ac.
(ASal) aminosalicilico 2 4-dihidroxibenzéico
(AmSal) (ADiSal)
HO /O HO /O HO 40
% OH i OH : OH
NH; OH
l ]
[Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PF, [Ru(O-O)(dppe),]PF,

FIGURA 59: Esquema representativo da sintese dos complexos [Ru(O-O)(dppe),]PFe.
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4.3.2 Condutividade molar e analise elementar

Segundo os dados da literatura® os valores indicam a formacao de
complexos ibnicos (1:1). As formulaces propostas na TABELA 34 estdo de
acordo com analises de CHN, IV e RMN *P {*H} que serdo discutidas

posteriormente.

TABELA 34: Dados de condutividade molar (ohm™ cm? mol™) para os complexos de ruténio
com derivados do &cido salicilico.

Complexos Condutividade
Branco Complexo

[Ru(Asal)(dppb)(bipy)]PFs 0,019 54,5
[Ru(AmSal)(dppb)(bipy)]PFs 0,023 41,9
[Ru(ADiSal)(dppb)(bipy)]PFs 0,020 51,2
[Ru(ASal)(dppe)2]PFs 0,038 82,0
[Ru(AmSal)(dppe)2]PFs 0,067 63,1
[Ru(ADiSal)(dppe)2]PFs 0,059 71,0

Os dados de analise elementar dos complexos com derivados do
acido salicilico indicam a coordenacdo dos ligantes pelo grupo carboxilato na
forma bidentada e monoanidnica, como nos outros casos anteriores. Os valores e

as formulacgdes propostas estdo representados na TABELA 35.

TABELA 35: Dados percentuais para os teores de C, H e N, tedricos e experimentais dos
complexos de ruténio com derivados de cido salicilico.

Analise elementar

Complexos C (%) H (%) N (%)
[Ru(Asal)(dppb)(bipy)]PFs Y2 CeHi2 57,21 (57,14) 4,52 (4,80) 2,65 (2,78)
[Ru(AmSal)(dppb)(bipy)]PFs >/, CHCl, 46,76 (46,66) 3,72 (3,92) 3,09 (3,40)
[Ru(ADiSal)(dppb)(bipy)]PFs % CeHiz 56,83 (56,63) 5,00 (4,88) 2,39 (2,70)
[Ru(ASal)(dppe),]PFs. */> CeH1o 62,95 (62,38) 4,76 (5,70) -
[Ru(AmSal)(dppe)2]PFs % CeH1z 60,44 (60,15) 3,66 (4,97) 1,15 (1,13)
[Ru(ADiSal)(dppe).]PFs ¥ CeHi2 60,99 (60,50) 4,89 (5,08) -

(valores tedricos)
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4.3.3 Espectroscopia de absorc¢ao na regido do infravermelho

Os espectros de infravermelho dos ligantes, apresentam uma banda
alargada em torno de 3052 — 2529 cm™ referente ao estiramento do grupo vOH e
C-H. Para o complexo com o ligante 4-aminosalicilico observa-se em 3495 e
3387 cm™, bandas intensas do estiramento assimétrico e simétrico do grupo
NH,. Em torno de 1670 e 1470 cm™ observa duas bandas media/forte referentes
aos estiramentos assimétrico e simétrico do grupo COO™ do grupo carboxilato.
Além disso, bandas referentes as modificacdes dos ligantes tambem foram
observadas. Todas as atribuigdes vibracionais dos ligantes encontram-se na
TABELA 36.

TABELA 36: Atribuicdes das frequéncias vibracionais (cm™) do 4cido salicilico e derivados.

Ligantes (cm™)

Atribuicdes -
ASal AmSal ADisal
vOH +vC-H 3050 — 2529 f 3052 - 2535 m 3050F - 2558 m
VassN-H - 3495 F -
vsN-H - 3387 F -
VasCOO 1680 m 1665 F 1679 F
VasC=Canel) 1611 f encoberta 1648 F
N-H - encoberta -
vsCOO 1446 F 1445 m 1434 m
VsC=Canel 1466 F 1469 F 1476 F
y OH 1325 m Encoberta 1351 F
y CO 1298 F 1297 F 1302 m
vC=C 1248 m 1229 F 1255 m
vC-C(=0)O 1210 m 1200 F 1225 m
vC-N - 1297F/ 1169 F -
yOH 965 f 970 m 1072 m
wagN-H - 884 m -
yCH 805 f - 818 m
yCH 784 F 797 f 798 m
yCH 759 F 769 F 745 m
yC=C 697 F 687F 687 m

F- forte; m- média; - fraca; v — designa uma vibragéo de estiramento; & - designa uma vibragdo de deformagdo; y
- designa uma vibracdo de deformacéo fora do plano
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As bandas caracteristicas das vibragdes v(O-H), v,(C=0) e v¢(C=0)
dos ligantes foram observadas em torno de 3240, 1670 e 1470 cm™,
respectivamente. Nos espectros dos complexos, observa-se um deslocamento
das bandas v,(C=0), vs(C=0) e a auséncia das bandas v(O-H) e¢ &(OH),
indicando a desprotonacdo do grupo OH do &cido carboxilico e sugerindo a
coordenacdo pelo mesmo. De acordo com os valores de Acm™ do estiramento
vCOQO'" calculados para os ligantes e seus respectivos complexos (TABELA 36),

podemos confirmar a coordenacgédo na forma bidentada pelo ion carboxilato.

TABELA 37: Atribuicbes das frequéncias vibracionais (cm™) correspondente ao grupo
carboxila do ligante livre e coordenado.

Compostos vasCOO v:COO A (em™)
ASal 1680 m 1446 F 234
AmSal 1665 F 1445 m 220
ADisal 1679 F 1434 m 245
[Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs 1623 F 1435 F 188
[Ru(AmSal)(dppb)(bipy)]PFe 1633 m 1435 m 198
[Ru(ADiSal)(dppb)(bipy)]PFs 1627 f 1434 f 193
[Ru(ASal)(dppe)2]PFe 1623 m 1435 m 188
[Ru(AmSal)(dppe)2]PFs 1633 m 1435 m 198
[Ru(ADiSal)(dppe)2]PFs 1630 m 1435 m 195

Os complexos apresentam duas bandas de vibracdo v(Ru-P) em
torno de 527 e 508 cm™, referentes as bandas de vibrac&o simétrica e assimétrica
dos atomos de fosforos que se encontram em cis. Novas bandas surgem pela
coordenacdo na regido entre 497 — 417 cm™, caracteristicas das vibracdes v(Ru-
N) e v(Ru-0), assim como, duas novas bandas de v,P-F e vP-F referente ao
contra-ion PFs. A TABELA 38 apresenta as bandas caracteristicas dos
complexos [Ru(L)(dppb)(bipy)]PFe.
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TABELA 38: Atribuicdes das frequéncias vibracionais (cm™) dos ligantes salicilicos e seus
complexos de ruténio(ll)

Atribuicdes [Ru(L)(dppb)(bipy)]PFs | [Ru(L)(dppe)]PFs |
ASal AmSal AdiSal ASal AmSal ADiSal
Vass N-H - 3483 m - - 3483 f -
vs N-H - 3399 m - - 3396 m -
v CHarom) 3055m 3057 f 3058 f 3055 f 3058 f 3054 f
vasCH 2926 f 2926 f 2926 f 2932 f 2930 f 2931 f
vsCH 2859 f 2860 f 2857 f 2851 f 2850 f 2850 f
VasCOO 1623 F 1633 m 1627 f 1627 m 1633 m 1630 f
vasC=N 1592 f 1603 f 1603 f encoberta encoberta 1587 f
vsC=N +vC=C 1552 f 1579 f 1572 f 1592 f 1578 f 1572 f
VC=C(anel) 1522 m 1507 f 1532m 1522 f 1507 f 1532 m
VvC=Cpoios) ijgérgl ijggf/ 1485/ 1487m/ 1485 f/ 1491 m/
m 1465 f 1466 F 1456 m 1462 f
vs COO 1435m  1435m 1434m  1435m 1435 m 1435 m
vC=C 1398 F 1385 m 1410 m 1398 m 1385 m 1411 m
vO-H 1314 m 1303 f encoberta 1314 f 1306 f 1315f
y CO 1249 m 1227 f 1262 f 1250 m 1227 f 1266 m
vP-C 1098 F 1096 m 1096 f 1098 F 1096 m 1098 m
y CO 1028 f 1025 f 1028 f 1028 f 1027 f 1027 f
vP-C 1000 f 1001 f 998 f 1000 f 1000 f 1000 m
Vas P-F 843 F 843 F 842 F 839 F 842 F 840 F
yCH 746 F 741 m 742m 746 m 747 m 746 m
vy anel 697 F 698 m 698 m 698 F 697 F 697 F
vP-CH, 672 m 641 m 642 f 672 m 674 f 646 f
vs P-F 557 m 558 m 558 m 557 m 558 m 558 m
VRU-P 527F/ 515m/ 515m/ 527 F/ 527 F/ 527 m/
511m 508m 508 m 511m 513m 510f
vRu-O 496 m 489 f 492 f 496 m 496 m 497 f
vRu-N 417 f 425 f 431 f 417 f 419 f 420 f

F- forte; m- média; - fraca; v — designa uma vibragéo de estiramento; & - designa uma vibragdo de deformagdo; y
- designa uma vibracdo de deformacéo fora do plano
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4.3.4 Espectrometria de massa

Nesta série com acido salicilico e derivados, a espectrometria de
massa complementou os dados de analise elementar para o composto
[Ru(ASal)(dppe).]PFs que apresenta somente carbono e hidrogénio na

microanalise.

O perfil isotopomérico com sete isdtopos do atomo de ruténio foi

apresentado para o composto [Ru(ASal)(dppe),]PFs.

No espectro da FIGURA 60 observa-se o pico base do ion
monocarregado [M-PFg]" em m/z 1035,585 Da (experimental m/z 1035,200 Da)
referente a perda do contra-ion PFg gerando a espécie [Ru(ASal)(dppe).)]” .
Além disso, observa-se o pico de alta intensidade referente ao ion [M-PFg
(ASal)-H]" m/z 898,511 (experimental m/z 897,901 Da) gerado pela saida do
ligante ASal.

Nos espectros de massa dos complexos com acido galico e
derivados (AG, ABz e AGM) ja discutidos anteriormente, observamos a
formacédo de um pico referente a perda de parte do ligante. Neste caso também
pode-se observar o mesmo comportamento. Na FIGURA 60, nota-se a presenca
de um pico de baixa intensidade com m/z 929,907, o qual infere ser referente a
espécie [Ru(CH;OH)(dppe),)]" (experimental m/z 929,942 Da).

Na FIGURA 60 encontra-se o espectro de massa simulado do
complexo [Ru(ASal)(dppe),)]PFs. O espectro tedrico do padrdo isotopomerico
do pico base [M-PF¢]+ pode ser verificado na FIGURA 61.
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FIGURA 60: Espectro de massa MALDI-TOF, do complexo [Ru(ASal)(dppe).]PFs.
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FIGURA 61: Espectro teériico do pico base [M-PFg]" do complexo [Ru(ASal)(dppe),]PFs.

4.3.5 Espectroscopia eletronica na regido do ultravioleta e visivel

Os espectros de absorcdo eletronica na regido do ultravioleta e
visivel dos ligantes acido salicilico e &cido 2,4-dihidroxibenzoico apresenta
somente uma banda em torno de 306 e 320 nm, respectivamente, enquanto que

para o ligante acido p-aminosalicilico observa-se duas bandas em 282 e 306 nm.
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Todas estas bandas sdo referentes as transicbes m — m* intraligante.

FIGURA 62 estdo apresentados os espectros dos ligantes.
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FIGURA 62: Espectro de absor¢do na regido do UV-vis para os ligantes do acido salicilico e

derivados em n-octanol.

Analisando-se os dados da TABELA 39 observa-se que todos os

espectros eletronicos dos complexos e suas transices sdo muito semelhantes.

As bandas observadas em torno de 264 -302 nm sdo referentes as transicoes

intraligantes m1 — n* com contribui¢Ges dos ligantes (bipy, dppb, dppe, ASal,

AmSal e ADiSal). As bandas em torno de 346 — 426 nm sdo atribuidas como

transferéncia de carga metal-ligante (TCML) dos orbitais dng,— 3po*dnpifesfing)

e dng,— TE*(Iigantes)-

As bandas de maior energia em torno de 250 nm foram atribuidas
como sendo bandas de absorcao do solvente.
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As bandas de transicdes d-d possuem baixos valores de coeficientes
de extingdo molar e séo facilmente encobertas por outras bandas, por isso néo

foram detectadas nestes complexos.
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FIGURA 63: Espectro de absorcdo na regido do UV-vis para o0s complexos
[Ru(ASal)(bipy)(dppb)]PFs e [Ru(ASal)(dppe).]PFs em n-octanol.

TABELA 39: Dados dos espectros eletronicos do acido salicilico e derivados e seus
complexos de ruténio; solvente n-octanol.

Complexos IL dnr H;Scl\fdl_n bifosfi
(x—7%) dn;u—> n*(ligant(esl/ z:pt;)a)

ASal 306 (5729) -

AmSal 282 (10602) / 306 (11429) -

ADisal 320 (6726) -
[Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs 300 (23376) 420 (3940)
[Ru(AmSal)(dppb)(bipy)]PFs 302 (27100) 430 (3716)
[Ru(ADiSal)(dppb)(bipy)]PFs 298 (17068) 416 (3366)
[Ru(ASal)(dppe).]PFs 258 (34452) / 316 (6845) -
[Ru(AmSal)(dppe)2]PFs 292 (11146) / 322 (18255) -
[Ru(ADiSal)(dppe).]PFs 264 (24189) / 328 (2578) -

(¢/ mol*.cm™.L)

4.3.6 Ensaios de coeficiente de particao
Neste sistema, também foi utilizado &gua e na fase organica, o n-

octanol. A partir dos dados de Log Pow na TABELA 40, observamos que a
maioria dos compostos, ligante e complexo, possui um carater hidrofobico,

sendo que o ligante AmSal apresenta um carater hidrofilico.
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No geral, os valores de log P dos ligantes sdo mais proximo de
zero, ou seja, apresentam o menor valor de log P quando comparado com 0s
complexos que apresentam um carater mais hidrofébicos que os ligantes. Além
disso, podemos inferir que os complexos do tipo [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PF
contendo uma bipiridina e uma bifosfinas coordenada apresentam uma carater
mais hidrofébico que os complexos contendo duas bifosfinas dppe, [Ru(O-
O)(dppe).]PFs

TABELA 40: Dados de € e Log P, do acido salicilico e derivados e seus complexos de
ruténio em n-octanol.

Complexos € Log Pow

ASal 5729 + 101 (306 nm) 0,347 £ 0,035
AmSal 11429 + 720 (306 nm) -0,223 £ 0,038
AdiSal 6726 + 655 (320 nm) 0,065 + 0,005
[Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs 23376 = 634 (300 nm) 1,241 + 0,360
[Ru(AmSal)(dppb)(bipy)]PFs 27100 + 2097 (302 nm) 0,674 + 0,001
[Ru(ADiSal)(dppb)(bipy)]PFs 17068 + 828(298 nm) 0,935 + 0,014
[Ru(ASal)(dppe).]PFs 6845 + 475 (316 nm) 0,296+ 0,031
[Ru(AmSal)(dppe).]PFs 18255 + 678 (322 nm) 0,777 = 0,004
[Ru(ADiSal)(dppe).]PFs 24189 + 238 (264 nm) 0,488 + 0,032

4.3.7 Difragdo de raios X

As estruturas cristalograficas dos complexos [Ru(ASal)(dppe),]PFs
e [Ru(AmSal)(dppe).]PFs foram determinadas e os dados cristalograficos destes
complexos foram comparados observando modificagcbes nos comprimentos das
ligacbes (TABELA 41). Ambos os complexos apresentam uma estrutura
octaédrica distorcida com grupo espacial C2/c e os dados de refinamento
encontram-se no apéndice.

A maioria dos comprimentos de ligacdo dos dois complexos
apresentam um aumento em torno 0,07 A nas ligagdes do complexo
[Ru(ASal)(dppe),]PFs para o [Ru(AmSal)(dppe).]PFs, no entanto quando
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avaliamos os comprimentos de ligacdo do diferentes ligantes ASal e AmSal

coordenados, a variacao é maior e assim algumas observacdes podem ser feitas.

A diferenca estrutural dos dois complexos [Ru(ASal)(dppe),]PFs e
[Ru(AmSal)(dppe),]PFs, se da pela diferenca nos ligantes salicilatos, onde o

ligante AmSal difere do ASal pelo grupo amino (NH;) na posi¢édo para no anel.

Quando se compara o grupo carboxilato coordenado ao metal dos
dois complexos nota-se que a ligagdo C(1)-O(1) ou C(1)-O(2) apresentam maior
comprimento de ligacdo para o complexo com o ligante AmSal. Assim também
observamos que o grupo fenol C(3)-O(3) do AmsSal apresenta maior

comprimento de ligacdo do que o ASal.

Em ambos os casos, a estrutura de raios X destes complexos foram
obtidos os isémeros de ligacdo, onde os ligantes ASal e AmSal encontram-se
com o grupo fenol em diferentes posicOes. Isto pode ser explicado pela livre
rotacdo da molécula na ligacdo C(1)-C(2) dos ligantes. As estruturas dos
complexos com a desordem do anel encontra-se no apendice
TABELA 41: Principais distancias de ligacéo [A] para o complexo [Ru(O-O)(dppe).]PFe.

[Ru(O-O)(dppe).]PFe

ASal AmSal
Ru-O(1) trans P 2,190 2,219
Ru-O(2) trans P 2,212 2,190
Ru-P(2) 2,381 2,369
Ru-P trans O(1) 2,308 2,302
Ru-P(4) 2,371 2,388
Ru-P trans O(2) 2,295 2,301
C(2)-O(1) trans P 1,260 1,271
C(1)-O(2) trans P 1,285 1,293
C(3)-0(3) 1,298 1,344
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FIGURA 64: Estrutura cristalografica para os complexos (A) [Ru(ASal)(dppe).]PFs e (B)
[Ru(AmSal)(dppe).]PFs.

4.3.8 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN *P dos complexos [Ru(O-
O)(dppb)(bipy)]PFs onde O-O = ASal, AmSal e ADiSal, apresentam dois
dupletos em torno de & 49 ppm e 5 44 ppm (FIGURA 65). Em relacdo ao
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espectro do precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)], onde os dupletos aparecem em &
42,2 ppm e & 30,5 ppm, observa-se que com a coordenacdo do ligante um
deslocamento para campo baixo assim como uma aproximacgdo entre os sinais

ocorre. Os espectros dos demais complexos encontram-se no apéndice.

SpinWorks 2.5: ORIENTADOR ALZIR

PPM

=FIGHIRA 65: "ESpectiode RMN de *'P{'"H} do géiplexo-[Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs, em
'''''''''' CH,Cl,.

Como ja discutido na serie do acido galico, o espectro de RMN de
fésforo do precursor cis-[RuCl,(dppe),] apresenta um conjunto de dois tripletos
6 50,3 e 5 37,3 ppm que é um padrdo tipico para bifosfinas cis posicionadas a
dois ligantes iguais que completam a esfera de coordenacdo. Os atomos de
fosforo estdo trans a elementos quimicamente equivalentes, mas
magneticamente diferentes, justificando a presencdo de um par de tripletos
(FIGURA 20). Nos espectros dos complexos formados deste precursor com 0s
ligantes O-O = ASal, AmSal e ADiSal de formula [Ru(O-O)(dppe).]PFe,
esperaria a presenca de dois tripletos pois o ambiente quimico ainda é
equivalente, mas o que foi observado em alguns casos a formacdes de sinais

alargados e mal definidos.

De acordo com a estrutura cristalografica dos complexos
[Ru(ASal)(dppe),]PFs e [Ru(AmsSal)(dppe),]PFs, observamos que o ligante
apresenta um giro do anel na ligacdo C(1)-C(2), a rotacdo da molécula que é

assimeétrica devido a presenca do grupo fenol na posicdo orto, modifica o
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ambiente.magnético da molécula, duplicando os sinais, ou seja, a formacéo de

dois pares de tripletos. Dependendo do ligante este desdobramento dos sinais €

Jmais .sentido do que para outros, como pode ser observado nos espectros dos
complexos na FIGURA 66.
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TABELA 42: Valores de deslocamentos quimicos (3), constante de acoplamento para 0s
complexos de ruténio (CH,CIy).

8 *'P{'H} (ppm) “Jp.p (H2)
cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] 42,2 e 30,5 32,5
[Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs 49,6 e 44,6 34,4
[Ru(AmSal)(dppb)(bipy)]PFe 49,8 e 44,7 34,1
[Ru(ADiSal)(dppb)(bipy)]PFs 50,8 e 46,2 334

8 *'P{"H} (ppm) “Jp.p (H2)
cis-[RuCly(dppe)2] 50,3 e 37,3 19,6
[Ru(ASal)(dppe),]PFs 60,5 e 58,6 (t) -
[Ru(AmSal)(dppe).]PFs 58,9 (m) /57,7 e56,5(t) -
[Ru(ADiSal)(dppe)2]PFs 58,7 € 57,4 (M) -

4.3.9 Estudo Eletroquimico

Nos voltamogramas ciclicos dos ligantes observa-se processo de
oxidacdo irreversivel (FIGURA 67), exceto para o ligante ASal (acido
salicilico), que ndo apresenta processo eletroquimico na regido estudada. Como
mencionado anteriormente este processo refere-se a oxidacdo do fenol'®. Em
geral a oxidacdo do fenol leva a formagdo de um ion fenolato, que pode ser
oxidado facilmente a um radical fenoxil. Este radical pode ser submetido a
reacOes quimicas posteriores, tais como acoplamento (polimeros), a perda de
prétons, ou ataque nucleofilico estabilizando o elétron e dificultando a

reversibilidade da molécula®°.
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FIGURA 67: Voltamograma ciclico dos ligantes AmSal e ADiSal , respectivamente (0,1 mol
L PTBA, 100 mV.s™, Ag/AgCl)
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R= COOHor CH=CHCOOH

FIGURA 68: Representacdo da oxidaco eletroquimica de compostos fenélicos'®.

Os voltamogramas ciclicos dos complexos do tipo [Ru(O-
O)(dppb)(bipy)]PFs, com os ligantes ASal e AmSal (apendice), apresentam um
processo quasi-reversivel atribuido ao par redox Ru"/ Ru" (TABELA 43). O
complexo com o ligante ADiSal apresenta um processo de oxidacéo irreversivel,

como pode ser visto na FIGURA 69.
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FIGURA 69: Voltamogramas ciclico dos complexos [Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs e
[Ru(ADiSal)(dppb)(bipy)]PFs, respectivamente, obtidos em CH,Cl, (0,1 p

mol L™ PTBA, 100 mV.s™, Ag/AgCl).

Os voltamogramas dos complexos com o precursor [RuCl,(dppe),]
apresentam outro comportamento eletroquimico. Os complexos com os ligantes
ASal e AmSal apresentam processo de oxidacdo irreversivel, enquanto que o
complexo com o ligante ADiSal (FIGURA 70) possui um processo quasi-
reversivel referente ao par redox Ru'/Ru'"". Os outros processos observados sdo

referentes a processo do ligante e do solvente.
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FIGURA 70: Voltamograma ciclico do complexo [Ru(ADiSal)(dppe).]PFs, respectivamente,
obtidos em CH.Cl, (0,1 mol L* PTBA, 100 mV.s™, Ag/AgCl).

Na TABELA 43 encontram-se os dados eletroquimicos dos
complexos precursores e dos novos complexos de Ru(ll) com &cido salicilico e

seus derivados.

TABELA 43: Dados de voltametria ciclica (V) para os complexos de ruténio com ASal,
AmSal e ADiSal (100 mV.s*, Ag/AgCl).

Complexos Epa (V) Epc (V) E % (V) AEp
[RuCly(dppb)(bipy)] 0,74 0,63 0,68 0,11
[Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs 1,45 1,34 1,40 0,11
[Ru(AmSal)(dppb)(bipy)]PFs 1,44 1,33 1,38 0,11
[Ru(ADiSal)(dppb)(bipy)]PFs 1,40 - - -
cis-[RuCly(dppe)2] 0,94 0,81 0,87 -
[Ru(ASal)(dppe).]PFs 1,69 - - -
[Ru(AmSal)(dppe).]PFs 1,94 - - -
[Ru(ADiSal)(dppe),]PFe 1,72 1,61 1,66 0,12

4.3.10 Avaliacdo do potencial biolégico dos complexos de ruténio com acido
salicilico e derivados

4.3.10.1 Estudos de Interacdo com albumina bovinaA FIGURA 71
apresenta o espectro de fluorescéncia da BSA na presenca do complexo

[Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs, onde é possivel observar a diminuicdo na
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intensidade de fluorescéncia a partir das diferentes concentracbes do complexo,
indicando interagdo com a BSA. Para os complexos com Asal e AmSal
(apendice) observa-se que com 0 aumento da concentracdo do complexo ocorre
a formacdo de uma nova banda em torno de 420 nm. Esta nova banda é

referente a fluorescéncia de emisséo do complexo quando excitado em 280nm.

——2,00E-04
6000

——1,00E-04
5000
5,00E-05
4000
——2,50E-05

3000 ——1,25E05

2000 3,13E-06

1000 7,81E-07

Intensidade fluorescencia (ua)

0] 0,00E+00
300 325 350 375 400 425 450

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 71: Espectro de emissdo da BSA com diferentes concentracbes do complexo
[Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs. Concentracio da BSA = 2,0 pmolL™, ex. = 280 nm, pH = 7,4 ¢
T=310K.

De acordo com os valores obtidos para Ky, na TABELA 44
observa-se para os ligantes ndo houve variacdo da constante de supressdao K,
com o aumento de temperatura. Porem, os valores de k, sdo maiores do que o

valor maximo possivel para 0 mecanismo dinamico (2,0 x 10'° L mol™ s™).

Quando se avalia os ligantes coordenados, observa-se que para 0s
complexos do tipo [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs (onde O-O = ASal, AmSal,
ADiSal) com o aumento de temperatura ocorre um aumento no valor da
constante K, porem os valores de k, sdo maiores do que o valor maximo 2,0 x
10" L mol™ s™. No entanto quando analisamos os dados para 0s complexos do
tipo [Ru(O-0O)(dppe).]PFs (onde O-O = ASal, AmSal, ADiSal) observamos que
os valores da constante Ky, diminui com o aumento da temperatura, condizendo

com os valores de ky para um processo de interagéo estatico.

A FIGURA 72 apresenta como exemplo o gréafico, que exibe a
relacdo da supressdo da BSA com o complexo [Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs em
diferentes temperaturas. Os graficos dos outros complexos e ligantes encontram-

se no apéndice.
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FIGURA 72: Gréfico de Stern-Volmer de (Fo/F)-1 vs [Q] para BSA na presenca de diferentes
concentracdes de [Ru(ASaI)(dppb)(blpy)]PFe para diferentes temperaturas, excitagdo = 280
nm. {[BSA] = 2,0 x10°® mol L.

A TABELA 44 resume os valores obtidos a constante de Stern-
Volmer K, constante velocidade de supressdo biomolecular (kg), calculados
considerando que o tempo de vida (t,) de um triptofano na albumina no estado

excitado é cerca de 10%s.

Analisando os valores das constantes de ligacdo K, (TABELA 44)
para os ligantes, observamos que somente o ASal apresenta uma reducdo dos
valores de K, com o aumento da temperatura indicando um processo de
supressao estatico, todos os outros complexos e ligantes apresentaram um
aumento da constante K, com o elevacdo da temperatura sugerindo as supressoes
dindmica e estatica.

Os complexos do tipo [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFes sdo os que
apresentaram os maiores valores de constante de K, em relacdo aos complexos
de formula geral [Ru(O-O)(dppe),]PFs, (onde O-O = ASal, AmSal, ADiSal),
indicando forca de interacdo fraca & moderada entre complexo e BSA.
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TABELA 44: Constante de ligacao de Stern-VVolmer (Ksv) e valores de supressdo bimolecular
(kq) para os complexo ruténio e os ligantes ASal, AmSal e ADiSal

st kq 2
Compostos T o' Lmoly  @02Lmortsyy R

205 (0,97 = 10) 14 0,0994
Asal 300 (1,02 + 19) 1,5 0,9996
305 (1,03 + 200) 1,5 0,9995
310 (1,06 + 339) 15 0,9996
205 (0,24 % 91) 0,36 0,9992
AmSal 300 (0,26 + 101) 0,38 0,9996
305 (0,26 + 119) 0,39 0,9996
310 (0,26 + 53) 0,38 0,9998
205 (0,45 % 0,03) 0,66 0,9970
. 300 (0,46 + 0,03) 0,67 0,9972
ADisal 305 (0,47 +0,01) 0,69 0,9966
310 (0,46 + 0,01) 0,67 0,9992
205 (3,93 £ 0,05) 5,7 0,9995
. 300 (8,78 +0,22) 13,0 0,9982
[Ru(ASal)(dppb)(bipy)IPFs 305 (9,73 £ 0,13) 14,0 0,0986
310 (10,66 + 0,16) 15,0 0,9977
205 (2,39 % 0,16) 35 0,9993
. 300 (4,48 +0,22) 6,5 0,9995
[Ru(AmSal)(dppb)(bipy)IPFe 50 (4,78 +0,21) 6,9 0,9996
310 (4,86 + 0,10) 7,0 0,9996
205 (4,38 £ 0,09) 6,4 0,9983
. . 300 (11,58 = 0,16) 17,0 0,9945
[RU(ADISal)(dppb)(bipy)IPFs 50 (13,41 +0,27) 19,0 0,0953
310 (14,53 +0,75) 21,0 0,9834
205 (1,86 % 0,08) 2,7 0,9994
300 (1,79 + 0,03) 2.4 0,9996
[Ru(ASal)(dppe)]PFe 305 (1,73 +0,22) 2,5 0,9995
310 (1,78 + 0,18) 2,6 0,9970
205 (1,89 £ 0,07) 2,7 0,0974
300 (1,74 + 0,10) 2,5 0,9958
[Ru(AmSal)(dppe).]PFe 305 (1,67 +0,07) 2.4 0,969
310 (1,57 + 0,02) 23 0,0942
205 (1,90 £ 0,08) 28 0,9983
_ 300 (1,78+ 0,07) 2,6 0,9986
[Ru(ADISal)(dppe)2]PFs 305 (1,79+ 0,05) 2,6 0,984

310 (1,66 0,22) 2,4 0,9972
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A FIGURA 73 mostra o grafico da equacdo modificada de Stern-
Volmer para a supressdo de fluorescéncia da BSA com o complexo
[Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs nas temperaturas, 295, 300, 305 e 310 K.
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FIGURA 73: Gréfico da equacdo de log(Fo-F)/F vs log[Q] para BSA na presenca de
diferentes concentracdes [Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PF¢ para diferentes temperaturas, excitacdo
=280 nm. [BSA] = 2,0 x10°® mol L.

Na TABELA 45 estdo apresentados os valores das constantes de
ligacdo Ky e n em diferentes temperaturas para os complexos sintetizados e seus

respectivos ligantes.
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TABELA 45: Parametros de ligacdo para BSA com os complexo ruténio e os ligantes ASal,
AmSal e ADiSal (solucéo 2,0 umol L de BSA em tampéo trizma pH 7.4.)

Compostos T(K) Ky (Lmol) n R°
295 (2,55+10,46)x10° 0,58  0,9972
ASal 300 (8,34+ 0,27)x10 0,50  0,9967
305 (6,96 + 0,10)x10 0,50  0,9991
310 (5,93 + 0,23)x10 0,48  0,9969
295 (5,32 + 0,06) 0,29  0,9899
AmSal 300 (7,20 + 0,85) 0,32  0,9998
305 (9,18 + 1,73) 0,36  0,9998
310 (10,24 + 0,94) 0,34 09728
295 (5,73 +0,27) 10? 0,76  0,9976
ADiSal 300 (6,98 +0,24)10° 0,79  0,9960
305 (8,75+0,33) 10> 0,83  0,9982
310 (9,86 +1,03) 10> 0,81  0,9977
295 (2,01+ 0,22) 10° 0,69  0,9832
. 300 (5,38+ 0,19) 10* 0,96  0,9971
Ru(ASal)(dppb)(bi PF
[Ru(ASal)(dppb)(bipy)IPFe 305 (7,96+ 0,22) 10* 0,98  0,9938
310 (1,41 £ 0,25)10° 1,04  0,9999
295 (8,51+ 0,27)10° 0,89  0,9976
_ 300 (9,14 + 0,65)10° 0,81  0,9978
Ru(AmSal)(dppb)(bi PF
[Ru( )(dppb)(bipy)IPFs 305 (1,13 + 0,04)10* 0,84  0,9977
310 (1,22 + 0,03)10* 0,85  0,9934
295 (7,17+0,73)10° 0,80  0,9977
. . 300 (8,04 + 0,69)10* 1,00  0,9926
Ru(ADiSal)(dppb)(bi PF
[Ru( )(dppb)(bipy)]PFe 305 (1,19 + 0,03)10° 1,01  0,9919
310 (4,10 + 0,54)10° 1,13 0,9914
295 (2,08 +0,14) 10> 0,54  0,9933
+ 2
[RU(ASal)(dppe)s]PFe 300 (6,86 + 0,31) 103 0,70  0,9957
305 (1,79 +0,03) 10 0,76  0,9988
310 (246 +0,10)10° 0,78  0,9990
295 (1,58 +0,01)10° 0,72  0,9967
+ 3
[(Ru(AMSal)(dppe).PFe 300 (2,69 + 0,01) 103 0,82  0,9995
305 (4,57 +0,51) 10 0,85  0,9992
310 (573+0,28)10° 0,84  0,9994
295 (7,76 + 0,66) 10 0,65  0,9989
3
[RU(ADISa)(dppe).]PFs 300 (2,98 +0,12) 103 0,80  0,9978
305 (5,24 +0,85) 10 0,87  0,9960

310 (7,54 +0,11) 10° 0,80  0,9988
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Os parametros termodindmicos para os complexo-BSA foram
determinados a partir da equag¢do de van’t Hoff utilizando as constantes de
ligacdo Ky. A FIGURA 74 mostra o grafico de InK, vs 1/T para a interacdo da
BSA com o complexo [Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs.
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11,5 - R2=0,9864

11

Ink,
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0,0032 0,00325 0,0033 0,00335 0,0034
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FIGURA 74: Gréficos de van’t Hoff para os complexos [Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs nas
temperaturas de 295, 300 e 305 e 310 K.

Os estudos termodinamicos destes compostos estdo apresentados na
TABELA 46 e observa-se que todos 0s compostos apresentam interacdo
espontanea com a BSA, uma vez que os valores de AGP® sdo negativos. Os
valores de AG® dos compostos sdo mais altos com a elevagdo da temperatura,

indicando um aumento na estabilidade da interacdo complexo-proteina.

Em resumo, pode-se concluir que os complexos e os ligantes
AmSal e ADiSal possuiem contribui¢Ges de supressdo estatica e dindmica uma
vez que apresentam comportamento ambiguos na relacdo das constantes Ky, e
Kp. Os valores de AH® e AS® para estes compostos sdo positivos indicando que a

interagdo do complexo e BSA séo forgas de interacdo hidrofobicas.

Ja o ligante ASal apresenta valores negativos de AH° e AS°® e
segundo a literatura este perfil corresponde a forcas de van der Waals e ligacdes

de hidrogénio entre a BSA-ligante.
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TABELA 46: Parametros termodindmicos para os complexos da série do &cido salicilico e derivados.

AG® (kJ mol™)

Complexos AHP 1 AS(; 1
295 K 300 K 305 K 310 K (kJmol™) (I mol"K")
ASal 111,28 111,03 -10,76 -10,52 26,3 51,1
Amsal 4,10 4,80 5,42 -6,04 32,4 124,0
AdiSal 115,58 -16,33 117,07 117,81 28,2 148 4
[Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs -25,40 -27,09 -28,78 -30,46 74,14 3374
[Ru(AmSal)(dppb)(bipy)]PFs 22,21 22,91 -23,61 24,31 18,98 139,6
[Ru(ADiSal)(dppb)(bipy)]PFs 21,81 -25,67 -29,53 -33,39 205,93 772,0
[Ru(ASal)(dppe)2]PFs 13,14 115,82 118,21 -20,60 127,53 477,8
[Ru(AmSal)(dppe)2]PFs 118,12 -19,67 21,23 22,78 73,37 310,2
[Ru(ADiSal)(dppe).]PFs 118,34 -19,96 21,57 -23,19 76,98 323,2
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4.3.10.2 Ensaios de viabilidade celular dos ligantes e complexos de Ru
(1) com acido salicilico e derivados.

A atividade citotoxica dos complexos sintetizados, bem como 0s
ligantes livres do acido salicilico e derivados e o farmaco de referéncia
cisplatina, tiveram a sua atividade avaliada contra as linhagem celulares MCF-7
(cancer de mama), A549 (cancer de pulmdo) e V79 (fibroblasto de pulméo
Hamster chinés). Os valores de ICg, foram calculados apds a exposicdo das

celulas com os compostos durante um periodo de 24 e 48 horas.

Os ligantes livres ndo apresentaram atividade contra nenhuma
linhagem celular estudada até a concentragdo maxima utilizada, apresentando
ICs0> 200 pmol L™ Os dados de ICs, (TABELA 47) para os complexos
mostram que com a coordenacdo dos ligantes apresentaram baixos valores de

concentracdo (ICs) em relacdo aos ligantes livres.

Nesta série foram avaliados complexos em duas linhagens
diferentes de células tumorais, MCF-7 e Ab49. Diferentemente do que
acontecem nas outras séries, onde 0s compostos mostram-se mais ativos no
cancer de mama MDA-MB-231 do que MCF-7, neste caso 0s complexos néo

apresentaram nenhuma seletividade entre as linhagens A549 e MCF-7.

Assim como acontece na série do acido galico, os complexos com
acido salicilico e seus derivados, apresentam diferencas nos valores de 1Cs, com
os diferentes precursores. E quando se compara os valores de 1Cs, com a
lipofilicidade nota-se que os complexos contendo duas bifosfinas dppe
coordenadas, [Ru(O-O)(dppe);]PFs, possuem menores valores de ICg e
apresentam baixos valores de log P evidenciando um carater mais hidrofilico
quando comparado com o0s respectivos complexos do tipo [Ru(O-
O)(dppb)(bipy)]PFs, que possuem carater mais hidrofébico e altos valores de
ICs0, como pode ser observado na FIGURA 75.

138



A549 - 48 horas
A549 - 48 horas

1004 1004 =

o [Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PF : {EE&??Z?&Z?SZEFG
_ 75+ " [Ru(AmSabEpPPDIOPYIPFs 7 5] +  [Ru(ADiSal)(dppe),IPF
T +  [Ru(ADiSal)(dppb)(bipy)IPFs — arre
E {10 . g- sof T T TTTTTTIRN T T
= -
S 5]
- 254 *i Skk KKK 25- Kk :::
gk *%
01— T T $ 0 T T Y
-1 0 1 2 -2 0 2
log [concentragéo] log [concentragéao]

FIGURA 75: Gréfico de viabilidade celular dos complexos do tipo [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs
e [Ru(O-O)(dppe).]PFs (O-O = ASal, AmSal e ADiSal) apds 48 de incubacdo na linhagem
A549. Os resultados foram comparados por ANOVA, seguido pela analise post-hoc Tukey. *
p< 0,05, ** p<0,01 e p< 0,001

Além disso, comparando os valores de concentracdo (ICso) na
linhagem A549 ou MCF-7 com a linhagem normal V79 observa-se que o0s
complexos apresentam indice de seletividade consideraveis em alguns casos.
Para os complexos do tipo [Ru(O-O)(dppe),]PFs observa-se que os maiores
valores de IS acontecem com 48 horas, por exemplo, o complexo
[Ru(ASal)(dppe),]PFs onde apresenta um IS de 3,7 em 24 horas para 10,3 em 48
horas. J& os complexos com bipy e dppb, [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs, 0s valores

de IS diminuem com o tempo.

Estas informacdes estdo condizentes aos dados de interacdo com a
BSA. Os complexos do tipo [Ru(O-O)(dppe).]PFs que possuem interacdo fraca a
moderada com a proteina (BSA) apresentam o menores valores de 1Csy € 0S
melhores indice de seletividade (IS) quando comparados com os complexos de
formula geral [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFe¢ que possuem interacdes de moderada a
forte, maiores valores de 1Cs, e baixo valores de IS com o tempo. Forca de
ligacdo moderadas sdo interagcdes reversiveis, evidenciando a capacidade da
molécula em transportar estes complexos e libera-los com facilidade no meio

celular.
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TABELA 47: Valores de ICs, dos ligantes ASal, AmSal e ADiSal e seus complexos de Ru(ll) nas linhagens A549, MCF-7 e V79.

Compostos A549 V79 MCF-7 1S IS°

Tempo | o4y 48 h 24 h 48 h 24 h 48h | 24h | 48h | 24h | 48h
ASal >200 >200 >200 >200 >200 >200 - - - -
AmSal >200 >200 >200 >200 >200 >200 - - - -
AdiSal >200 >200 >200 >200 >200 >200 - - - -
[Ru(ASal)(dppb)(bipy)]PFs 7254045 | 833+039 | 19,03+0,30 | 506+019 | 986+018 | 7,55+016 | 26 | 06 | 1,9 | 06
[Ru(AmSal)(dppb)(bipy)]PFs | 10,92+0,41 | 10,98 +0,49 | 66,36 +0,29 | 6,35+0,17 | 1536+026 | 1419+031 | 6,1 05 | 43 | 04
[Ru(ADiSal)(dppb)(bipy)]PFs | 259+1,12 | 26,60 +1,10 >100 1564+151 | 27,96+058 | 29,00£0,62 | 3.8 05 | 35 | 05
[Ru(ASal)(dppe),]PFs 0,18+0,17 | 0,03+009 | 068+1,09 | 031£022 | 578+069 | 011+009 | 37 | 103 | 011 | 2.8
[Ru(AmSal)(dppe),]PFs 044+020 | 005+016 | 025+015 | 029+017 | 012+018 | 007+012 | 17 58 | 208 | 41
[Ru(ADiSal)(dppe),]PFs 217+036 | 006+0,14 | 036+021 | 020£015 | 006+019 | 008009 | 02 | 33 | 6 | 25
cisplatina na 14,42 + 6,63 na na 406+1,38 | 891259 - - - -

na — ndo avaliado / 2 indice de seletividade 1S = ICsy V"°/ ICso *** /P indice de seletividade 1S =1Cs, ¥"°/ 1C5 M7
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foram apresentadas as sinteses e caracterizacdes de
trés séries de complexos de ruténio (17 compostos), com produtos naturais
derivados do &cido galico, acidos cindmicos e acido salicilico. Ademais, 0s
compostos contem em suas estruturas, ligantes fosfinicos (dppb e dppe) e a 2,2"-
bipiridina. Aspectos quimicos e estruturais dos complexos foram discutidos e
comparados entre si, e com a literatura. Além disso, o potencial antitumoral
destes compostos foi avaliado em diferentes linhagens tumorais (MDA-MB-231,
MCF-7, A549, L929 ou V79), assim como suas capacidades antioxidantes e

interacdo com a proteina BSA.

O modo de coordenacdo dos ligantes, nas trés séries, sdo
semelhantes, todos se coordenam ao metal pelo grupo carboxilato na forma
anibnica, produzindo complexos i6nicos (eletrolitos 1:1), como foi mostrado

pelos dados de condutividade molar.

Com os dados de espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho, andlise elementar e espectrometria de massa pode-se confirmar a
formulacdo proposta, do tipo [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(O-
O)(dppe),]PFe, para os diferentes precursores, com as trés series dos ligantes.
Além disso, com os célculos de Acm™ do estiramento vCOO™ dos complexos e
dos ligantes permitiu confirmar a coordenagdo dos ligantes de forma bidentada
pelo carboxilato ao metal. Estes dados foram confirmados pelas estruturas

crsitalogréficas obtidas de alguns complexos.

Os estudos eletroquimicos mostram 0 aumento da estabilidade dos
complexos com a coordenacdo dos novos ligantes, assim como, mostra que o
comportamento reversivel ou irreversivel dos complexos esta atrelada as
caracteristicas eletroquimicas do ligante. O comportamento eletroquimico do
ligante varia de acordo com o grupo substituinte no anel e a estabilidade do

mesmo.
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Os complexos da série do &cido galico e acidos cindmicos foram
avaliados quanto & capacidade sequestrante de radicais livres. Os ensaios com
DPPH mostraram que com a coordenacdo a capacidade antioxidante do &cido
galico diminui, em relacdo ao ligante livre. No entanto, o ligante 3,4-dihidroxcn
ou &cido caféico, apresentou uma melhora na inibi¢do de radicais livres com a

complexacéo.

Os valores das constantes de interacdo complexo-BSA indicam que
no geral os complexos apresentam um mecanismo de supressédo estatico, sendo
que em alguns casos 0 processo de supressdo por difusdo esta presente. Os
ensaios mostraram que os complexos da série do acido galico apresentam 0s
maiores valores de constante de ligacdo com a BSA, na ordem de 107 (interacio
moderada & forte), enquanto para as outras duas series os valores variam de 10° a
10°, forcas de interacdo fraca & moderada. Além disso, todos os complexos com
formulacdo geral [Ru(O-O)(dppe),]PFs, independente da série dos ligantes,
apresentaram valores de interacdo menores que seus respectivos complexos do
tipo [Ru(O-O)(dppb)(bipy)]PFe. Este fato pode estar atrelado ao tamanho e
volume destes tipos de complexos, efeitos que diminuem a eficiéncia da

interacdo dos complexos com a BSA.

Estes dados vem ao encontro com 0s baixos valores de 1Csy nas
diferentes linhagens celulares estudadas para os mesmos complexos do tipo
[Ru(O-O)(dppe),]PFs. Pode-se concluir que nestes complexos, as interacdes
complexo-BSA apresenta um comportamento mais favoravel de transporte e
entrega destes em relagdo aos seus respectivos complexos do tipo [Ru(O-
O)(dppb)(bipy)]PFs, que apresentam constantes de interacfes mais fortes e

valores de 1Csy maiores.
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Complexos com acido galico e derivados

N
154 [
0.9+ [Ru(ABz)(dppe),JPF, | M [Ru(AGM)(dppe),IPF,
@ g
5 5
«Q Qo
Qo =
2 2
£ <
T T T T T T T
270 360 450 250 300 350 400
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
[Ru(AGM)(bipy)(dppb)IPF 1.64 [Ru(AG)(bipy)(dppb)]PF,

©

.g o

& @

£ g

2 3

2 2

T T T T T T T T T T T T T
500 250 300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

FIGURA A 1: Espectros de absorcao eletronica na regido do UV-vis para os complexos
com AG e derivados em n-octanol.
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FIGURA A 2: Espectro de massa MALDI-TOF, do complexo [Ru(AGM)(dppe).]PFs
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FIGURA A 3: Espectro tedrico do pico do ion monocarregado [M—PF6]+mdo complexo
[Ru(AGM)(dppe),|PFe.
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FIGURA A 4: Espectro de massa MALDI-TOF, do complexo [Ru(ABz)(dppe).]PFs
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FIGURA A 5: Espectro teérico do pico do fon monocarregado [M-PFg]" do complexo
[Ru(ABz)(dppe),]PFe.
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FIGURA A 6: Voltamograma ciclico dos complexos obtidos em CH,ClI, (0,1M PTBA,
100 mV.s", Ag/AgCl).
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FIGURA A 9: Espectro de RMN *'P{'H} do complexo [Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFs
em CH2C12/D20.
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FIGURA A 10: Espectro de RMN *'P{'H} do complexo [Ru(AG)(dppe),]PFs em
CH,Cl,/D,0.

LE1'6S

—
~._ 7€0'6S

¥.G°69

pas

089°6S

T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
62.0 61.0 60.0 59.0 58.0 57.0
ppm (1)

FIGURA A 11: Espectro de RMN *'P{'H} do complexo [Ru(AGM)(dppe),]PFs em
CH,Cl,/D,0.



TABELA Al. Dados das estruturas de raios X dos complexos (1)
[Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs, (2) [Ru(AGM)(dppb)(bipy)]PFs, (3) [Ru(ABz)(dppe).]PFs e
(4) [Ru(AGM)(dppe).]PFe.

Complexo §)) 2) 3) )]
Empirical Coo Hg3 F12 Ny Oy50 | Csi Hyg Fs N» Ogso Cso Hss Cl, Fs O, Ps Ci31 Hiz CL Fi2 Oy
formula P(, RU2 P3 Ru Ru Pl() Rl.lz
Formula weight | 1908.56 1132.89 1248.86 2761.00
Temperature 293(2) K 293(2) K 293(2) K 293(2) K
Wavelength 0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A
Crystal system | Triclinic triclinic Monoclinic Triclinic
Space group P-1 P21/n C2/c P-1
Unit cell a=11.755112) A a = 18.6440(6) A a=24.770009) A a=15.0328(2) A
dimensions o= 110.1960(10)°. a=90°. o=90° o=95.421(1)°.

b=17.49304) A b=31.0250(8) A | b=12.3340(5) A b=18.7457(2) A

97.4780(10)°. | B=110.1340(10)° | B=103.383(2)° 94.326(1)°.
c=2296334) A | c=19.4890(7) A | c=37.6860(12) A ¢ =23.1954(3) A

Y =99.2730(10)°. v =90°. v =90°. v=94.114(1)°.
Volume 4284.88(15) A3 10584.1(6) A3 11200.9(7) A3 6468.19(14) A3
Z 2 8 8 2
Density 1.479 Mg/m3 1.422 Mg/m3 1.481 Mg/m3 1.418 Mg/m3
(calculated)
Absorption 0.545 mm! 0.462 mm™! 0.582 mm-1 0.478 mm™!
coefficient
F(000) 1946 4632 5104 2828
. 0.20x0 0.12x0.13x0.34 0.29 x 0.30 x 0.45 0.10 x 0.32 x 0.40
Crystal size 3 3 3 3
.40 x 40 mm mm mm mm
Theta range for | 3.040 to 26.093°. 1.29 to 25.60°. 3.01 to 26.37°. 2.916to 26.751°.
data collection
Index ranges -14<h<14, - -17<h<22, - -30<h<30, -13<k<15, | -19<h<19, -
21<k<21, -28<1<28 | 37<k<35, -23<I<15 | -47<1<45 23<k<23, -29<I<29
Reflections 30863 45840 36139 52378
collected
Independent 16804 [R(int) = 18735 [R(int) = 11285 [R(int) = 27323[R(int) =
reflections 0.0518] 0.0638] 0.0579] 0.0329]
Completeness (25.242) 98.8 % (25.60°) 94.0 % (26.37°) 98.4 % (25.242°)99.5 %
to theta
Refinement Full-matrix least- Full-matrix least- Full-matrix least- Full-matrix least-
method squares on F2 squares on F2 squares on F2 squares on F2
Data / restraints | 16804 /0 /1072 18735/0/1295 11285/0/692 27323 /0/ 1564
/ parameters
Goodness-of-fit | 0.954 0.956 1.035 0.997
on F2
Final R indices | R1=0.0582, wR2 R1=0.0637, wR2 1 =0.0607, wR2 = R1=0.0533, wR2 =
[[>2sigma(l)] =0.1479 =0.1515 0.1642 0.1479
R indices (all R1=0.0945, wR2 R1=0.1507, wR2 R1=0.0889, wR2= | R1=0.0817, wR2 =
data) =0.1650 =0.1844 0.1828 0.1627
Largest diff. 0.988 and -0.775 0.998 and -0.425 0.809 and -0.627 e.A- | 1.404 and -0.679

peak and hole e.A- e.A-3 3 e.A-3
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FIGURA A 12: Griéfico de barras de %S.R.L. do complexo [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFe
por tempo de reacdo.
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FIGURA A 14:Espectro de emissdo da BSA com diferentes concentragdes dos ligantes
dcido gélico e derivados. Concentragdo da BSA = 2,0 pmolL'l, Aex. =280 nm, pH=7,4

eT=310K.
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FIGURA A 15:Espectro de emissio da BSA com diferentes concentragdes do
complexo [Ru(ABz)(dppb)(bipy)]PFs. Concentracdo da BSA = 2,0 pmolL'l, Aex. = 280
nm,pH=74eT=310K.
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FIGURA A 17:Espectro de emissio da BSA com diferentes concentragdes do
complexo [Ru(ABz)(dppe),]PFs. Concentracdo da BSA = 2,0 pmolL'l, Aex. = 280 nm,
H=74eT=310K.
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FIGURA A 18:Espectro de emissio da BSA com diferentes concentracdes dos
complexos [Ru(AGM)(dppe),]PFs. Concentragdo da BSA = 2,0 umolL", Aex. = 280
nm,pH=74eT=310K.
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FIGURA A 19: Grificos de Stern-Volmer de (Fo/F)-1 vs [Q] para BSA na presencga de
diferentes concentragdes do complexo [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs no modo progressivo
e separado para diferentes temperaturas.
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FIGURA A 20: Grificos da equacgao logaritmica de log(Fo-F)/F vs log[Q] para BSA na
presenca de diferentes concentra¢des de [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs no modo
progressivo e separado em diferentes temperaturas, excitacdo = 280 nm. {[BSA] =2,0
x10° mol L.
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FIGURA A 21: Grificos de van’t Hoff para o complexo [Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs no
modo progressivo e separado nas temperaturas de 295, 300 e 305 e 310 K.



TABELA A2. Constante de supressao de Stern-Volmer (Ksv) e constante supressao
bimolecular (k;) e parametros de ligacdo e termodindmicos para o complexo

[Ru(AG)(dppb)(bipy)]PFs com a BSA no modo progressivo e separado (soluciao 2,0
pmol L' de BSA em tampao trizma pH 7.4.)

PROGRESSIVO SEPARADO
T (K) 295 300 305 310 295 300 305 310
(lggflfg_l) 24402 | 2,702 | 2,7+0,06 | 2,7+0,06 | 2,4+072 21402 3,1+0,1 35+
10" Ll:ﬁor‘ ) 34 3.9 3.9 4,0 3.4 3.0 4,6 52
K, + SD (6,2 +0,04) | (1,120,1) | (1,520,1) | (2,620,7) | (7.943,1) | (9.8+8.4) | (3.6+1.8) | (3.,4+1,8)
(L mol™) 10* 10° 10° 10° 10* 10* 10° 10°
n 0,87 0,92 0,96 0,97 0,87 0,89 1,04 1,05
AG® 21.4 23.1 24.4 262 22.0 22.9 26.6 26.9
(kJ mol'l) - b - b - b - b - b - b - 9 = b
AHomol_l) (kJ 712 77,9
SO
( Jmﬁl'lK'l) 3142 337.9
Complexos com acido cinamicos.
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FIGURA A 22: Voltamogramas ciclicos dos complexos com 4cido cinamicos obtidos
em CH,Cl, (0,IM PTBA, 100 mV.s'l, Ag/AgCl).

1.04 [Ru(3,4-dihidroxcn)(dppb) (bipy)IPF,
0.8 Ru"/Ru"
i 0,6
o
[0}
g 0,4 -~ Ligante ,
o L .-3A,4-hidrox.c'r‘1’:\
0,2 ’ i
0,0 Ru"/Ru"
0.2 T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Potencial, V

FIGURA A 23: Voltamogramas ciclicos dos complexos com &4cido cinamicos obtidos
em CH,Cl, (0,IM PTBA, 100 mV.s"', Ag/AgCl).
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FIGURA A 24: Espectro de RMN *'P{'H} do complexo [Ru(a-
metcn)(dppb)(bipy)]PFs em CH,Cl,/D,0.
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FIGURA A 25: Espectro de RMN 3 1P{IH} do complexo [Ru(3,4-metoxocn)
(dppb)(bipy)]PFs em CH,Cl,/D,0.
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FIGURA A 26: Espectro de RMN *'P{'H} do complexo [Ru(4-hidroxcn)
(dppb)(bipy)]PFs em CH,Cl,/D,0.
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FIGURA A 27: Espectro de RMN *'P{'H} do complexo [Ru(3,4-dihidroxcn)
(dppb)(bipy)]PFs em CH,Cl,/D,0.
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FIGURA A 28: Gréifico de barras de %S.R.L. do complexo [Ru(3,4-

dihidroxcn)(dppb)(bipy)]PF¢ por tempo de reacao.
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FIGURA A 29: Gréfico de barras de %S.R.L. do ligante 3,4-dihidroxcn por tempo de
reacao.
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FIGURA A 30: Espectro de emissdo da BSA com diferentes concentragdes dos ligantes
derivados de dcido cindmicos. Concentracdo da BSA = 2,0 umolL'l, Aex. = 280 nm, pH
=74eT=310K.
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FIGURA A 31: Espectro de emissdo da BSA com diferentes concentracdes do
complexo [Ru(o-metcn)(dppb)(bipy)]PFs . Concentracdo da BSA = 2,0 umolL™", Aex. =
280 nm,pH=74eT=310K.
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FIGURA A 32: Espectro de emissdo da BSA com diferentes concentracdes do
complexo [Ru(4-metoxcn)(dppb)(bipy)]PFs . Concentracio da BSA = 2,0 umolL™, Aex.
=280 nm,pH=74eT=310K.
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FIGURA A 33: Espectro de emissdo da BSA com diferentes concentracdes do
complexo [Ru(4-hidroxcn)(dppb)(bipy)]PFs . Concentracio da BSA = 2,0 umolL™, Aex.
=280 nm,pH=74eT=310K.
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FIGURA A 34: Espectros de absorcdo eletronica na regido do UV-vis para os
complexos com ASal e derivados em n-octanol.
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FIGURA A 35: Voltamogramas ciclico do complexo com 4cido 4-aminosalicilico
obtidos em CH,Cl, (0,1M PTBA, 100 mV.s™', Ag/AgCl).
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FIGURA A 36: Voltamogramas ciclicos dos complexos com dcido salicilico e
derivados obtidos em CH3CN (0,1M PTBA, 100 mV.s’l, Ag/AgCl).
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FIGURA A 37: Espectro de RMN Sp{'H} do complexo [Ru(AmSal)(dppb)(bipy)]PFs
em CH2C12/D20.
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FIGURA A 38: Espectro de RMN *'P{'H} do complexo [Ru(ADiSal)(dppb)(bipy)]PF
em CH2C12fD20.



TABELA A2,

@

Dados das estruturas de raios X dos complexos
[Ru(ASal)(dppe).]PFs (2) [Ru(AmSal)(dppe),]PFs.
Complexo (1) (2

Empirical formula

Ciis Higs Fi2 Og Pig Ruy

C120 HllO C16 1:“12 N2 06 P10 Ru2

Formula weight

2359.86

2628.63

Temperature 293(2) K 293(2) K
Wavelength 0.71073 A 0.71073 A
Crystal system Monoclinic Monoclinic
Space group C2/c Cc

Unit cell dimensions

a=24.914(5) A
0= 90.000(5)°..
b=12.407(5) A
B=102.956(5)°.
c=37.561(5) A
7= 90.000(5)°.

a=18312(5) A
o= 90.000(5)°..
b=18.841(5) A
B= 103.666(5)°.
c=17.607(5) A
v =90.000(5)°.

Volume 11315(5) A3 5903(3) A3
Z 4 2

Density (calculated) 1.385 Mg/m’ 1.479 Mg/m’?
Absorption coefficient | 0.481 mm'! 0.601 mm-!
F(000) 4832 2680

Crystal size

0.15 x 0.35 x 0.40 mm?

0.04 x 0.11 x 0.42 mm?

Theta range for data
collection

3.002 to 26.375°.

3.072 to 26.371°.

Index ranges

-31<h<31, -13<k<15, -46<1<46

-22<h<22, -23<k<23, -
21121

Reflections collected

36621

20975

Independent
reflections

11475 [R(int) = 0.0694]

11999 [R(int) = 0.0288]

Completeness to theta

(25.242°)99.1 %

(25.242°)99.5 %

Refinement method

Full-matrix least-squares on F?

Full-matrix least-squares on F?

Data / restraints /
parameters

1147571 /680

11999 /2 /721

Goodness-of-fit on F?

0.946

1.011

Final R indices
[[>2sigma(I)]

1 =0.0599, wR2 =0.1580

R1=0.0450, wR2 =0.1156

R indices (all data)

R1=0.0985, wR2 =0.1742

R1=0.0561, wR2 =0.1218

Largest diff. peak and
hole

0.983 and -0.523 e.A

0.897 and -0.586 e.A3
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FIGURA A 39:Espectro de emissdo da BSA com diferentes concentracdes do ligante,
acido salicilico (ASal). Concentracao da BSA = 2,0 pmolL'l, hex.=280nm,pH=74¢
T=310K.
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FIGURA A 40:Espectro de emiss@ao da BSA com diferentes concentracdes do ligante
acido 4-aminosalicilico (AmSal). Concentragdo da BSA = 2,0 pmolL'l, rex. = 280 nm,
pH=74eT=310K.
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FIGURA A 41:Espectro de emissdo da BSA com diferentes concentracdes do ligante,
acido 2,4-dihidroxibenzdico e derivados. Concentracdo da BSA = 2,0 pmolL'l, rex. =
280 nm,pH=7,4e T=310K.
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FIGURA A 42:Espectro de emissio da BSA com diferentes concentragcdes do
complexo [Ru(AmSal)(dppb)(bipy)]PFs . Concentracdo da BSA = 2,0 pmolL’l, AeX. =
280 nm, pH=74e T =310 K.
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FIGURA A 43:Espectro de emissio da BSA com diferentes concentragcdes do
complexo [Ru(ADiSal)(dppb)(bipy)]PFs . Concentracdo da BSA = 2,0 pmolL'l, AeX. =
280 nm, pH=7,4e T =310 K.
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FIGURA A 44:Espectro de emissio da BSA com diferentes concentragdes do
complexo [Ru(ASal)(dppe),]PFs . Concentracdo da BSA = 2,0 pmolL'l, Aex. = 280 nm,
pH=74eT=310K.
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FIGURA A 45:Espectro de emissio da BSA com diferentes concentragdes do
complexo [Ru(AmSal)(dppe),]PFs. Concentracdo da BSA = 2,0 pmolL'l, Aex. = 280
nm,pH=74eT=310K.
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FIGURA A 46: Espectro de emissdo da BSA com diferentes concentracdes do
complexo [Ru(ADiSal)(dppe).]PF¢s . Concentracdo da BSA = 2,0 pmolL'l, Aex. = 280
nm,pH=74eT=310K.



FIGURA A 47: Representacdo da desordem das estruturas cristalogrificas para os
complexos (A) [Ru(ASal)(dppe).]PFs e (B) [Ru(AmSal)(dppe).]PFs.



