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“What we know is a drop, what we don't know is an ocean. ”

Isaac Newton
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A Angstron (101° m)

Acetone-d6 Acetona deuterada

A-549 Células de carcinoma de pulméo

CD,Cl; Diclorometano deuterado

cis Isdmero de posicao cis de um composto inorganico ou
organico

COSY H-'H  Correlagdo espectroscopica de hidrogénio

Da Dalton, unidade de massa

DMEM Meio de Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco's Modified
Eagle Medium)

DRX Difracéo de raios-X

DU-145 Células de cancer prostata

EY Potencial de meia onda

Epa Potencial de pico anddico

Epc Potencial de pico catddico

f Intensidade fraca da transmitancia da banda no L.V.

F Intensidade forte da transmitancia da banda no I.V.

FDA Food and Drug Administration (USA)

HSA Albumina sérica humana (Human Serum Albumin)

Hz Unidade de frequéncia em Hertz

1Cs0o Concentracéo de inibicdo do crescimento celular em 50 %

INCA Instituto Nacional do Cancer

IV Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho

J Constante de acoplamento

m Intensidade média da transmitancia da banda no 1.V.

MLCT Transferéncia de carga do metal para o ligante

MTT Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

N-N Ligantes N-heterociclicos

nm Nanometro (10° m)

OMS Organizacdo Mundial da Saude

P-P Ligantes fosfinicos

ppm Partes por milh&o

PTBA Perclorato de tetrabutilamonio

Vi
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RMN 3p{tH}  Ressonancia Magnética Nuclear de 31p desacoplado do *H

RPMI Meio Roswell Park Memorial Institute
UV-vis Espectroscopia de Absorcéo na Regido do Ultravioleta e

Visivel
) Deslocamento quimico nos espectros de RMN
€ Coeficiente de extingcdo molar ou absortividade molar
3 Comprimento de onda
H Micro (10°)
v Frequéncia de estiramento
v VibragOes de deformacéo angular fora do plano
Vsim Vibracdes de estiramento simétrico
Vass VibragOes de estiramento assimétrico
T Ligacao pi
o Ligacdo sigma

=
phen 1,10-fenantrolina AN
_~N
CH,
. =

44bipy 4,4'-Dimetil-2,2'- HiC Ny

bipiridina N

_ CHg

S5bipy 5,5"-Dimetil-2,2'- N

bipiridina N

P H.C 7

Vil
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dtbipy

dppb

Tol

4.,4'-Di-terc-butil-2,2'-
bipiridina

1,4-bis(difenilfosfina)butano

Isocianida de

p-Toluenosulfonilmetila

viii
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RESUMO

“SOBRE A INFLUENCIA DE FOSFINAS E DO LIGANTE
ISOCIANIDA DE P-TOLUENOSULFONILMETILA NA
CITOTOXICIDADE DE COMPOSTOS DE Ru(Il)” 0 presente

trabalho teve como objetivo principal a obtencéo de novos compostos de Ru(ll)
com ligantes diiminicos, fosfinicos e isocianida de p-toluenosulfonilmetila,
caracteriza-los por diversas técnicas fisicas e espectroscopicas, estudar a interacdo
com as biomoléculas DNA e albumina de soro humano (HSA), alem de suas
propriedades citotoxicas. Desta forma, reportamos a sintese de quatorze novos
compostos e a caracterizacdo por analise elementar, voltametria ciclica,
condutancia molar, espectroscopia na regido do ultravioleta (UV-vis),
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FT-IR), ressonancia
magnética nuclear (G*P{*H}, *H, BC{*H}, DEPT-135, COSY, HMBC e HSQC) e
difracdo de raios-X, quando possivel a obtencdo de monocristal. Para 0s
complexos contendo apenas ligantes diiminicos e fosfinicos foram observados
importantes efeitos eletrénicos e estéricos provocados por interacfes n-stacking.
Tal efeito propiciou um comportamento diferenciado nos hidrogénios dos grupos
fenilas fosfinicos nos experimentos de RMN, o qual também foi possivel observar
por cristalografia de raios-X e por calculos de DFT. Os estudos de interacdo dos
complexos com o DNA por medidas de viscosidade indicam que 0s compostos
interagem fracamente com esta biomolécula. Foram selecionados dois compostos
com ligante diiminico, fosfinico e o ligante Isocianida de p-toluenosulfonilmetila
para estudos de interacdo com DNA por eletroferese em gel e ensaio de
competitividade com Hoescht 33258, onde os resultados indicam que o0s
compostos interagem eletrostaticamente e/ou pelo sulco menor do DNA. Os
estudos de interacdo com HSA, realizados por titulagdes fluorimétricas, mostram
que os compostos apresentam constantes de interacdo (K,) na ordem de

10%-10°%, indicando interacdo moderada a forte com esta proteina, e 0 mecanismo
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de interacdo € estatico. Os dados de citotoxicidade nas linhagens humanas
tumorais A549 (pulméo) e DU-157 (prostata) e ndo tumoral MCR-5 (pulméo),
mostram que 0S compostos que apresenta, o ligante Isocianida de

p-toluenosulfonilmetila sdo os mais promissores, mostrando-se até 140 vezes

mais ativos que o farmaco de referéncia e até 3 vezes mais seletivos.
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ABSTRACT

"ON THE INFLUENCE OF PHOSPHINES AND THE P-
TOLUENESULFONYLMETHYL ISOCYANIDE IN THE CYTOTOXICITY
OF RU (1) COMPOUNDS" The main objective of the present work was to obtain
new Ru(ll) complexes with lingans diimino, phosphinic and isocyanide
p-toluenesulfonylmethyl, to characterize them by diverse physical and
spectroscopic techniques, to study the interaction with biomolecules DNA and
human serum albumin (HSA), besides to evaluated their cytotoxic properties. In
this way, we reported the synthesis of fourteen new complexes and the
characterization by elemental analysis, cyclic voltammetry, molar conductance,
ultraviolet (UV-vis) spectroscopy, infrared spectroscopy (FT-IR), nuclear
magnetic resonance (3P{*H}, H, BC {H}, DEPT-135, COSY, HMBC and
HSQC) and Single crystal X-ray diffraction, when possible to obtain single
crystal. For the complexes containing only diimine and phosphinic ligands, there
were important electronic and steric effects caused by n-stacking interactions.
Such effect lead to a differentiated behavior in the hydrogens of the phosphinic
phenyl groups in the NMR experiments, it was also possible to observe the same
effect by crystallography of X-rays and by DFT calculations. Studies of
interaction of complexes with DNA by viscosity measurements indicate that the
compounds interact poorly with this biomolecule. Two compounds with diiminic
phosphinic linker and the p-toluenesulfonylmethyl isocyanate ligand were
selected for interaction studies with gel electrophoresis DNA and competitive
assay with Hoescht 33258, where the results indicates that compounds interacting
electrostatically and/or by the minor groove of the DNA. The HSA interaction
studies, carried out by fluorimetric titrations, show that both compounds present
interaction constants (Kp) on the order of 10*-10°, indicating moderate to strong
interaction with this protein. For all cases, the interaction mechanism is static.

Cytotoxicity data in human tumor cell lines A549 (lung) and DU-157 (prostate)
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and non-tumor MCR-5 (lung), show that the compounds bearing the
p-toluenesulfonylmethyl isocyanide ligand are the most promising, showing up to

140 times more active than the reference drug and up to 3 times more selective.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1- O desenvolvimento de novos farmacos

O objetivo principal da quimica medicinal € o desenho e a descoberta
de novos compostos que apresentem propriedades adequadas aos seus usos como
farmaco®. No Brasil e no mundo, varios grupos de pesquisa se dedicam a busca
por novos compostos biologicamente ativos com potencial uso na medicina. Estas
pesquisas justificam-se pela constante necessidade de obtencdo de novos
farmacos, ja que para algumas doencas os disponiveis no mercado apresentam-se
pouco ativos, além de ser relativamente comum o aparecimento de resisténcia
apos o uso prolongado. H4, desta forma, a necessidade de reduzir efeitos colaterais
causados pelos farmacos utilizados.??

O principal 6rgdo mundial de regulamentacdo do uso de novos
farmacos é a agéncia americana FDA (Food and drug administration), que
estabelece os critérios de seguranca, estudos necessarios e normas para liberacéo
do uso por humanos de novos farmacos, para que o produto ingresse no mercado,
com niveis confiaveis de seguranca para os pacientes.*®

Todo o caminho, desde o projeto inicial do desenvolvimento de um
farmaco até sua liberacdo pelas agéncias reguladoras para uso como farmacos é
extremamento dificil, demorado e muito caro. Neste contexto a quimica medicinal
tem papel fundamental no planejamento e descoberta de novos compostos
organicos ou inorganicos, sintese, purificacdo, caracterizacao e seguranca de seu
uso pelos pacientes, além de estudos bioldgicos, para verificar suas atividades
contra determinada doenca.® Desta forma, uma equipe grande de profissionais nas
mais variadas areas do conhecimento como quimica, fisica, matematica, farmacia,
medicina e biologia sdo fundamentais para alcancar o objetivo do

desenvolvimento de um farmaco.
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1.2 — A quimica inorganica medicinal

Compostos inorganicos sdo usados ha milhares de anos, onde
registros historicamente comprovados de metais com uso farmacéutico remetem
as antigas civilizacbes da Mesopotamia, do Egito, da india e China. Hoje ja é
bastante estabelecido que ions metalicos desempenham papéis fundamentais em
uma grande quantidade de processos bioldgicos, e em diversos campos de
conhecimento relacionado com a aplicacdo de compostos inorganicos na terapia

ou diagnostico de doencas, como mostrado na FIGURA 1.1.7°

Radiofarmacos

uimica
Agentes de Q P Agentes
contraste Inorganica terapéuticos
Medicinal
Elementos

essenciais

FIGURA 1.1 — A quimica inorganica medicinal e suas aplicacGes (adaptado De
FARRER?®).
A quimica inorganica medicinal apresenta uma ampla faixa de

possibilidades de pesquisa e desenvolvimento. A grande diversidade de ions
metalicos com aplicacdo no diagndstico e tratamento médico, como pode ser
observado na FIGURA 1.2, além de serem estudados por varios pesquisadores ao
redor do mundo. O uso diario de radioisotopos em muitos hospitais como
contraste para obtencdo de imagens (MRI, PET) como ions Gd** ou Tc*
possibilitam diagnosticar tumores malignos, doencas cardiologicas e
aterosclerose de forma precoce, pois melhoram a resolucdo das imagens, sendo
possivel, por exemplo, acompanhar visualmente a atividade do cérebro em tempo

real.
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Um importante metalofarmaco para o desenvolvimento da quimica
bioinorganica na medicina foi o composto denominado salvarsan, um agente
antimicrobiano a base de arsénio, desenvolvido em 1912 por Paul Ehrlich, que se
mostrou muito eficaz no tratamento da sifilis.2° Porém, o grande legado dos
estudos com varios compostos de arsénio visando o tratamento da sifilis, foi a
percepcdo que a reatividade e toxicidade dos compostos mudam de acordo com a
variacdo dos ligantes da esfera de coordenacéo do centro metalico, o que permitiu
assim direcionar o estudo para a obtencdo de uma molécula especifica, a
arsfenamina, obtendo a partir de um metal cujos complexos exibiam alta
toxicidade um farmaco eficiente no tratamento da sifilis 812,

Quando o composto arsfenamina foi sintetizado ndo haviam tantas
técnicas de caracterizacdo disponiveis que possibilitassem uma proposta
estrutural inequivoca. Desta forma com os dados disponiveis Erlich propds
inicialmente uma estrutura molecular bimetalica com dois atomos de arsénio

formando uma ligacdo dupla entre si como mostrado na FIGURA 1.2 (A).
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FIGURA 1.2 - Exemplos de compostos usados com sucesso em terapias e
diagndsticos cotendo metais na estrutura, sendo a estruturas propostas da
Arsfenamina por Paul Erlich (A) e por Lloyd, et. al. (Be C) 1!
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Durante quase um século a estrutura deste composto deixou
inconsisténcias entre dados obtidos por diversas técnicas, sendo que apenas em
2005, com o grande avanco das técnicas de espectrometria de massas com
ionizacdo por eletrospray foi obtida uma estrutura coerente com as
caracterizacgdes, onde foi proposta uma mistura de moléculas ciclicas com anéis
metalicos de arsénio de trés e cinco membros como mostrado na FIGURA 1.2 (B)
e (C).1!

A arsfenamina foi usada durante trés décadas como o principal
farmaco no tratamento da sifilis, e s0 foi possivel sua substituicdo apos a
descoberta da penicilina, em 1929. De acordo com o exposto acima a arsfenamina
destaca-se como uma das primeiras estruturas onde foi possivel relacionar
propriedades estruturais com atividade biolégica, o que ainda hoje é uma
ferramenta importante para a quimica medicinal no desenvolvimento de novos
farmacos.®!!

Atualmente é reportada uma grande quantidade de trabalhos
mostrando cada vez mais as propriedades de complexos inorganicos com variados
centros metalicos, com grande potencial para serem usados na medicina, tais
como, anticancer (Ru, Ga, Pt, In, Ti, Au, Sn), antimicrobianos (As, Cu, Zn, Ag,
Bi, Hg), antiartrite (Au), antipsicotico (Li), antitlcera (Bi), antiacidos (Ca, Mg,
Na, Al), anti-hipertensivo (Fe, Zn), miméticos de enzimas (Fe, Cu, Mn),
radiofarmacos (Re, Y, Pb, Tc) e agentes quelantes 8117

1.3 — O Cancer

O corpo humano é constituido por trilhGes de celulas, que apresentam
mecanismos que regulam o crescimento e a divisdo celular de acordo com as
necessidades do organismo. Quando as células envelhecem e/ou ficam
danificadas, morrem e sdo substituidas por novas células, completando assim um
ciclo celular. Em algumas situacdes esse mecanismo de replicacao/reparagédo
celular para de ser regulado pelo organismo, o que leva a formacdo de tumores

que podem ser benignos ou malignos.
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Assim sendo, o termo cancer é usado de forma geral para designar
um grande grupo de doencas que podem afetar qualquer parte do corpo e
apresentam como caracteristica em comum o crescimento celular ilimitado e
desordenado, que nos casos mais graves podem apresentar a capacidade de
invasdo de outros Orgdos, conhecido como metéstase, como representado na
FIGURA 1.3. Esse comportamento de crescimento anormal e descontrolado das
celulas pode levar ao comprometimento das fungdes do 6rgéo afetado levando o

individuo a morte.

Célula Normal

Diviséao celular Q'}

Tecido Normal Células tumorais Corrente
malignas em o sanguinea
crescimento N 9

\‘— 55 . . y e
l Sistema linfatico
Tumor maligno

invadindo outras
partes do corpo

FIGURA 1.3 - Representacdo da formacédo de tumor e metastase (adaptado De
Smart.servier's).
O cancer é um grave problema de saude puablica, estando entre as

principais causas de morte, tanto em paises desenvolvidos como em paises em
desenvolvimento. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO) os tipos
mais comuns sdo cancer de pulmao, figado, estdbmago, prostata, mama e esdfago.
Apenas em 2015 ocorreram aproximadamente 8.8 milhdes de mortes ao redor do

mundo causada por cancer, sendo 0s principais tipos e o nimero de mortes
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mostrados na FIGURA 1.4. De todas as mortes registradas 70% sdo em paises
com populacdo de baixa e media renda, sendo estimadas que no ano de 2030

ultrapassem os 27 milhGes de novos casos.*®

Mama

Estébmago
Coloretal

Figado

Tipo de cancer

Pulmao

NUmero de mortos (x10°)

FIGURA 1.4 - Representacdo dos principais tipos de cancer e nimeros de morte
causadas em 2015 no mundo.

No Brasil, dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA) mostram
que para o0 biénio 2018-2019 serdo registrados cerca de 640 mil novos casos de
cancer. Os tipos de cancer mais incidentes foram as neoplasias malignas da pele,

mama, prostata, pulmao, reto e colo do Utero (FIGURA 1.5).1°

Colo de ttero i L+ 5,30 %

-

8 Traqueia, bronquio e =T 10,13 %

<§ pulmao

)

< Célon e reto -1 11,78 %

g Mama 119,34 %

=

= Prostata —22,10 %

FIGURA 1.5 - Porcentagens de incidéncia pelos principais tipos de cancer no
Brasil para o biénio 2018-2019, exceto cancer de pele ndo melanoma (adaptado
de INCA?®).
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O tratamento do cancer apresenta melhor possibilidade de cura
quando a doenca ¢ diagnosticada de forma precoce. De forma geral, o avango do
tumor é classificado em quatro estagios, como pode ser visto na FIGURA 1.6. O
surgimento do cancer ocorre pela transformacdo de uma célula normal em
tumoral, em um processo que geralmente progride de uma lesdo pre-cancerosa
para um tumor maligno. Varios fatores podem aumentar a probabilidade do
surgimento do céancer, sendo 0s mais comuns o0 uso de tabaco, alcoolismo, dieta
ndo saudavel e sedentarismo, impossibilitando a determinacdo de uma causa

comum a todos 0s casos de cancer relatados.2%2

« tumor localizado em uma pequena area

Estagio | no orgdo de origem;

Estagio I 0 élggajs:cgzg?ggf para os linfonodos*
o Ui
Estagio IV « ocorréncia da metastase.

FIGURA 1.6 - Estagios de crescimento tumoral (*linfonodos séo estruturas do
sistema linfatico que filtram a linfa antes de ser devolvida para o sistema
sanguineo).

As mudancas que ocorrem em nivel celular podem, ser atribuidas a

associacdo entre fatores genéticos com agentes externos, tais como
carcinogénicos fisicos (radiacdo ultravioleta e ionizante), carcinogénicos
quimicos (tabaco, amianto, aflatoxina, Arsénio, etc.) e carcinogénicos biolégicos
(infecgdes por certos virus, bactérias ou fungos).?? Outro fator relevante que é

associado ao surgimento do cancer é o envelhecimento, pois a incidéncia de
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cancer aumenta drasticamente com a idade, sendo que estudos indicam que
provavelmente esse aumento é devido a acumulagdo de riscos para cancer
especifico, combinado com a tendéncia dos mecanismos de reparo das células
serem menos efetivos a medida que a pessoa envelhece.??*

Os métodos de tratamento para o cancer tém evoluido bastante e os
procedimentos utilizados dependem de cada paciente, tipo de cancer e estagio da
doenca. Desta forma as terapias disponiveis para tratamento do cancer sdo a
cirurgia, radioterapia, quimioterapia e recentemente foi aprovada nos EUA a
terapia génica com previsdo dos primeiros tratamentos de forma experimental no
Brasil em 2018 (FIGURA 1. 7). A cirurgia tem sido efetiva em casos onde o
tumor se encontra no primeiro estagio de crescimento, porém quando o tumor ja
se encontra em estagios mais avancados, a utilizacdo da radioterapia e

quimioterapia se faz necessaria.?’

FIGURA 1. 7 - Principais métodos de tratamento para cancer, (A) - Cirurgia,
(B) - Radioterapia, (C) - Quimioterapia e (D) recentemente Terapia génica.

A radioterapia tem como objetivo diminuir o tamanho do tumor,
onde os feixes de radiacdo ionizantes sao direcionados a regido do tumor, sendo
capazes de interagir com tecidos, dando origem a elétrons que ionizam o meio,
causando danos nas estruturas das células, ocasionando a ruptura das cadeias do

DNA. O objetivo € provocar danos que levem a incapacidade de reproducéo das
8
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células. O problema gerado por esta técnica € que a radiacéo utilizada pode causar
danos também a células normais ocasionando uma série de efeitos indesejaveis.?®

Para um grande numero de casos de cancer, o0 tratamento mais
indicado é a quimioterapia, sendo o farmaco administrado ao paciente pelo
sistema circulatorio de forma que seja possivel atingir o tumor. Varios fatores séo
considerados para que seja escolhido o farmaco adequado a quimioterapia como,
tipo de céncer, estagio da doenca, saude geral e idade do paciente. Devido a forma
de distribuicdo e acdo do farmaco, os quimioterapicos podem atuar de maneira
nédo especifica, ocasionando lesdes tanto em células cancerosas, como em células
normais, originando também uma série de efeitos colaterais.!® Outra situagéo a ser
considerada é o relato de varios casos de tumores resistentes a farmacos utilizados
atualmente no tratamento do cancer. Assim, o estimulo ao desenvolvimento de
novos quimioterapicos, e se possivel com diferentes mecanismos de acéo, é de
grande importéncia, fazendo da busca por farmacos com acdo antitumoral
comprovada e efeitos colaterais minimizados, um desafio aos quimicos
medicinais.
1.3.1 — Metalofarmacos no tratamento do cancer

Apesar dos metais de transicdo ocuparem uma importante posicdo
em processos biologicos, a industria farmacéutica, tradicionalmente, tem maior
quantidade de farmacos em desenvolvimento a partir de moléculas organicas.
Dentre todos os metalofarmacos disponiveis, o de maior reconhecimento no
tratamento do cancer € a cisplatina, ou cis-diaminodicloroplatina(ll) (Platinil®),
sendo um complexo de Pt?*, com geometria quadrada planar. Sua estrutura foi
determinada por difracdo de raios-X de monocristal, sendo depositada na base de
dados cristalografica com nimero CCDC 1133046,2° mostrada na FIGURA 1.8.
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Cl1

Cl2

FIGURA 1.8 - Estrutura obtida por difracdo de raios-X de monocristal para o
complexo cis-[PtCl>(NHs).], conhecido como cisplatina.

O complexo cis-[PtCl,(NHs3).] foi sintetizado por Peyrone em 1844,%°
porém suas propriedades anticancerigenas foram descobertas mais de 100 anos
depois, na década de 60, por Barnett Rosenberg e colaboradores, por acaso,
quando o grupo estudava a influéncia da corrente elétrica no crescimento da
bactéria Escherichia coli, utilizando eletrodos de platina no sistema de geracéo de
corrente. Este experimento mostrava que a colbnia de bactéria tinha seu
crescimento inibido, porém os dados obtidos por Rosenberg indicavam que essa
inibicdo ndo ocorria devido a corrente elétrica gerada, mas sim devido ao produto
da oxidacdo do eletrodo de platina, que reagia com a amonia presente no meio de
cultura, proveniente da solucéo tampédo de amonia, 0 que posteriormente mostrou-
se ser compostos de platina do tipo cis-[Pt(NH3),Cle.p].3122

Apos identificar o complexo responsavel pela atividade bioldgica, o
composto foi entdo patenteado, e aprovado pela FDA em dezembro de 1978. A
cisplatina foi o primeiro complexo inorganico a entrar em uso clinico, no mundo,
para o tratamento do cancer. Ainda hoje a quimioterapia com complexos de
platina é a base dos principais tratamentos do cancer.33-%

O uso da cisplatina apresentou-se como um espetacular avanco

principalmente no tratamento do céncer ovariano, bexiga, cervical, pulmonar e
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testicular, além de ser administrada também em conjunto com outros farmacos.®
Outro fato de extrema importancia € que antes da utilizacdo deste farmaco na
oncologia, a taxa de mortalidade dos pacientes com cancer testicular era de
aproximadamente 90%, e apds a regulamentacdo do uso da cisplatina, o indice de
mortalidade caiu para aproximandamente 10%. Esta drastica diminuicdo de
mortalidade é uma das principais conquistas na quimica bioinorganica.?!3?

Apesar de ser extremamente dificil a atribuicdo exata do mecanismo
de acdo de um farmaco, existe um consenso entre 0s pesquisadores de que o
provavel mecanismo de acdo do cisplatina € sua interagdo com o DNA, uma vez
que o farmaco entra na corrente sanguinea, alcancando o meio extracelular, onde
a concentracao de ions cloreto € da ordem de 100 mM, inviabilizando a hidrélise
do composto mantendo o complexo com sua estrutura original. Porém, a cisplatina
€ um composto com capacidade de permear a membrana celular, ja no interior da
celula, a concentracdo de ions cloreto € de aproximadamente 3 a 4 mM, o que
viabiliza a labilizacdo do cloreto e consequente hidrdlise do complexo,
substituindo os atomos de cloro por moléculas de agua,®3? conforme pode-se ver
na FIGURA 1.9.

[Cl'] =104 mM

Iransporte
passivo ou ativo

Cla,, — wC Clit,,  wC Hidrolise Cly,, — wOH2
‘Pt ‘Pt Pt
7 ™~ v 7 ™~
HsN NH3 HsN NH3 HiN NH5
Reacio com S
doadores Lenta |(“|'| =4 mM
Cl,, » ‘\\\\S
‘Pt
HsN( \NH3 N
HNT \NHj '
N&'purag‘ﬁu do
~ DNA
Excregafo Niio reparagio
da platina do DNA: mm,‘

Apoptose

FIGURA 1.9 - Representacdo esquematica do modo de acdo do cisplatina
(adaptado site®).
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A estrutura obtida ap6s a labilizacdo dos ligantes cloro e formacao
do aquo-complexo, possibilita a interacdo com varios sitios no interior da célula,
como carbonatos, sulfatos, nitrogénios ou enxofres de proteinas. Esta proposta é
amplamente aceita devido as estruturas obtidas a partir de dados de difracdo de
raios-X de proteinas. Observa-se que a coordenacdo da platina nas bases
nitrogenadas, ligando-se principalmente ao nitrogénio da posi¢do 7 da guanina.
Assim, a formacgédo do complexo/DNA é do tipo covalente, com a ligacéo direta
do centro metalico a cadeia do DNA, provocando fortes modificacdes estruturais
nesta biomolécula (FIGURA 1.10), o que interfere no ciclo celular de forma a
impedir a sua replicacdo e em alguns casos pode desencadear mecanismos de

morte celular, quando os danos causados ndo forem passiveis de reparo.®’

FIGURA 1.10 - Estrutura cristalina da molécula formada com coordenacdo do
cisplatina ao DNA (adaptado de TODD /).

Um grande problema geralmente enfrentado pelos pacientes tratados
com a cisplatina é o surgimento de efeitos colaterais como nefrotoxicidade,
ototoxicidade, neurotoxicidade, hipertensao, diarreia, nduseas e vomito. Em casos
mais graves estes efeitos podem inviabilizar o uso da medicacéo, devido a estas e
outras limitacdes que surgem com o tempo prolongado de uso do medicamento.
Complexos similares ao cisplatina foram desenvolvidos, buscando a diminuigédo
da toxicidade e manutencéo e/ou melhora da atividade antitumoral.

12
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Modificacdes estruturais podem levar a alteraces que influénciam
diretamente na atividade biologica do composto, como aumento da poténcia e/ou
reducdo de efeitos colaterais, por exemplo. Na FIGURA 1.11, sdo mostrados
alguns compostos analogos da cisplatina que se apresentam ativos no tratamento
do céncer, porém com propriedades fisico-quimicas diferentes, onde pode-se
destacar a alteracdo na velocidade da reacdo de hidrdlise, que produz o aquo-
complexo que ird interagir com as biomoléculas. Uma importante correlacéo que
permitiu sugerir a importancia estrutural da cisplatina com a atividade biologica
foi obtida quando compara-se a atividade biologica dos complexos
cis-[PtCIy(NHs),] e trans-[PtCl,(NHzs);], onde apenas o cisplatina é altamente
ativo, e 0 isdmero trans pouco ativo, fato justificado pela maior estabilidade do

composto, conferindo resisténcia a reacéo de hidrdlise 3%,

0] o
Cl\ /NH3 \\%O\ _NH, O _NHz
/Pt\ /Pt\NH o’Pt‘NH
Cl NH; /7 © 2 ’
o o]
Cisplatina Oxaliplatina Carboplatina
O\— 0
O NH
\ O\ P NH3 ~ Pt/ 2
Pty 07 “NHy_—
. O NH3
Nedaplatina Lobaplatina

FIGURA 1.11 - Estruturas de alguns complexos de platina utilizados no
tratamento do cancer.

O uso da cisplatina no tratamento de varios tipos de cancer € ainda
hoje reconhecido como um dos mais bem-sucedidos usos da quimica inorganica
na medicina. Este fato ndo demorou a despertar o interesse de varios grupos de
pesquisa para compreender porque o composto tem tal atividade e se é possivel
compostos com outros centros metalicos apresentarem potencial para aplicacéo
na quimioterapia. Um dos pontos principais no desenvolvimento de um farmaco
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anticancer € encontrar compostos que sejam ativos e com alta citotoxicidade
frente as células tumorais, e com a menor citotoxicidade possivel nas células
normais, ou seja, a necessidade de doses menores e apresentar boa seletividade,
pois assim pode-se minimizar os efeitos colaterais.

Dentre a grande quantidade de compostos de metais de transicéo
reportados na literatura, os complexos de ruténio apresentam papel de destaque,
sendo que nas Ultimas décadas a quimica do ruténio tem sido amplamente
explorada.®-* Tais compostos mostram-se eficazes nas mais diversas areas, como
quimica de materiais, catalise, fotoquimica, eletroquimica, aléem da quimica
medicinal.*-*® Estruturalmente uma das vantagens de se utilizar metais diferentes
da platina é a verificagdo do comportamento dos compostos que apresentam
diferentes numeros de coordenacdo, estados de oxidacdo variados, e cinéticas de
troca de ligantes diferentes, isto quando possivel a labilizacdo de um ligante e
assim poder comparar propriedades novas obtidas com o0s compostos ja
estudados.*>°

Os complexos de ruténio apresentam algumas vantagens em
comparacdo aos compostos de platina, mostrando em alguns casos maior
seletividade as células cancerigenas, reducéo de efeitos colaterais, dentre os quais
0 principal ¢é apresentar atividade citotoxica contra células resistentes a
cisplatina.>! Estudos recentes mostram que alguns complexos de ruténio marcados
com isétopos radioativos possuem a capacidade de se acumular em tecidos
tumorais, podendo assim ndo sO exercer a atividade antitumoral como também
permitir a visualizagéo do tumor por técnicas cintilograficas.*®>2

Outro destaque é o uso de complexos de ruténio contendo ligantes
nitrogenados e farmacos com atividades antitumorais, coordenados ao metal.
Estes complexos exibem a capacidade de interagir com acidos nucléicos, em sitios
especificos da superficie de proteinas, alterando suas atividades. Estas interacdes

com biomoléculas podem levar a perda da atividade das mesmas, fazendo com
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que o complexo apresente maior efeito citotdxico, influenciando diretamente no
efeito terapéutico do composto.>3>*

O grupo de pesquisa do professor Bernhard K. Keppler tem
sintetizado uma serie de complexos de ruténio com atividade antitumoral,
sendo grande parte destes complexos anidnicos, contendo quatro ligantes
clorido na esfera de coordenacdo e ligantes N-heterociclicos além de
cations imidazol ou so6dio como contra ion. Nesta familia de complexos,
destacam-se trés, o NAMI-A (New Metastatic Anti-tumor Metastasis
Inhibitor), KP1019 e NKP1339 (FIGURA 1.12) que chegaram a etapa de
testes clinicos. Apesar de ndo terem conseguido o esperado sucesso para
uso clinico nos fornecem fortes evidéncias de possibilidade de uso de

compostos de ruténio na medicina.>>°®

NH3
Cluy,, @ ,,“\NHﬁ Sfac-[Ru(Cl),(NH,),|
~y Clarke 1980
Cl NH;
Cl
- \ o
(3 ) KP418

H
S b (“ Keppler et. al 1986
cl Cl \NJ

N
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O g ©

NSAMI-A ; II\L:\QI\QGZI KP1019/ NPK1339
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=3

FIGURA 1.12 — Genealogia de complexos inibidores de tumor e primeiras
evidéncias de atividade terapéutica de compostos de ruténio in vivo.

O composto NAMI-A ¢é ativo contra carcinomas mamarios (Mca),
pulmonares (Lewis) e melanoma (B16), inibindo o crescimento destes tumores,

aumentando a espessura da membrana que envolve tumores primarios e
15
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consequentemente impedindo a vascularizagdo do mesmo. Em decorréncia destes
efeitos o tumor € impedido de invadir tecidos vizinhos ou entrar na corrente
sanguinea, diferindo assim do cisplatina, por exibir interessante efeito
antimetastatico.*

Nos testes clinicos realizados com o0 NAMI-A, na fase I, foi possivel
observar que os pacientes exibiram tolerancia moderada ao complexo. Na fase I,
o0 estudo foi realizado em pacientes com cancer de pulmao, que ja haviam sido
tratados com gencitabina, farmaco organico utilizado no tratamento do cancer de
pulmédo (Non-Small Cell Lung Cancer - NSCLC), o tratamento foi feito em
combinacdo com este farmaco. Nesta fase, os resultados mostraram que 0s
pacientes exibiram tolerancia similar ao farmaco de referéncia entre os pacientes
da fase I. Dos 27 pacientes tratados, 15 apresentaram diminui¢do do crescimento
tumoral. Dentre estes pacientes, 10 apresentaram parada total do crescimento do
tumor e em um paciente houve a regressdo do tumor (diminuicdo de 4% do
volume).>’

O composto KP1019 mostrou-se ativo contra tumores colorretais no
estagio I, e estudos mostram que a atividade do mesmo pode ser explicada atraves
do transporte pelo ciclo da transferrina, e 0 complexo torna-se ativo no meio
intracelular apés a reducéo de ruténio Il para 11.°8 Os estudos clinicos na fase |
mostraram que 0s pacientes exibiram maior tolerancia ao complexo em
comparacdo ao NAMI-A, entretanto, nos estudos de farmacocinética, observou-
se que a biodisponibilidade do composto € consideravelmente baixa (1%), devido
a alta afinidade do complexo pelas proteinas do plasma sanguineo.

No estudo realizado para o composto KP1019, a principal limitacéo
relatada foi a sua baixa solubilidade, que provavelmente ¢ um dos fatores que
dificultam a realizacdo dos testes clinicos.®® A busca da solucédo deste problema
foi feita a partir da modificacdo estrutural do composto, substituindo o contra ion
imidazol por um cation sodio, aumentando assim sua solubilidade, e esse novo
complexo foi denominado NKP1339. Nos estudos da fase I, 0 NKP1339, exibiu
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efeitos colaterais menos intensos que seu analogo, conduzindo a maior tolerancia
dos pacientes ao tratamento.®® Desta forma os resultados dos testes clinicos na
fase | mostram que uma das principais vantagens destes complexos de ruténio é a
presenca de efeitos secundarios bastante limitados, comparando com os farmacos
atualmente utilizados no tratamento do cancer.%%%

Nos ultimos anos o Laboratorio de Estrutura e Reatividade de
Compostos Inorganicos (LERCI) sob a superviséo do prof. Dr. Alzir Azevedo
Batista, tem se dedicado a pesquisa, sintese, caracterizacao e estudo das atividades
citotdxicas exibidas por um grande numero de complexos de ruténio, os quais tém
se mostrado bastante promissores. Sempre que possivel é feita uma correlacdo
entre estrutura e atividade dos compostos, para melhor compreenséo dos sistemas
estudados, sempre visando a melhora da atividade citotoxica dos compostos frente
as células tumorais, e diminuicdo da citotoxicidade frente as células ndo-tumorais.
Durante os varios anos de pesquisa e artigos publicados, os complexos com
ligantes fosfinicos e diiminicos mostraram-se bastante versateis, geralmente com
boa estabilidade quimica, alto grau de pureza e rendimento e boa atividade
bioldgica e seletividade, o que estimula a continuacdo de estudos para melhor
compreensao deste tipo de sistema.

Na TABELA 1.1 sdo apresentados resultados previamente
publicados de valores de ICs, (concentracdo minima de complexo capaz de inibir
0 crescimento de 50% das células) para varias linhagens tumorais como MDA-
MB-231 (adenocarcinoma de mama humano), Hela (tumoral de colo de Utero),
DU-145 (tumoral de proéstata), U87 (glioblastoma humano), T98 (gliobastoma),
MCF-7 (tumoral de mama), sendo que para os estudos realizados encontram-se
valores relativamente baixos de ICsp, 0 que mostra a relevancia da atividade
citotoxica dos complexos na busca de novos compostos para uso COmMo

metalofarmacos.
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TABELA 1.1 - Valores de ICso (UM) em varias linhagens celulares tumorais para
alguns complexos de ruténio sintetizados no LERCI

Complexos*™©)  ICsx  Complexos*®®  ICso
[Ru(pic)(bipy)(dppf)]PFs ® 16,15 cis-[RuClz(bipy)(dppe)] @ 15,8
[Ru(pic)(bipy)(dppp)]PFs ® 4,92%7  [Ru(MIm)(bipy)(dppf)]PFs@ 0,51
cc-[RUCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs ® 1,902  [RuCI(Im)(bipy)(dppf)]PFs @ 1,53
ct-[RuCI(CO)(dppe)(phen)]PFs® 0,25%  [RuCla(alo)x(PPhs),] @ <0,78%3
[Ru(Gly)(dppb)(phen)]PFe® 1,56%  [Ru(pip)(bipy)(dppb)]PFs @ 0,63%
[RuCl(BzCN)(bipy)(dppe)]PF6© 7,20  [Ru(PPhs)x(aciltiourea)(bipy)|PFs®  0,57%7
[RuCl(BzCN)(bipy)(dppb)]PFs© 1,82°  [Ru(pyS)(dppp)(bipy)]PFs® 0,62 68
Cisplatina® 2,44 Doxorrubicina® 3,67

Ligantes: dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano; dppe = 1,2-bis(difenilfosfina)etano; dppp =
1,3-bis(difenilfosfina)propano; dppf = 1,1'-Bis(difenilfosfino)ferroceno; bipy = 2,2"-bipiridina;
pic = é&cido picolinico; Gly = Glicina; BzCN= benzonitrila; MIm = 2-mercapto-1-
metilimidazol; Im = imidazol; alo = alopurinol; pip = piplartina;

Como pode ser observado na tabela acima o grupo coordenado pelo prof.
Dr. Alzir Azevedo Batista tem estudado extensivamente propriedades citotoxicas
de complexos de Ru(ll), apresentando na sua estrutura basica principalmente
ligantes diiminicos e fosfinicos, além dos mais variados tipos de ligantes como
aminoacidos, produtos naturais, piridinas, mercaptopiridininas, tioureas, produtos
naturais, CO, isonitrilas, mercaptos, farmacos, entre outros.®46%70

Os estudos de atividades citotoxicas em diversas linhagens celulares,
mostram que para alguns complexos foram encontrados valores de 1Cs
significativamente baixos quando comparados com os farmacos de referéncia
como no caso do complexo [Ru(Gly)(dppb)(phen)]PFs (1,56 uM) sendo mais
ativo que a cisplatina e doxorrubicina, na mesma linhagem celular.

Usando informacdes obtidas de trabalhos prévios pode-se planejar novos

complexos afim de melhorar a atividade citotoxica, seja incrementando ou

modificando as classes de ligantes conhecidas, como por exemplo para o
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composto organometalico ct-[RuCI(CO)(dppe)(phen)]PFs com ICso de 0,25 uM
na linhagem MDA-MB-231, desta forma pode-se estudar novos compostos,
baseados na boa atividade apresentada para este composto e verificar se 0

comportamento desta classe de ligantes é promissora para atividade anticancer.
1.4 — O estudo da interacdo com alvos moleculares bioldgicos

Em uma grande quantidade de trabalhos recentes da literatura
usualmente sdo apresentados varios tipos de testes de interacdo de complexos
inorganicos com biomoléculas, com o objetivo de uma maior compreensao dos
sistemas obtidos. Apds constatada a atividade citotoxica de um composto, com o
objetivo de conhecer melhor os sistemas estudados e buscar maiores evidéncias
de como o composto pode apresentar citotoxicidade, varios testes de interacdes
com biomoléculas séo realizados.”"

O possivel alvo bastante investigado para atividade citotoxica de
complexos inorgénicos € o DNA, principalmente devido a atividade da cisplatina
estar relacionada com a interacdo covalente com esta biomolécula responsavel
pelo crescimento e replicacdo celular, e assim diretamente ligada ao
desenvolvimento do céncer. Na literatura jA& € bem aceito que complexos
inorgénicos apresentam habilidade de interagir de diferentes formas com
biomoléculas e afetar seu funcionamento. Além do DNA outras biomoléculas que
apresentam funcgdes na replicacdo celular como Topoisomerase | e 11, moléculas
que atuam no ciclo celular (ciclinas A, D, E, B e outras moléculas) e moléculas
que atuam nos mecanismos de morte celular (caspases e outras moléculas).”®

Também apresenta fundamental importancia estudar como os
candidatos a metalofarmacos podem ser biodisponibilizados por biomoléculas
responsaveis pelo transporte de substancias pelo organismo como albumina e
transferrina, além de outras. Esta informacdo também é bastante uatil no
desenvolvimento de um medicamento, onde pode-se verificar se 0s

metalofarmacos poderdo atingir os alvos desejados via administracdo oral ou se
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ocorre alguma interagdo muito forte durante o transporte que inviabiliza sua
biodisponibilidade no organismo.”®7

Deste modo, buscou-se estudar como os complexos de Ru(ll) aqui
obtidos sdo capazes de interagir com biomoléculas, e com essas informacGes
buscarmos compreender melhor os sistemas usados e assim propor futuros
compostos com maior potencial citotoxico frente ao cancer e/ou outra doenca que
0S compostos possam Vir apresentar atividade biologica.

1.5 — Ligantes N-heterociclicos (diiminas)

Esta classe de compostos organicos e conhecida ha muito tempo e ja
no final do século XIX, o ligante “bipiridina” comegou a ser usado na
complexagdo de metais, sendo possivel distinguir entre os isbmeros simetricos e
assimétricos, como mostrado na FIGURA 1.13. De todos os isdbmeros possiveis,
somente o 2,3° e 3,3’-bipiridina sdo encontrados com abundéncia natural

apreciavel em certas espécies de tabaco.®

a) b) ©)
() ~
_ P
. |
2,2' 3,3' 44
d) e) f)
7\ N 7\ N/ N\ o
\N / N=—"= \ / N— \N /
2.4 34" 23"

FIGURA 1.13 - Isdmeros simétricos (a, b, ¢) e isdmeros assimétricos (d, e, f) do
ligante bipiridina.
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O ligante 2,2’-bipiridina e seus derivados apresentaram-se Como uma
importante classe de ligantes na quimica de coordenacdo e tém sido usados
extensivamente como agentes quelantes para varios metais de transicdo devido
sua estabilidade redox e sua facil modificacdo. A grande quantidade de compostos
relatados na literatura pode ser atribuida a sua grande versatilidade, sendo usados
para varias aplicacdes tanto na guimica organica quanto inorganica, como em
catalise, fotoquimica, DSCs (células solares), bioinorganica, eletroguimica,
sensores, entre outras.®%°

Na quimica bioinorgénica complexos metalicos coordenados com
ligantes diiminicos tém sido reportados por apresentarem atividades citotoxicas
com variados metais de transicdo como platina, paladio, cobre, ferro, zinco,
manganés e ruténio, entre outros. Algumas das principais estruturas dos ligantes

diiminicos reportados séo apresentadas na FIGURA 1.14 8592

AN AN AN
/ N / |N / |N / IN
bipy bipz 44bipy 55bipy

N/\ N/\
| Z N EN | = N
= ‘” \N = ™~y

N\) N\)

TAP HAT dppz dppn

FIGURA 1.14 - Representacao estrutural de alguns ligantes diiminicos.

Especificamente para compostos metalicos de Ru(ll) e Ru(lll)
contendo esta classe de ligante sdo reportadas varias aplicacdes bioldgicas.

Recentemente compostos de ruténio do tipo [Ru(bipy)2(dppn)]?*, onde dppn é
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mostrada na FIGURA 1.14, o composto apresenta atividade citotoxica contra
linhagens tumorais adenocarcinoma de colo de Utero e mama, além de nesta série
estudada indicar que o uso de diiminas maiores tendem a apresentar melhores
resultados de citotoxicidade. Alguns complexos de Ru(ll) contendo ligantes
aromaticos n-deficientes como TAP (1,4,5,8-tetraazo fenantreno) or HAT
(1,4,5,8,9,12-hexaazatrifenileno, FIGURA 1.14) sdo capazes de formar adutos
com o DNA, sob acdo de radiacdo visivel. Também é bastante estudado e
conhecido na literatura que compostos poliaromaticos de Ru(ll) apresentam a
particularidade de serem usados como fotoprobes de material genético ou como
agentes fotoreativos.%

Estudos realizados por Carvalho et al. (2018)*® demonstram que
complexos de Ru(ll) contendo dois ligantes diiminicos apresentam boa atividade
citotdxica, além de ter sido detectada alta concentracdo do complexo no nucleo
das células, com capacidade de intercalacdo do DNA inibindo assim o0 processo
de sintese de DNA, que leva a interrupcdo do ciclo celular ativando a via de
apoptose mediada por caspase. Beckford et al. (2011)% reportaram as
propriedades de compostos de Ru(ll) com diiminas e tiosemicarbazonas
apresentando boa atividade citotoxica com propriedades de inibicdo de
topoisomerase IlI.

Rajendiran et. al (2007)% sintetizaram e estudaram compostos de
Ru(Il) contendo um ligante diiminico dppz e 1,8-bis(piridi-2-il)-3,6-ditiooctano,
0s compostos apresentaram valores de 1Csy de aproximadamente 4 uM, na
linhagem A375, uma linhagem tumoral agressiva de melanoma que apresenta
resisténcia a uma grande quantidade de farmacos disponiveis no mercado. Wong
et al. (2014)% reportaram a sintese de complexos de Ru(ll) soltveis em agua com
1,4, 7-tritiociclononano e 4,4’-dimetoxicarbonil-2,2’-bipiridina, com alta
seletividade a histidina em relacdo aos outros aminoacidos naturais que também

podem ser usados como probe luminescente da acdo do complexo na célula.
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A partir da experiéncia obtida pelo grupo de pesquisa LERCI,
associado aos estudos reportados por varios grupos de pesquisa ao redor do
mundo, buscou-se direcionar este trabalho com ligantes que apresentam
importancia no desenvolvimento da gquimica inorgénica e bioinorganica como
ponto de partida para justificar os estudos aqui reportados, contribuindo com a

literatura sobre propriedades de complexos de ruténio.

1.6 O ligante isocianida de p-toluenosulfonilmetila.

A classe de compostos organicos isonitrilas apresenta grupo
funcional :C=N-R, onde R pode ser desde um simples grupo metila, ou grupos
bastante complexos, podendo conter varios outros grupos funcionais.

A primeira isocianida relatada foi sintetizada por Lieke, em 1859, e
apesar de ter sido sintetizada ha muito tempo, esta classe de compostos demorou
a ter reconhecimento e aplicacdo na quimica, devido a dificuldade sintética, além
de odor, em geral, extremamente desagradavel.®” Um teste qualitativo para aminas
primarias (as vezes chamado de teste da carbilamina) é baseado na reacdo de
Hofmann, com diclorometano, que leva a formacdo de uma isonitrila cuja
presenca é detectada pelo seu mau cheiro.%

Em 1930, a estrutura para o grupo isonitrila foi proposta por
Lindemann e Wiegrebe, em analogia com a estrutura do monoxido de carbono,
como postulado por Langmuir, sendo a que melhor cumpriu com a regra de octeto
contendo uma ligacdo tripla entre N=C.°** No mesmo ano desta proposta,
Hammick e colaboradores encontraram o dipolo parcial do grupo isonitrilo R-
N=C, oposto ao dos grupos nitrilo R-C=N, sendo que os dados obtidos foram
suficientes para propor razoavelmente a regido de densidade de carga negativa no
carbono, sendo hoje bem estabelecido que ocorre ressonancia entre as estruturas
mostradas na FIGURA 1.15.
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o D ..
: C=N-R < » :C=N-R

FIGURA 1.15 — Estrutura de ressonancia do grupo isonitrila

Esta classe de compostos é conhecida também como isocianida,
carbilamina ou simplesmente NC. As isonitrilas possuem grande versatilidade em
reacdes organicas devido ao seu status de derivados de carbono divalentes estaveis
mais conhecidos.??-1% Além disto, nas Ultimas décadas foram reportadas varias
reacfes nas quais isocianidas sdo reagentes importantes, incluindo reacdes
multicomponentes,'®  sintese de complexos organometalicos,1%
polimerizacdes,'® entre outras aplicagdes.

A quimica das isocianidas apresenta um grande numero de
compostos estudados e reportados na literatura, sendo que na base de dados
cristalograficos da CCDC existem mais de 3.900 estruturas depositadas contendo
o grupo funcional isonitrila, entre moléculas organicas e complexos metalicos. A
molécula estudada neste trabalho ¢ a isocianida de p-toluenosulfonilmetina (Tol),
e para esta estrutura especificamente, existem apenas 14 estruturas
cristalograficas reportadas. A estrutura do ligante foi reportada em 2015 e
cristaliza em um sistema ortorrdbmbico com grupo espacial centrossimétrico
Pnma, com apenas meia molécula por unidade assimétrical®’, como mostrado na
FIGURA 1.16.
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FIGURA 1.16 - Estrutura obtida por difracdo de raios-X do ligante isocianida de
p-toluenosulfonilmetina.’

O composto isocianida de p-toluenosulfonilmetina é relatado como
sendo um importante intermediario em sintese organica para obtencéo de varias
outras classes de compostos que apresentam propriedades bioldgicas, porém séo
escassos os trabalhos que apresentam a estrutura do ligante Tol como produto
final e/ou exploram suas propriedades estruturais, além de néo ter sido encontrado

estudos sobre propriedades biologicas na atividade anticancer.
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS
2.1 — Objetivo geral
O objetivo principal deste projeto foi sintetizar, caracterizar e avaliar

propriedades anticancer e de interacdo com biomoléculas, de duas séries de

complexos de ruténio(ll).

Outro objetivo do trabalho foi avaliar a atividade citotdxica dos
compostos frente a linhagens celulares humanas tumorais (A-549 e DU-145) e
ndo tumoral (MRC-5), a interacdo com biomoléculas dos compostos de
Ru(Il)/fosfinicos/polipiridinicos, comparando com o composto [Ru(bipy)s](PFs)-,
e dos compostos organometalicos obtidos com o ligante isocianida de

p-toluenosulfonilmetila.

2.2 — Objetivos especificos

Para alcancar os objetivos gerais foram propostos 0s seguintes
objetivos especificos:
= Sintese dos complexos do tipo [Ru(dppb)(bipy)(N-N)](CIO,),,
[RUCI(P-P)(N-N)(ToD]PFs e [Ru(bipy)s](PFs)2, onde: N-N =
2,2°-bipiridina, 1,10-fenantrolina, 4,4’-dimetil-2,2-bipiridina, 5,5’-
dimetil-2,2’-bipiridina,  4,4’-di-terc-butil-2,2’-bipiridina e Tol=
isocianida de p-toluenosulfonilmetila; (P-P) = um ligante bidentado
1,4-bis(difenilfosfinobutano) ou dois ligantes monodentados
trifenilfosfina.
= Caracterizacdo dos complexos obtidos por ressonancia magnética
nuclear de !H, 3P{'H}, BC{'H}, DEPT-135, COSY, HSQC,
voltametria  ciclica, andlise elementar, condutdncia molar,

espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Visivel, espectroscopia
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vibracional na regido do infravermelho e difracdo de raios X de
monocristal (quando possivel obtencdo de monocristal);

» Realizacdo de testes de interacdo dos complexos de ruténio com DNA
utilizando técnicas de viscosidade, eletroforese em gel, estudo de
competitividade com Hoescht;

= Avaliacdo da interacdo dos complexos com HSA (albumina do soro
humano);

= Avaliacdo da citotoxicidade dos complexos de ruténio obtidos frente a
linhagens de células tumorais (A-549, DU-145) e ndo-tumoral (MCR-5);
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CAPITULO 3-PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo estdo descritos os materiais utilizados, as sinteses e
caracterizacdes dos compostos de ruténio com ligantes sintéticos e naturais. Alem
disso, sdo descritos também os procedimentos dos ensaios bioldgicos realizados

com 0S mesmos.

3.1 — Materiais

3.1.1 — Obtencéo da atmosfera de Argonio

Os compostos aqui descritos foram obtidos utilizando atmosfera de
argonio, de procedéncia AGA, pois a presenca de oxigénio e umidade no meio
reacional pode provocar oxidagdo dos compostos. O gas foi 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 eliminagéo de oxigénio.
3.1.2 — Solventes

Os solventes organicos utilizados neste trabalho foram submetidos a
purificacdo prévia, segundo os métodos usuais. Todos os solventes deuterados
[acetona-ds e CD,ClI, (Aldrich)] foram utilizados como fornecidos.
3.1.3 — Reagentes quimicos em geral

Perclorato de tetrabutilamonio (PTBA), de procedéncia Fluka, foi
utilizado na preparacdo de solugdes 0,1 mol L em diclorometano ou acetonitrila,
para obtencdo do eletrolito suporte para 0s experimentos voltametricos dos
estudos eletroquimicos. Os ligantes trifenilfosfina (PPhy),
1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb), 2,2’-bipiridina, 1,10-fenantrolina, 4,4’-
dimetil-2,2’-bipiridina, 4,4°-dimetil-2,2’-bipiridina, 4,4’-ditercbutil-2,2’-
bipiridina, isocianida de p-toluenosulfonilmetila e RuCls-nH,O s&o de

procedéncia Aldrich.
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3.2 — Técnicas experimentais

3.2.1 — Condutancia Molar

As medidas de condutancia foram feitas utilizando um aparelho
Meter Lab., modelo CDM230. As solucbes foram preparadas em acetona ou
diclorometano na concentracdo de 10° mol L. As faixas de valores foram
previamente tabeladas por VELHO.1%8
3.2.2 — Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho

Os espectros vibracionais de absorcdo na regido do infravermelho
foram obtidos utilizando-se o espectrofotomero BOMEM MICHELSON FT MB-
102, na regido compreendida entre 4000 e 240 cm™. As amostras s6lidas foram
diluidas com KBr (Brometo de Potassio mantidos em estufa a 120 °C) e

preparadas minutos antes das analises.

3.2.3 — Espectroscopia de absorcao eletronica UV-Vis

Os espectros na regido do ultravioleta e visivel foram obtidos em um
espectrofotometro 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 varias dilui¢des, partindo de 1,0.10° mol L. Utilizou-se celas de
quartzo com caminho éptico 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 dicloretano através do grafico de
Absorbancia vs concentracdo dos complexos, seguindo a Lei de Beer, como
descrita na Equagéo 3.1.

A=¢eb.c (31)

Onde, A = absorbancia, ¢ = concentragdo (mol L) e b = caminho

Optico da cubeta (1 cm).
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3.2.4 — Analise elementar (C,H, N e S)

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.

3.2.5 — 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 obtencdo dos
voltamogramas. Utilizou-se eletrodos de trabalho e auxiliar de Pt e Ag/AgCI
como eletrodo de referéncia. Perclorato de tetrabutilaménio (PTBA) foi usado
como eletrdlito suporte (10° mol L* em CH,Cl, ou acetonitrila). Os
voltamogramas foram registrados na regido entre -1,5 e 1,8 V. Os potenciais
anodicos (Epa) e catodicos (Epc) foram determinados diretamente dos
voltamogramas sendo o potencial redox (EY2) obtido pela média aritmética dos
potenciais (Epa e Epc).

3.2.6 — Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

As medidas de Ressonancia Magnética Nuclear foram executadas em
um espectrometro BRUKER Avancelll 400 MHz (100 MHZ para *C, 400 MHz
para 'H; 162 MHz para %P) pertencentes ao Departamento de Quimica da
Universidade Federal de S&o Carlos.

Para o tratamento de dados dos experimentos 1-D NOESY de forma
qualitativa é necessario o conhecimento de alguns principios da técnica e o uso de
algumas equacdes que serdo brevemente descritas a seguir. Considerando um
sistema com spin igual a %2, quando se usa o efeito NOE, pode-se definir a

intensidade do efeito em um nucleo (I) na perturbacdo de um nucleo (S), pelo
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acoplamento dipolar, relaciona-se a variagcdo constante de cross-relaxation (cross-

relaxation rate constant) (cIS) e usando a Equagéo 3.2:199110

1-1°
NOE = fi{s}= 2= 22 (32)

Is

Onde:

6 1

O1s = % [(Z_;) hy;ys 7"153]2 Tc [ - Tg] (3.3)

1+(w+ wg)2 T2 1+(wi+ws)?

Quando os experimentos de NOE sdo feitos para pequenas
moléculas, e em solvente ndo-viscosos, COMO NO NOSsO caso, pode-se fazer uma
aproximacao limite, que simplifica a Equacdo 3.3, sendo que nesta situacao se
w1 ous) Tc K 1, consequentemente o; depende simplesmente de tc € Iy, COMO
mostrado na Equacéo 3.4:!!

o5 @ Tcrs0  (3.4)

Devido a relacéo entre g, 5 e a distancia internuclear r;s, o efeito NOE
pode ser usado de forma quantitativa para estimar as distancias entre os ntcleos |
esS.

diz
AT,

Tmoo @ 055 (3.5)

Considerando-se a Equacdo 3.5, onde Iz é a magnetizacéo
longitudinal macroscépica devido a l, e T € 0 tempo de relaxacdo (mistura), pode-
se assim quantificar o5, levando em consideracdo a limitacdo da obtencdo da
acumulacéo linear de | para tempos de relaxacdo muito curtos ( tm = 0), e que
para medidas de NOE pode-se acumular e ajustar os dados experimentais com as
equacOes tedricas derivadas da integracdo da Equacdo 3.5, em que é constante a
proporcionalidade entre dlz/dty, e o1s dependo do tipo de experimento NOE.*2

Pela comparacdo entre ;s com a distancia internuclear conhecida
entre dois nucleos (rag, que é usado como referéncia para calibrar as distancias),
uma estimativa de rs pode ser obtida a partir da Equacéo 3.6, e assumindo que a

proporcionalidade se mantenha constante entre ¢ e r°® para 0s mesmos dois
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acoplamentos dos ndcleos IS e AB. Essas condicbes sdo satisfeitas quando os
tempos de correlagéo rotacional (t¢) e a outra variavel o dependem, de I-Se A-B
sejam 0s mesmos. Desta forma pode-se utilizar a Equacéo 3.6, que é uma relacéo
bastante simples para estimar as distancias internucleares quando se conhece a
distancia entre dois nacleos. Como padrao de referéncia, pode-se utilizar dados
experimentais ou atraves de calculos com métodos de estrutura eletrénica como

DFT por exemplo.1t2-114

g5 — (iS)_6 (3.6)

0AB TAB

Deve-se considerar também que o efeito NOE diminui com o
aumento de r;s e como consequéncia pode-se observar o efeito apenas para
distancias menores que 5A°, o que para alguns sistemas pode ser uma limitagéo
consideravel.
3.2.7 — Difracao de raios X

Para as medidas de difracdo de raios-X por monocristal foram
utilizados dois difratbmetros diferentes, um pertencente ao grupo de cristalografia
do IFSC-USP do tipo automatico NONIUS KAPPA CCD sob responsabilidade
dos Professores Dr. Javier Ellena e Dr. Ernesto Eduardo Castellano. Foi utilizado
também o difratdmetro do Instituto de Quimica, Sao Carlos (IQSC-USP) da marca
Bruker APEX DUOQ, sob responsabilidade do Prof. Dr. Victor Marcelo Deflon.
Ambos equipamentos utilizam radiagdo da linha Ko. do molibdénio (0,71070 A).

Os monocristais foram obtidos por evaporacéo lenta de solvente em
uma mistura CH,Cl,/CH3-OH (1:1 v/v) ou pelo método de difusdo de éter. As
estruturas foram resolvidas com o programa SHELXS 97! usando métodos
diretos, sucessivos mapas de Fourier-Diferenca permitiram a localizagcdo dos
atomos néo hidrogénios. Excetuando-se os atomos de hidrogénio, todos os demais
foram refinados anisotropicamente. Os refinamentos foram feitos pelo método

dos minimos quadrados através do programa SHELXL 97. Detalhes especificos
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sobre coleta de dados e os parametros para cada complexo sdo fornecidos nos
apéndices apropriados.

As tabelas e as respresentacdes das estruturas foram geradas pelo
WingX!e Olex2 e/ou Mercury!8, Os dados principais das coletas de dados dos
cristais e parametros dos refinamentos sdo sumarizados nas TABELA 4.14 e 4.16.
3.2.8 — Calculos teoricos

A otimizacdo e obtencdo dos espectros de RMN *H teéricos dos
compostos cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] e la-5a foram calculados por métodos de
estrutura eletrénica com objetivo de comparar com os deslocamentos quimicos
experimentais dos grupos fenilas em n—n stacking. Para as otimizacgdes realizadas
buscou-se sempre a melhor relacdo entre precisdo e esforco computacional,
usando DFT/B3LYP com funcdes de base 6-31G* para C, H, N, O, P e para o
centro metéalico, Ru foi usada LANL2DZ com pseudo potencial (ECP), pois este
nivel de teoria apresenta boa concordancia com dados experimentais para muitos
complexos de ruténio disponiveis na literatura*®-123,

Para o precursor e as estruturas la, 2a e 5a, foram utilizadas
coordenadas cristalograficas para otimizacdo, e para 0s compostos 3a e 4a as
estruturas foram desenhadas no software chemsketch. Para a obtencdo dos
célculos usou-se o pacote de programas Gaussian 09.12* Para as otimizagdes néo
foram impostas restricbes de simetria e as frequéncias harmonicas foram
verificadas quanto a auséncia de frequéncias imaginarias. Para a obtencdo dos
deslocamentos quimicos de RMN de 'H tedrico, usou-se 0 método GIAO e

comparados com os dados experimentais usando a Equagéo 3.7.12%12

Siso,calc = Oref — Oiso (3.7)

33



Silveira, R. G. Parte Experimental

Onde orer = 32.6452 ppm é usado para 0 RMN *H calculado (TMS). A estrutura
cristalina do TMS foi otimizada a partir das coordenadas cristalograficas
disponiveis na base de dados cristalograficos CCDC 678366, sendo entdo
otimizada no mesmo nivel de teoria das estruturas dos complexos.
3.2.9 — Determinacéao do coeficiente de particao (log P)

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 complexos foram solubilizados em 90 puL de DMSO, que foi
particionado em trés tubos para centrifuga de 2 mL, contendo 30 pL cada. Em
cada tubo foram adicionados 750 pL de n-octanol (1a-6a) ou dicloroetano (1b-
8b) e 750 L de agua, agitados em 1000 rpm por 24 horas a 37 °C. As fases foram
separadas e a concentragdo do complexo foi determinada na fase organica por
UV-Vis em cada um dos 3 tubos para centrifuga, utilizando uma curva de
calibracdo preparada para o composto na fase organica. O valor do logP foi

calculado pela Equagéo 3.8.128129
Log P = log (%) (3.8)

Onde, C, e C, sdo as concentracbes molares do complexo na fase
organica e aquosa, respectivamente, sendo C, encontrada através da subtracao da

concentracdo inicial pela concentragédo na fase organica (C,).

3.2.10 - Estudo de interacdo dos complexos com DNA, por
viscosidade

Preparou-se nove solugdes, em tubos de ensaio, descritas na Tabela
3.1, com a concentragdo do composto analisado em 1x107 mol L™ solubilizado
em DMSO, e utilizou-se o tampao trizma-HCI.
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TABELA 3.1 — Volumes utilizados na preparacdo das amostras para medidas de
interacdo complexo/DNA, por viscosidade

Tubos V complexo (uL) V DNA (uL) V DMSO (uL) V tampdao (uL)

1 0 0 0 4000
2 0 0 270 3730
3 0 400 270 3330
4 30 400 240 3330
5 90 400 180 3330
6 150 400 120 3330
7 210 400 60 3330
8 270 400 0 3330
9 0 400 0 3600

As medidas foram feitas em um viscosimetro de Ostwald de
procedéncia Aldrich, em banho maria a temperatura de 25°C e com auxilio de um
crondmetro para aferir o tempo de escoamento. Os experimentos foram feitos em

duplicata.

3.2.11— Titulacéo Espectrofluorimétrica com a HSA

O estudo de interacdo dos complexos sintetizados com a HSA foi
realizado por meio da medida de supressdo da fluorescéncia dos residuos
triptofano. Para isso foi empregada uma solucdo 2,5 umol L' de HSA e tampao
trizma-HCI 0,1 M, em pH 7,4. A extincdo da intensidade de emissdo dos residuos
de triptofano em 305 nm (comprimento de onda de excitacdo 270 nm) foi

monitorada utilizando o0s complexos como supressores em diferentes
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concentragdes (1,56-200,00 pmol L7'), solubilizados inicialmente em
DMSO.92’130

Os experimentos foram realizados em triplicata empregando uma
placa opaca de 96 pogos. Em cada poco foram adicionados 180 pL de HSA e 20
UL de solucdo do complexo. As medidas foram efetuadas em um fluorimetro

Synergy H1 BioTek nas temperaturas de 25 °C e 37 °C.

3.2.12— Testes de citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade foram feitos no Laboratorio de Biologia
do Envelhecimento (LABEN) da professora Marcia Regina Cominetti, no
Departamento de Gerontologia da UFSCar, pela aluna Msc. Beatriz Nogueira da
Cunha. Utilizou-se trés linhagens celulares, sendo duas de células tumorais A549
(adenocarcinoma de pulm@o humano), DU-145 (préstata humana) e uma
linhagem ndo tumoral MCR-5 (pulméo humano).

Conforme o protocolo utilizado, as células foram cultivadas como
cultura de monocamada aderente em meio DMEM ou RPMI, suplementado com
soro fetal bovino (FBS) 10%. As culturas foram mantidas a 37 °C, em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO,. Para a realizacao dos ensaios de citotoxicidade,
as células foram tripsinizadas para a contagem e ajuste da concentracgéo de células.
Em seguida, aplicou-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. Apos este tempo 0s complexos em
diferentes concentracdes, solubilizados em DMSO, foram adicionados a placa e a
mesma foi novamente mantida na estufa por 48 horas.

Apos este periodo, retirou-se todo o meio de cultura das placas e
lavou-se duas vezes com PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO,.2H,0 9,1
mM, KH,PO, 1,8 mM, pH 7,4) e, em seguida, adicionou-se 50 uL de MTT (0,5

36



Silveira, R. G. Parte Experimental

mg mL1). As mesmas foram deixadas em estufa por um periodo de 3-4 horas e
adicionou-se isopropanol para solubilizar os cristais formados e mediu-se
espectrofotometricamente. A densidade Optica (absorbancia dos pocos) foi
medida em um leitor de microplacas a 540 nm. Para verificar o efeito do solvente
DMSO, controles adicionais receberam 0,5% deste solvente.

Os dados coletados foram tratados em planilha no Excel e no
programa GraphPad Prism 5, e assim foi possivel calcular o ICs (concentracéo
inibitéria de 50% das células).

3.2.13 - Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade dos complexos tem objetivo e avaliar se 0
composto mantém sua estrutura apds um longo periodo nos solventes usados para
0s estudos biologicos. Neste estudo foram usadas duas solucbes de
aproximadamente 6 mM em duas condi¢Ges, uma solucdo 100 % de DMSO, que
e um solvente coordenante e na mistura DMSO-DMEN (DMSO/MEIO) com
66.66 % de DMSO e 33.33 % de meio de cultura para os compostos
[Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](ClO4). (3a), [RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs (4b) e
[RUCI(PPhs),(44bipy)(Tol)]PFs (7b) . Os espectros de RMN 3P{*H} foram
obtidos em t0 (0 horas), t1 (2 horas), t2 (8 horas), t4 (48 horas) e t5 (168 horas).

3.2.14 - Eletroforese em gel

Foram preparadas solucOes nas relagdes molares do complexo/plasmideo
pBR322 (Ri= 0.25; 0.50; 1.0 e 1.5) em tampé&o Tris (pH 7,4), as quais foram
incubadas por 24 h a 37°C. As medidas de mobilidade eletroforética foram
preparadas em uma solucéo 1% de agarose em tampdo TAE (mistura de tampéo
Tris, acido acético glacial e EDTA), utilizando uma cuba de eletroforese
horizontal (BioRad) e uma fonte (BioRad), sendo o gel corrido a 100V por 45

min, revelados num transluminador ChemiDoc.
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3.2.15- Estudo de migracao/cicatrizacao celular (Wound Healing)

Para este estudo 1,5 x 10° células/pogo da linhagem A-549 foram
plaqueadas em placas de 12 pogos, e mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO, por
24 horas. Com o auxilio de uma ponteira estéril, foi efetuada uma risca na
monocamada aderente de células. O meio de cultura foi removido e um novo meio
contendo os complexos em diferentes concentragdes foi adicionado. Os controles
receberam 0,5% de DMSO. Imagens das feridas foram registradas nos tempos de
0,8 e 24h, com o auxilio de uma camera acoplada ao microscopio invertido. O
experimento foi realizado em triplicata. A distancia média da area interna foi
determinada como a porcentagem de fechamento, utilizando o software Image J

e empregando a seguinte equacao:

Ai—op — A=
% de fechamento= (Aion = Ac-zan) x (100)

(A¢=on)

3.2.16 — Estudo de morfologia celular

As células da linhagem A-549 foram plagueadas (1 x 10°
células/poco) em placas de 12 pocos, e mantidas na estufa a 5% CO, e 37 °C, por
24 h. Em seguida os complexos, em diferentes concentragdes, foram adicionados
as células e imagens foram registradas em diferentes intervalos de tempo (0, 24 e
48 horas), com o auxilio de um microscépio invertido (Nikon Eclipe TS100)
acoplado a uma camera fotografica (Moticam 1000 — 1.3MP Live Resolution) no

aumento de 40x.

3.2.17- Estudo de competitividade dos complexos com Hoescht
33258.

O estudo de competitividade dos complexos
[RuClI(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs (4b) e [RuCI(PPhs).(44bipy)(Tol)]PFe (7b) com
DNA/Hoescht foi realizado por meio da medida de supressao da fluorescéncia.
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Para isso foi empregado uma solucdo 60 pmol L' de DNA e tampao trizma-HCI
em pH 7,4 e uma solucdo 26 uM de Hoescht. A extingdo da intensidade de
emissdo do complexo DNA/Hoechst em 400-700 nm com Amax €m 460 nm,
(comprimento de onda de excitagdo 370 nm) foi monitorada utilizando os
complexos como supressores em diferentes concentragfes, onde obtivemos os
Ri =0; 0,03; 0,06; 0,09; 0,12; 0,15; 0,18; 0,21; 0,24; 0,27 € 0,30.%%
Os experimentos foram realizados em triplicata empregando uma

placa opaca de 96 pogos. Em cada pogo foram adicionados 189 uL de DNA, 2,6
uL de Hoeschst e 200 L de solucdo do complexo nas diferentes concentragdes e
31 uL de tampéo Trisma-HCI. As medidas foram efetuadas em um fluorimetro
Synergy H1 BioTek nas seguintes temperaturas de 25 °C e 37 °C.
3.2.18- Ensaio de Apoptose

Para este estudo 0,7 x 10° células/pogo de células da linhagem A-549
foram plagueadas em uma placa de 24 pogos. A placa foi mantida na estufaa 37°C
e 5% de CO; por 24 h. Logo apos, as células foram tratadas com os complexos de
ruténio em diferentes concentrac6es e incubados novamente por 24 horas. A placa
foi centrifugada a 2000 rpm por 5 minutos e a 4°C, o meio coletado em tubos de
centrifuga e os pocos lavados com PBS. Todas as proximas etapas foram
realizadas mantendo as amostras em gelo. Os tubos foram centrifugados a 2000
rpm por 5 minutos e a 4°C. As células ressuspendidas em 200 pL de tampé&o de
ligacdo. As células foram adicionadas aos pogos de origem e os corantes PE e
7AAD (2,5 pL de cada) foram adicionados e incubados no escuro por 20 minutos.
A placa foi centrifugada a 2000 rpm por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e 200 pL de tampdo de ligacdo foi adicionado. Com o auxilio de um
scraper as células foram removidas, adicionadas aos tubos de citometria, e a

anélise foi realizada no citdbmetro de fluxo. O ensaio foi realizado em triplicata.
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3.3 — Sintese dos complexos
3.3.1 — Sintese dos precursores
3.3.1.1 — Sintese de [RuClz(PPhs)s]

O complexo foi sintetizado segundo descrito na literatura.**> Em um
baldo de duas bocas contendo 100 mL de metanol previamente desaerado, foram
dissolvidos 1,00 g (3,50 mmol) de RuCls-nH;0, a solucéo resultante foi refluxada
por 15 minutos sob atmosfera de argonio. Logo apos a solucao foi resfriada e 5,75
g (21,70 mmol) de trifenilfosfina (PPhs) foram adicionados. A mistura reacional
foi novamente mantida em refluxo por 3 horas. Apos o resfriamento um solido
marrom cristalino foi obtido, separado por filtracdo e lavado com metanol e seco

a vacuo. Rendimento = 3,26 g (89%).

3.3.1.2 - Sintese de [RuCl2(PPhs)2(N-N)]; (N-N = 2,2’-bipiridina;
1,10-fenantrolina; 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina; 5,5’-dimetil-
2,2’-bipiridina).

O complexo foi preparado segundo procedimento descrito na
literatura.’®®* Em um baldo de duas bocas de 50 mL, contendo 10 mL de CH,Cl,
previamente desaerado, adicionou-se 0,5 mmol (0,50 g) do precursor
[RuCl,(PPh3)s] e 0,5 mmol do respectivo ligante diiminico (N-N = 0,078 g de
bipy; 0,090 g de phen; 0,092 g de 44bipy; 0,092 g de 55bipy). Deixou-se 0 meio
reagir sob agitacdo em atmosfera de argénio por 30 minutos e adicionou-se éter
etilico para precipar o produto da reacdo. O sélido obtido foi entdo lavado com
hexano e éter e seco a vacuo. O rendimento obtido foi [RuCl,(PPhs).(bipy)] =
0,386g (87%); [RuCl,(PPhs),(phen)]= 0,370g (81%); [RuClx(PPhz).(44bipy)] =
0,426¢ (93%); [RuCl,(PPhs),(55bipy)] = 0,408 (89%);
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3.3.1.3 - Sintese de [RuCl>(PPhs)(dppb)]

O complexo foi preparado segundo procedimento descrito na
literatura.** Em um baldo de duas bocas contendo 100 mL de CH,CI, desaerado
foi dissolvido 1,000 g (1,16 mmol) de [RuCl,(PPhs)s], em seguida adicionou-se
lentamente, durante 30 minutos 0495 g (1,16 mmol) de
1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb). Apos a adicdo a reacdo permaneceu sob
agitacdo por 2 horas. Em seguida filtrou-se o precipitado binuclear formado e
precipitou-se a solucéo obtida com a adicédo de etanol. O po obtido foi lavado com

etanol e éter (previamente desaerados). Rendimento = 84% (0,75 g).

3.3.1.4 - Sintese de [RuClz(dppb)(N-N)]; (N-N = 2,2’-bipiridina;
1,10-fenantrolina; 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina; 5,5’-dimetil-
2,2’°-bipiridina)

Os complexos foram sintetizados conforme o procedimento descrito
na literatura.®®® Em um baldo de duas bocas contendo 100 mL de tolueno
desaerado foram dissolvidos 1,28 mmol de [RuCl,(PPh3)(dppb)] (1,100 g) e 1,66
mmol da correspondente diimina (0,260 g de 2,2’-bipiridina; 0,30 g de 1,10-
fenantrolina; 0,31 g de 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina; 0,31 g de 5,5’-dimetil-2,2’-
bipiridina). O sistema permaneceu sob refluxo em atmosfera inerte por 48 horas.
Em seguida o precipitado formado foi filtrado, utilizando-se um funil de placa
sinterizada, lavado com tolueno, hexano para a retirada de excesso de fosfina
(PPh3) e diimina livres, sendo entdo seco a vacuo. Rendimento:
[RuCl,(dppb)(bipy)] = 0,941 g (90 %); [RuCl.(dppb)(phen)] = 0,863 g (86 %);
[RuCl,(dppb)(44bipy)] = 0,908 g (90 %); [RuCl,(dppb)(55bipy)] = 0,938 g (93
%);
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3.3.2 - Sintese dos compostos
3.3.2.1 Sintese dos complexos do tipo [Ru(dppb)(bipy)(NN)](CIO4)2

Os compostos foram sintetizados conforme o procedimento descrito
na literatura, com modificacOes.!*® Em um baldo de duas bocas contendo 15 mL
de acetona seca foram suspensos 0,066 mmol (50 mg) do precursor
[RuCl,(dppb)(bipy)] e em uma sala escura adicionou-se 1.34 mmol de AgCIO,4
(28 mg) e deixou-se reagir por 10 min. Em seguida adicionou-se 0,066 mmol da
respectiva diimina (10,3 mg de bipy; 11,9 mg de phen; 12,2 mg de 44bipy; 12,2
mg de 55bipy e 17,7 mg de dtbipy). Apds 30 min. o solvente foi evaporado e
solubilizou-se em CH,CI; e filtrou-se em celite. O volume foi entdo reduzido até
aproximadamente 1 mL e precipitado com éter etilico. A rota de sintese dos

compostos 1a-5a é apresentada no ESQUEMA 4.1.
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cis-[RuCly(dppb)(bipy)]

Acetona seca
AgClO,

30 min

[Ru(dppb)(bipy)(N-N)](CIO,),

ESQUEMA 4.1 - Rota sintética de obtencdo dos compostos 1a-5a.
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Os compostos foram filtrados, lavados com agua e éter etilico e secos
sob vacuo. Os compostos foram obtidos com rendimento de aproximadamente
80%, como solidos amarelos, todos estaveis ao ar, sollveis em DMSO,
acetonitrila, diclorometano, acetona e metanol, sendo insolUveis em agua, éter e
hexano.

Rendimentos:

[Ru(dppb)(bipy)2](ClO4). = 0,0569 g (82%);

[Ru(dppb)(bipy)(phen)](ClO.), = 0,0547 g (78%);
[Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](ClO,). = 0,0623 g (82%);
[Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](ClO,), = 0,0570 g (81%);
[Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](ClO4), = 0,0549 g (79%);

CUIDADO: Complexos de ruténio contendo perclorato exibem potencial

explosivo, devem ser manuseados com cuidado.

3.3.2.2 - Sintese do complexo [Ru(bipy)s](PFe)2

O composto [Ru(bipy)s](PFs). foi sintetizados conforme o
procedimento descrito na literatura, com modificagdes.*” Em um frasco do tipo
Schlenk foi adicionado 0,104 g de RuCl;-nH,O (0,5 mmol) e 0,415 g de
2,2’-bipiridina (2,65 mmol) em 50 mL de etilenoglicol sob atmosfera de argoénio.
A mistura reacional foi refluxada por 4 horas, havendo mudanca de coloragéo de
preta para laranja depois de aproximadamente 1 hora, conforme mostrado no

Esquema 4.2.
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Etilenoglicol
Refluxo, 4 h

RuCl;.xH,0 +

2 NH,PF,
Argonio

bipy [Ru(bipy);](PF),

ESQUEMA 4.2 - Rota sintética de obtencdo do composto [Ru(bipy)s](PFs). (6a).

A solucdo resultante foi entdo resfriada até temperatura ambiente e
filtrada. O produto obtido foi precipitado uma solucdo saturada de
hexafluorfosfato de aménio (NH4PFg) precipitando na forma de
[Ru(bipy)s](PFs).. O precipitado foi deixado durante toda a noite no refrigerador
e filtrado a vacuo. O precipitado foi lavado com éter etilico gelado e armazenado

em dessecador.

3.3.2.3 -Sintese dos complexos do tipo [RuCl(dppb)(N-N)(Tol)]PFs;

(N-N = 2,2’-bipiridina; 1,10-fenantrolina; 4,4’-dimetil-2,2’-
bipiridina; 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina)

Os compostos foram sintetizados conforme o procedimento descrito

na literatura, com modificacdes.®® Em um frasco do tipo Schlenk adicionou-se
0,066 mmol do precursor do respectivo complexo [RuCl,(dppb)(N-N)] (0,050g
de [RuCly(dppb)(bipy)]; 0,051g de [RuCly(dppb)(phen)]; 0,052g de
[RuCl,(dppb)(44bipy)]; 0,052g de [RuCl.(dppb)(55bipy)]) em 10 mL de
CH.CI,/CH;OH (1:1, v/v) e 0,066 mmol do ligante isocianida de
p-toluenosulfonilmetila (0,013 g) e 0,066 mmol de KPFs (0,012 g). Deixou-se
reagir por 30 minutos sob agitagdo a temperatura ambiente. A rota de sintese dos
compostos 1b-4b é apresentada no ESQUEMA 4.3.
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[RuCl,(dppb)(N-N)]

CH,Cl,/metanol

Argdnio
10 min /O/ .
KPF;

Temp. ambiente

[RuCl(dppb)(N-N)(Tol)]PF,

ESQUEMA 4.3 - Rota sintética simplificada para obtencdo os compostos 1b-4b.
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Em seguida o volume foi reduzido até aproximadamente 1mL e
precipitou-se com éter etilico. O sélido obtido foi filtrado em funil de placa

sinterizada e lavado com agua e éter etilico e posteriormente seco sob vacuo.
Rendimento:

[RuCl(dppb)(bipy)(Tol)]PFs = 0,057g (82%);

[RuCl(dppb)(phen)(Tol)]PFs = 0,055g (78%);

[RuCl(dppb)(44bipy)(Tol)]PFs = 0,064g (89%);

[RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs = 0,060g (84%);

3.3.2.4 - Sintese dos complexos do tipo [RuCI(PPhz)2(N-N)(Tol)]PFs
Os compostos foram sintetizados conforme o procedimento descrito

na literatura, com modificacdes.®® Em um frasco do tipo Schlenk adicionou-se

0,066 mmol do precursor do respectivo complexo [RuCl,(PPh3)2(N-N)], (sendo:

0,056g  [RuCly(PPhs),(bipy)]; 0,058g  [RuCly(PPha):(phen)];  0,058g

[RuClIx(PPhs),(44bipy)]; 0,058g [RuCl(PPhs) (55bipy)] ) em 10 mL de

CH.CI,/CH;OH (1:1, v/iv) e 0,066 mmol do ligante isocianida de

p-toluenosulfonilmetila (0,013 g) e 0,066 mmol de KPFs (0,012 g). Deixou-se

reagir por 48 horas sob agitacédo e refluxo. Em seguida o volume da solucéo foi

reduzido até aproximadamente 1 mL e precipitou-se com éter etilico. A rota de

sintese dos compostos 5b-8b € apresentada no ESQUEMA 4.4.
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[RuCl,(PPh;),(N-N)]
CH,Cl,/metanol (%Sr_c/:2
Argonio Yo
Refluxo, 48 h
KPF,

[RuCl(PPh,),(N-N)(Tol)]PF,

ESQUEMA 4.4 - Rota sintética simplificada para compostos 5b-8b.
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O sélido obtido foi filtrado em funil de placa sinterizada e lavado

com agua e éter etilico e posteriormente seco sob vacuo.
Rendimento:

[RUCI(PPhs),(bipy)(Tol)]PFs = 0,071 g (94%);
[RuCI(PPhs),(phen)(Tol)]PFs = 0,069 g (89%);
[RuCI(PPh3).(44bipy)(Tol)]PFs = 0,071 g (92%);
[RuCI(PPhs),(55bipy)(Tol)]PFs = 0,069 g (89%);
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando os complexos estudados neste trabalho optou-se por
apresentar os resultados e discussdo em duas séries distintas, de acordo com a
semelhanca estrutural dos compostos. Desta forma, as seguintes séries foram
formuladas:

Seérie 1. [Ru(dppb)(bipy):](ClO4). (1a); [Ru(dppb)(bipy)(phen)](ClOs4). (2a);
[Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](ClO.). (3a); Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](ClOs). (4a);
[Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](ClO4): (5a); [Ru(bipy)s](PFs)2 (6a).

Série 2: [RuCl(dppb)(bipy)(Tol)]PFs (1b); [RuCl(dppb)(phen)(Tol)]PFs (2b);
[RuCl(dppb)(44bipy)(Tol)]JPFs  (3b); [RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs (4b);
[RUCI(PPh3),(bipy)(Tol)] PFs (5b); [RuCI(PPhs),(phen)(Tol)] PFs (6b);
[RuCI(PPhs),(44bipy)(Tol)] PFs (7b); [RuCI(PPhs),(55bipy)(Tol)] PFs (8b);

A série 1 é composta por cinco complexos de coordenacdo com
férmula geral [Ru(dppb)(bipy)(N-N)](ClO,), e para efeito de comparacdo do
efeito da fosfina nas propriedades anticancer, um composto ja reportado e bastante
estudado na literatura, que ndo apresenta fosfina em sua estrutura, o complexo
[Ru(bipy)s]PFs. A série 2 € formada por oito compostos organometalicos com
férmula geral [RuCI(P-P)(N-N)(Tol)]PFs.

Nas duas series os ligantes diiminicos sdo avaliados (N-N = 2-2’-
bipiridina (bipy), 1,10-fenantrolina (phen), 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina (44bipy),
5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina (55bipy) e somente na série 1, também o ligante
4,4°-ditercbutil-2,2’-bipiridina (dtbipy). Nas duas séries, P-P equivale a uma
bifosfina, 1,4-bis(difenilfosfina)butano ou duas monofosfinas, trifenilfosfina
(PPhg).
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4.1 - Sintese dos complexos dicatibnicos de formula geral
[Ru(dppb)(bipy)(N-N)](ClO4)2 e [Ru(bipy)z](PFe)2.

Os novos compostos com geometrias octaédricas e dicatidnicos de
Ru(ll)/diimina/fosfina foram obtidos a partir da reacdo do precursor
cis-[RuCly(dppb)(bipy)] com ligantes diiminicos (bipy, phen , dtbipy, 44bipy e
55bipy), obtendo o0s novos compostos [Ru(dppb)(bipy).](CIO.), (1a),
[Ru(dppb)(bipy)(phen)](ClO4). (2a), [Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](ClO4). (3a),

[Ru(dppb)(bipy)(44bipy)]1(ClO4).  (4a), [Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](ClO4). (5a),
respectivamente.

Para obtencdo dos compostos 1a-5a houve a necessidade do uso do
sal de prata AgClO,, pois os ligantes diiminicos neutros aqui usados, ndo
conseguem substituir espontaneamente os ligantes cloridos coordenados ao centro
metalico do precursor, sendo que a reacdo ocorre somente com a adicédo do sal de
prata. Apds a retirada dos atomos de cloro na forma do sal pouco soltvel de
cloreto de prata, obtém-se o intermediario [Ru(dppb)(bipy)(acetona),]?*,
mantendo a reacdo sob agitacdo constante, por 10 min. Adicionou-se entdo a
correspondente diimina (bipy; phen; dtbipy; 44bipy e 55bipy), obtendo-se assim
0s complexos dicatidnicos.

O composto 6a ja é bastante reportado na literatura e foi sintetizado
para fins de comparacdo com os compostos la-5a, devido a grande semelhanca
estrutural entre estes compostos, ja que o composto 6a apresenta trés ligantes
diiminicos e os compostos da série 1 apresentam duas diiminas e uma fosfina.
Como a sintese e as propriedades espectroscopicas ja sdo bem estabelecidas na
literatura, a caracterizacdo do composto 6a foi feita apenas por condutancia molar,
RMN e voltametria ciclica, confirmando a estrutura e pureza do composto.

Nas Ultimas décadas nosso grupo de pesquisa tem reportado uma

grande quantidade de compostos de Ru(ll) contendo ligantes diiminicos e

o1



Silveira, R. G. Resultados e Discussao

fosfinicos em suas estruturas, porém em sua maioria apresentam-se com carga 0
ou +1. Desta forma foi proposta uma série de compostos com geometrias
octaédricas e dicatidnicos para estudar o comportamento das propriedades
bioldgicas quando comparados com dados previamente reportados.®7:70.92:138,139

A seérie 2 aqui estudada, compostos 1b-8b, apresenta oito novos
compostos organometalicos com geometria octaédrica e monocationicos de
Ru(I)/diimina/fosfina com o ligante isocianida de p-toluenosulfonilmetila (Tol),
onde a coordenacado ocorre pela formacao da ligacdo entre o carbono terminal do
grupo isocianida com o centro metalico.

Para os compostos 1b-4b, foram utilizados os precursores do tipo
cis-[RuCl,(dppb)(N-N)] em CH,Cl,/metanol (1:1, v/v), onde N-N corresponde
aos ligantes diiminicos (bipy, phen, 44bipy e 55bipy), adicionando-se o ligante
Tol e KPFs. Em todas as sinteses, quando adicionado o ligante (Tol) na solucéo
contendo 0s precursores, a reacdo ocorre instantaneamente, mudando sua cor do
tom avermelhado para um amarelo intenso, obtendo 0s compostos
[RuCl(dppb)(bipy)(Tol)]JPFs  (1b), [RuCl(dppb)(phen)(Tol)]PFs  (2b),
[RuCl(dppb)(44bipy)(Tol)]PFs (3b) e [RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs (4b).

Para os compostos 5b-8b foram utilizados os precursores do tipo
[RuCl,(PPh3),(N-N)], onde N-N corresponde aos ligantes diiminicos (bipy, phen,
44bipy e 55bipy). A obtencdo dos compostos ocorre necessariamente em refluxo
por aproximadamente 48 h, sendo que essa grande diferenca de reatividade
quando comparado com 0s compostos 1a-4a ocorre devido a baixa solubilidade
dos precursores contendo dois ligantes PPhs, 0 que ndo ocorre com 0s precursores
onde a fosfina é a dppb. Desta forma, foram obtidos os compostos
[RUCI(PPh3),(bipy)(To)]PFs  (5b),  [RuCIl(PPhs).(phen)(Tol)]PFs  (6b),
[RUCI(PPh3),(44bipy)(Tol)]PFs (7b) e [RuCI(PPhs),(55bipy)(Tol)]PFs (8b).
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Todas as reacdes foram acompanhadas por RMN 3!P{*H}, sendo que
0s compostos 1b-8b foram obtidos com bons rendimentos, de aproximadamente
90%, como sOlidos amarelos, todos estaveis ao ar, soliveis em DMSO,
acetonitrila, diclorometano, acetona, dicloroetano e metanol, sendo insoluvéis em
agua, éter e hexano.

4.2 — Caracterizacéo dos complexos

4.2.1 — Conduténcia molar e analise elementar

A determinacdo da condutancia molar é utilizada para estimar a carga
total do composto, podendo-se entdo comparar a carga do precursor e do produto
obtido. A principal informacdo que se pode obter é se os ligantes do precursor
foram efetivamente substituidos, sendo que esta informacéo e evidente quando a
carga do produto é diferente da carga do precursor. A determinacdo da
condutancia molar dos complexos foi realizada a partir de uma solugéo 1.10°M
do complexo em acetona. Os resultados obtidos mostram que os complexos la-
6a estdo coerentes para eletrélitos 2:1 (faixa de condutancia para acetona 2:1 =
122-335 pS.cm™) 1% e os complexos 1b-8b estdo coerentes para eletrolitos 1:1
(faixa de condutancia para acetona 1:1 = 59-188 uS.cm?)!® conforme
apresentado na TABELA 4.2.
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TABELA 4.2 — Dados de condutancia molar para os complexos 1a-6a e 1b-8b.

Branco Condutancia

COMPLEXO
(nS.cm?t)  (uS.cm?)
2a [Ru(dppb)(bipy)(phen)](ClO4)2 0,40 172,4+£25
3a [Ru(dppb)(dtbipy)(phen)](ClO4). 0,39 184,7+2,2
4a [Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](ClO4). 0,35 172,4+£25
5a [Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](ClO4), 0,27 181,7+£29
6a [Ru(bipy)s](PFs)2 0,89 202,5+ 3,7
1b [RuCl(dppb)(bipy)(Tol)]PFs 0,70 152,4 £5,2
2b [RuCl(dppb)(phen)(Tol)]PFs 0,98 143,0£3,9
3b [RuCl(dppb)(44bipy)(Tol)]PFs 0,89 150,7+£2,5
4b [RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs 0,75 1475+25
5b [RuCI(PPhs)2(bipy)(Tol)]PFs 0,70 1295+29
6b [RuCI(PPhs)2(phen)(Tol)]PFs 0,81 1353+25
7b [RUCI(PPh3)2(44bipy)(Tol)]PFs 0,74 130,9+ 3,0
8b [RUCI(PPh3)(55bipy)(Tol)]PFs 0,60 1333+ 25

As estruturas propostas para os complexos apds a coordenacao dos
ligantes diiminicos, para os compostos 1a-5a, formam-se com a substitui¢do dos
ligantes cloros presentes no precursor por um ligante diiminico neutro, de forma
bidentada, o que gera os complexos dicatibnicos. O composto 6a também
apresenta carga 2+, porém com trés ligantes bipy. Para os compostos 1b-8b ocorre
a substituicdo de apenas um ligante cloro dos precursores, pelo ligante Tol de
forma monodentada, obtendo assim, complexos monocatiénicos, 0 que esta de
acordo com os valores de condutancia apresentados na Tabela acima.

Os dados de andlise elementar sdo de grande importancia para
avaliacdo da pureza dos compostos, pela comparacdo dos dados experimentais

obtidos e os dados teoricos, conforme a estrutura esperada. A analise dos dados
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obtidos mostra que os teores de carbono, hidrogénio, oxigénio e enxofre estao
coerentes com as estruturas propostas, sendo a diferenca entre os valores
experimentais e tedricos inferiores a 0,5% confirmando a obtencéo de complexos,
0s dados obtidos estéo listados na TABELA 4.3.

TABELA 4.3 - Dados de analise elementar para os complexos 1a-6a e 1b-8b.

Composto C(%) H(%) N(%) S(%)
1a [Ru(dppb)(bipy)2](CIO4)2 (ggjgg) (j,:gg) (2133) 8
2a [Ru(dppb)(bipy)(phen)](CIO4)2 égjgg) (j,:gg) (gjgg) 8
3a [Ru(dppb)(dtbipy)(phen)](ClO4). (23:23) (Zgi) é:gg) 8
4a [Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](Cl04)2.3H:0 (ggﬁ) (283) (322) 8
5a [Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](C104)2.2H.0 éjﬁg) (2122) (g:ig) 8

53,19 446 396 3,02
(52,93) (4,79) (3,77) (2,87)
5422 436 387 295
(53,87) (4,16) (3,72) (3,37)
5402 472 386 294
(53,79) (4,73) (3,80) (2,82)
54,02 472 386 294
(54,31) (4,22) (4,07) (3,31)
54,05 4,13 3,38 258
(53,52) (3,87) (3,93) (3,03)
54,92 3,74 405 253
(54,51) (3,67) (3,74) (2,73)
57,65 450 354 270
(57,25) (4,13) (3,22) (2,85)
5554 450 354 270
(55,34) (4,52) (3,37) (2,57)

1b [RuCl(dppb)(bipy)(Tol)]PFe

2b [RuCl(dppb)(phen)(Tol)]PFs

3b [RuCl(dppb)(44bipy)(Tol)]PFs

4b [RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs

5b [RuCI(PPhs)2(bipy)(Tol)]PFs.CH2ClI:

6b [RUCI(PPhs)z(phen)(Tol)]PFs.CH:Cl2

7b [RuCI(PPhs)(44bipy)(Tol)]PFs

8b [RUCI(PPhs)z(55bipy)(Tol)]PFs-CH2Clz.H0

*Dados teoricos entre ().
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4.2.2 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho é uma
técnica simples e rapida, para obtencéo de informacdes estruturais dos compostos.
Os espectros fornecem dados complementares as demais técnicas, sendo
responsaveis por ajudar na elucidacao estrutural dos complexos, principalmente
quando h& a presenca de algum grupo funcional caracteristico na estrutura tais
como -NH, -NH, -OH, -COOH, -N=C, -C=N, e outros.

Os espectros FT-IR dos complexos la-5a apresentam-se similares
entre si, J& que 0s compostos ndo apresentam grupos funcionais caracteristicos
que sofrem significativas alteracOes ap0s a coordenacdo dos ligantes ao ruténio.
As principais bandas encontradas em todos os complexos estdo nas faixas de
3055-3063 cm™ v(C-H,r), 2921-2925 e 2850-2861 cm™ referente a vas € vs(C-Hsps)
dos grupos —CH.- da fosfina e dos grupos metilas dos ligantes diiminicos dtbipy,
44bipy e 55bipy, a faixa de 1384-1413 cm™ referente ao estiramento v(C=N),
na regido 1506-1578 cm™* v(C=C) e as bandas 1090 (VP-C + vaCI-O) € € outra
menos intensa referente ao vs(CI-O) em 624 cm, indicando a formacéo dos
complexos.

A coordenacdo nos compostos la-5a ocorre pela substituicdo dos
dois ligantes clorido do precursor, pelos dois &tomos de nitrogénio dos ligantes
diiminicos. Como no precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] ja existe um ligante
diiminico a maior evidéncia da reacdo se da pelo desaparecimento das bandas 226
e 270 cm referentes ao vs e vas RU-Cl, porém estas bandas sdo muito fracas e em
uma regido de baixa energia, o que dificulta sua observacéo. As principais bandas

presentes nos espectros obtidos sdo apresentadas na TABELA 4.4,
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TABELA 4.4 - AtribuicBes das frequéncias vibracionais (cm™) dos complexos
la-5a

Composto VCHsp2 Vs € VasCHsp3  VP-C + vasCI-O

1a [Ru(dppb)(bipy)2](ClO4)2 3065f 2925fe 2852 f 1089 m
2a [Ru(dppb)(bipy)(phen)](CIOs), 3071 f 2923 fe 2859 f 1095 m
3a [Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](CIOs). 3071 f 2959 fe 2871 f 1086 m
4a [Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](ClOs), 3062 f 2920 fe 2859 f 1086 m

5a [Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](Cl0s). 3056 f 2921 fe 2857 f 1088 m

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

O espectro FT-IR do ligante Tol é apresentado na FIGURA 4.1.
Observa-se que para este ligante existem informacdes estruturais relevantes do
ponto de vista em que se pode acompanhar a coordenac¢ao do ligante, sendo
possivel observar as bandas de estiramento caracteristicas do grupo funcional
isonitrila, aléem da coordenacdo ocorrer pelo carbono da isocianida.

No espectro de absorcao na regido do IV do ligante Tol, a banda de
estiramento de C-H aromatico ocorre em 3055 cm™, as bandas em 2920 e 2858
cm, sdo atribuidas aos estiramentos assimétricos e simétricos (vas € vs) do grupo
metila ligado na posicédo para do anel aromatico, as bandas em 2140 e 2019 cm™,
que € a regido tipica de estiramentos simétricos e assimétricos de grupos C=N-R,
0s estiramentos em 1330 e 1156 cm atribuidos aos estiramentos assimétricos e

simétricos do grupo sulfona (O=S=0).
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FIGURA 4.1 Espectro vibracional na regido do infravermelho para o ligante Tol,
livre.

Para os compostos 1b-8b pode-se comparar os espectros de FT-IR
com o espectro do ligante livre, 0 que permite sugerir por onde ocorre a
coordenacdo do ligante ao centro metalico. Observa-se o deslocamento da banda
em 2140 cm, que é atribuida ao estiramento do grupo —~N=C: para menores
numeros de onda apds a substituicdo do ligante cloro pelo ligante Tol na estrutura
do precursor, e assim deduz-se que a coordenacdo ocorre pela ligagdo Ru-C
formando compostos organometalicos. O espectro de absor¢do na regido do
infravermelho para o composto 4b é apresentado na FIGURA 4.2, sendo que 0s
demais espectros sdo apresentados no apéndice e os dados para 1b-8b encontram-
se sumarizados na TABELA 4.5.
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FIGURA 4.2 - Espectro vibracional

Absorbancia relativa (%)

_-Mww/\f[\/f

2123

2042

844

4000

T
3500

[RuCI(dppb)(55bipy)(Tol)]PFe.

TABELA 4.5 - AtribuicOes das frequéncias vibracionais (cm™) dos complexos
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na regido do infravermelho para

1b-8b.

Composto C-Har  vase vs CHsps Vas € Vs :C=N- Vas € vs S=0 P-F Ru-P

Tol 3055 f 2920 f e 2858 f 2140 F e 2019f 1330 f, 1156 m
1b 3062 f 2921 f e2860 f 2135Fe2041f 1334f,1150m 835F 557 f
2b 3059 f 2925 f 2859 f 2137 Fe2048f 1334f,1150m 841F 554 f
3b 3053 f 2932 f 2866 f 2125Fe2050f 1336f,1148m 842 F 556 f
4b 3051 f 2926 f 2855 f 2123 Fe2042f 1334f 1158m 844 F 554 f
5b 3053 f 2919 f e2853 f 2098 Fe2038f 1338f,1157m 843 F 528 f
6b 3055 f 2921 fe 2853 f 2105Fe2037f 1330f,1148m 840F 519 f
7b 3053 f 2921 fe 2850 f 2100 Fe2025f 1334f,1148m 842F 516 f
8b 3053 f 2921 fe 2842 f 2097 Fe2042f 1317f,1148m 835F 520 f

F- forte; m- média; f- fraca; v - designa uma vibrag&o de estiramento;
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Pela andlise dos espectros € possivel observar que além do
deslocamento da banda :C=N-R em relac¢ao ao ligante livre, ocorre o surgimento
da banda de estiramento P-F na regido de 840 cm?, indicando a presenca do
contra-ion PFg na estrutura dos compostos. Para os compostos 1b-8b a
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho apresenta informacoes
mais relevantes na elucidagéo estrutural, quando comparados com 0s compostos
la-5a.

4.2.3 Espectroscopia de Absorcao na Regido do UV-Visivel

A espectroscopia de absorcdo na regido do UV-visivel é um dos
métodos espectroscopicos mais usados em determinacdes analiticas nas mais
diversas areas. A técnica apresenta boa sensibilidade em experimentos
quantitativos, além de ser usada também de forma qualitativa na obtencédo de
informac0es estruturais, com a possibilidade de se identificar grupos funcionais
presentes na molécula, uma vez que estes sdo capazes de absorver energia na faixa
de comprimento de onda que compreende as regides do ultravioleta e visivel (200
a 800 nm).

Quando moléculas sdo estimuladas com esse tipo radiacéo,
transicOes eletronicas podem ocorrer em decorréncia da absorcdo de energia
quantizada, gerando um espectro eletrénico de absorcédo que é o registro grafico
da resposta do sistema em estimulo.

Os espectros de absorcao eletrénica na regido do ultravioleta e visivel
dos complexos foram obtidos com o objetivo de avaliar os tipos de transicdes
existentes entre os ligantes e o centro metalico dos compostos. Os espectros
obtidos para os compostos la-6a sdo apresentados na FIGURA 4.3 e os dados na
TABELA 4.6, registrados em DMSO como solvente, e para os compostos 1b-8b
os dados apresentados na TABELA 4.7 e 0s espectros sdo apresentados no
apéndice.
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FIGURA 4.3 - Espectros de absor¢édo na regido do UV-vis para os complexos la-
6a em DMSO.
Os espectros de UV-vis dos complexos foram obtidos a partir de uma

solucdo de aproximadamente 2.10° M em DMSO para 0s compostos la-6a e
1b-8b a temperatura ambiente, sendo os dados sumarizados na TABELA 4.6. Os
espectros de 1a-6a sdo caracterizados por uma banda intensa, de alta energia com
méaximo de absor¢do por volta de 285 nm, com excecdo do composto
[Ru(dppb)(bipy)(phen)](CIO,). (2a) que tem 0 Amax €m 268 nm, sendo que estas
sdo atribuidas a transicbes m-n* localizada, intraligantes. Os compostos
apresentam uma banda de menor energia na regido de 343-487 nm, sendo
atribuida como transferéncia de carga metal-ligante (TCML) dos orbitais dtrRu—

3po*dn(bifosfina) e dtRu— w*(ligantes bipiridinicos).
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TABELA 4.6 - Dados dos espectros eletronicos dos complexos 1a-6a em DMSO.
(¢/ molt cm™ L) A/nm.

IL TCML
Complexos (7 — %) drru— 3po*dmnifosfina)
dmru— TT*(ligantes/ bipy)
1a [Ru(dppb)(bipy)2](CIO4). 285 (34.673) 347-479 (1.050)
2a [Ru(dppb)(bipy)(phen)](ClO,), 268 (38.018) 343-487 (5.495)
3a [Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](ClO4), 289 (39.810) 346-460 (7.244)

4a [Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](CIO4), 287 (31.622)
5a [Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](CIO,), 291 (39.810)
6a [Ru(bipy)s](PFs)2 291(75.857)

346-482 (4.677)
348-452 (2.344)
374-550(4.073)

TABELA 4.7 - Dados dos espectros eletronicos dos complexos 1b-8b em DMSO.
(¢/ mol* cm™* L) A/nm.

IL 1L TCML
Complexos (r > 7%) (x> %) drru—> 3po*dpiosting

dmru— TT* (ligantes/ bipy)
1b 275 (16.836) 297 - 15.671 371 (2.323)
2b 266 (29.571) 357 (3.940)
3b 273 (18.344) 294 (17.314) 363 (2.826)
4b 265 (19.066) 304 (16.334) 362 (2.237)
5b 269 (45.059) 302 (21.681) 432 (2.050)
6b 267 (47.354) 364 (2.589)
7b 268 (39.112) 299 (18.135) 374 (2.039)
8b 268 (39872) 307 (17781) 416 (1.710)

Nos compostos 1b-8b as bandas apresentam o maximo de absorcéo
na regido de 266-275 sendo atribuidas a transi¢des n-* localizadas, intraligantes,
e as bandas na faixa de 357-416 nm de menor intensidade atribuidas a
transferéncias de carga metal-ligante (TCML) dos orbitais dnRu—

3po*dn(bifosfina) e dtRu— w*(ligantes bipiridinicos).
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Pode-se observar a grande diferenca nos valores absortividade molar
(¢) quando comparamos 0s compostos 1a-6a com os compostos 1b-8b, que pode
ser atribuido a diferenca estrutural e natureza dos ligantes em cada série de
complexos. Para os compostos la-5a, apresentam dois ligantes aromaticos
diiminicos na estrutura, os valores de £ sdo aproximadamente 35000 mol* L cm*
, enguanto que o complexo 6a com trés ligantes aromaticos é de 75000 mol™? L
cm®. Como ja descrito na literatura, o composto 6a apresenta aplicacdes em
fotoquimica devido suas propriedades luminescentes.*° Na segunda série (1b-8b)
0S compostos apresentam apenas um ligante diiminico, apresentando valores de
absorvitividade molar em torno de 2000 mol L cm™, sendo portanto, muito mais
baixos que os compostos da serie 1.
4.3.4.1 Voltametria ciclica (CV)

O estudo eletroguimico dos complexos é feito para avaliar o efeito
eletrénico que os ligantes geram sobre o centro metalico, podendo também ser
usado para acompanhar o desenvolvimento da reacdo, verificar a estabilidade
eletroguimica, além da pureza dos compostos, baseando-se no deslocamento do
potencial do par redox Ru'/Ru''. Os estudos voltamétricos dos complexos 1a-6a
e 1b-8b foram realizados por voltametria ciclica (CV) em solucdo de PTBA 0.1
mol.dm3, em acetonitrila.

O precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] apresenta em sua estrutura um
ligante bipy e um ligante dppb que sé&o m-aceptores, e dois ligantes cloro que séo
o e m—doadores, apresentando um par redox em 0,74 e 0,64 V vs. Ag/AgCl,
atribuidos ao par Ru'/Ru"" (FIGURA 4.4).
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FIGURA 4.4 - Voltamograma ciclico do precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)],
obtido em CH,Cl, (0,1M PTBA, Ag/AgCl), com velocidade de varredura de 50
mV.s,

Todos os compostos da série 1 (1la-6a) foram eletroquimicamente
ativos nas condicdes estudadas e comportamento eletroquimico similares, pois 0s
compostos apresentam em suas estruturas trés ligantes w-aceptores. Desta forma,
observou-se 0s processos redox quasi-reversiveis na faixa 1,43-1,66 V vs.

Ag/AgCl, referente ao par redox Ru''/Ru'', como apresentado na

TABELA 4.8.

Os potenciais redox dos complexos la-5a apresentam um aumento
de aproximadamente 1V quando comparados com o potencial do precursor (0.74
V), sendo justificado pela substituicdo dos ligantes cloro (n-doadores) pelos
ligantes diiminicos (r-aceptor moderado). Isso implica em uma menor densidade
eletrbnica ao redor do centro metélico, provocando uma maior estabilidade
eletroquimica do Ru(ll) dos complexos, quando comparados com 0 precursor,

como mostra o voltamograma do composto 1a, na FIGURA 4.5.
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FIGURA 4.5 - Voltamograma ciclico do complexo [Ru(dppb)(bipy).](CIO4),
(1a), obtido em acetonitrila (0,1M PTBA, Ag/AgCl), com velocidade de
varredura de 50 mV.s™,

Sob condicdes experimentais idénticas o potencial de oxidacdo do
par Ru'"/Ru"" do complexo [Ru(bipy)s](PFs). (6a) ocorre em 1,22 V (FIGURA
4.6), sendo um potencial mais baixo, quando comparado com os complexos la-
5a. Desta forma pode-se observar que a substituicdo de um ligante bipy (r-aceptor
moderado) por um ligante dppb, que apresenta propriedades m-acido mais forte
do que os ligantes diiminicos, leva os compostos 1a-5a a uma maior estabilidade
eletroguimica quando comparados com o precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] e
com [Ru(bipy)s](PFe)2.
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FIGURA 4.6 - Voltamograma ciclico do complexo [Ru(bipy)s](PFs)2, obtido em
acetonitrila (0,1M PTBA, Ag/AgCl), com velocidade de varredura de 50 mV s,

Os compostos 1b-8b também se apresentam eletroquimicamente
ativos, sendo que os potenciais de oxidagéo se encontram na faixa de 1,39-1,50 V
vs. Ag/AgCI (

TABELA 4.8), referente ao par redox Ru'/Ru'', sendo o
voltamograma do composto 4b como apresentado na FIGURA 4.7 e os demais

compostos da série sdo apresentados no apéndice.

[RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)IPF (4b)‘
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FIGURA 4.7 - Voltamograma ciclico do complexo
[RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs (4b), obtido em acetonitrila (0,1M PTBA,
Ag/AgCl), com velocidade de varredura de 50 mV s™.

TABELA 4.8- Dados de voltametria ciclica para os compostos 1a-8b (50 mV s,
Ag/AgCl).

COMPLEXOS Epa (V) Epc (V) Ein AEp
Precursor [RuClx(dppb)(bipy)] 0,74 064 069 0,1
la [Ru(dppb)(bipy)2](ClOa), 1,66 159 162 0,10

2a [Ru(dppb)(bipy)(phen)](ClO,), 1,80 161 1,70 0,19
3a [Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](CIO4), 1,65 153 159 0,12
4a [Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](ClO,), 1.50 1,43 1,46 0,07
5a [Ru(dppb)(bipy)(55ipy)](ClO4). 1,60 152 156 0,08

6a  [Ru(bipy)s](PFs). 122 1,16 1,19 0,06
b [RuCl(dppb)(bipy)(Tol)JPFs 148 1,28 1,38 0,20
2b  [RuCl(dppb)(phen)(Tol)]PFs 144 130 1,37 0,14

3b  [RuCl(dppb)(44bipy)(To)]PFs 1,43 125 134 0,18
4b  [RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)JPFs 1,48 125 1,36 0,23
5b  [RUCI(PPhs),(bipy)(Tol)] PFs 150 1,40 1,45 0,10
6b  [RUCI(PPhs),(phen)(Tol)] PFs 144 1,34 1,39 0,10
7b  [RUCI(PPhs)y(44bipy)(Tol)] PFs 1,43 1,32 1,37 0,11
8b  [RUCI(PPhs),(55bipy)(Tol)]PFs 1,39 1,33 1,36 0,06

O comportamento eletroquimico apresentando processos redox em
potenciais mais altos dos compostos com o ligante isocianida de
p-toluenosulfonilmetila, é justificado pela substituicdo de um ligante cloro (o-
doador) por um ligante n-aceptor R-N=C:. E descrito na literatura que ligantes do

tipo isocianida tem comportamento eletronico, semelhantes ao ligante C=0,
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sendo que ligantes R-N=C: sao o-doador mais forte que o C=0 e m—aceptor um
pouco mais fraco que o C=0.1%

Desta forma, a faixa de potenciais obtidos para os compostos 1b-4b
esta coerente com dados ja reportados pelo nosso grupo para o complexo obtido
[RuCl(dppb)(bipy)(CO)]PFs (FIGURA 4.8), que apresenta potencial de oxidacgéo

em 1,69 V, apresentando a estrutura semelhante aos composto 1b-4b.

C=0

FIGURA 4.8 — Estrutura obtida por difracdo de raios-X para 0 composto
[RuCI(dppb)(bipy)(CO)]PFe.**

Para os compostos 5b-8b a faixa de potenciais redox € semelhante
aos compostos 1b-4b, sendo que também ocorre a substituicdo de um ligante cloro
por um ligante Tol, porém agora este ligante estd na posicao trans a um atomo de
nitrogénio do ligante diiminico e os ligantes fosfinicos (PPh3) estdo em posicédo

trans um em relacdo ao outro. Apesar da diferenca estrutural na posi¢do que 0s
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ligantes ocupam, o centro metalico encontra-se em uma esfera de coordenacgéo

semelhante, o que justifica a proximidade dos protencias redox.
4.3.4 — Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN)

4.3.4.1 —Ressonancia Magnética Nuclear de fosforo - 3P{*H}

A obtencdo os espectros de RMN 3'P{*H} é relativamente rapida
devido a abundancia do is6topo 3P ser de 100%. Nosso grupo de pesquisa,
Laboratorio de estruturas e reatividade de compostos inorganicos (LERCI) do DQ
da UFSCar com a supervisao do prof. Dr. Alzir Azevedo Batista, tem trabalhado
com um grande nimero de compostos de ruténio e fosfinas e desta forma o uso
de RMN de 3P{*H} é fundamental ao nosso grupo de pesquisa.

O wuso da ressonancia magnética nuclear de 3'P{*H} no
acompanhamento de sinteses que envolvem compostos contendo atomos de
fésforo em suas estruturas pode ser feito com uma amostra diretamente do meio
reacional (in situ), utilizando-se por exemplo, um capilar de D,O no tubo, para
aquisicao do espectro, sendo que nos grupos fosfinicos o atomo de fésforo atua
como um probe onde pode-se verificar se uma reacdo ocorreu completamente,
formando apenas um produto com a diminui¢do dos sinais dos precursores, ou se
€ necessario mudar as condigdes reacionais.

Para o precursor mais utilizado no laboratério pode-se obter os
espectros de RMN de 3'P{*H} para os dois isOmeros possiveis do composto
[RuCl(dppb)(bipy)], o cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] e trans-[RuCl.(dppb)(bipy)],
sendo que suas estruturas e os espectros de RMN de 3'P{*H} sdo apresentados na
FIGURA 4.9.

O espectro do isbmero utilizado na sintese da primeira série,
cis-[RuCl,(dppb)(bipy)], apresenta-se na forma de dois dubletos, em & 42,2 (P2)
e 8 30,5 (P1) (3Jp-p= 32,5Hz), condizente com um sistema AX, correspondendo a

um sistema de dois spins que é caracterizado pela diferenca da frequéncia
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ressonante de ambos, que sdo muito maiores que o acoplamento (jvi—vz[>> 2Jp.p)
permitindo neste caso a visualizagdo de dois sinais distintos.1** Pode-se evidenciar
a conformacdo espacial cis do composto, pois 0s dois atomos de fosforo estdo em
ambientes quimicos diferentes, sendo o atomo de fésforo (P2) em posicédo trans
ao atomo de nitrogénio do ligante bipy e o fésforo (P1) trans ao ligante cloro.
Para o complexo trans-[RuCl,(dppb)(bipy)] os atomos de fésforo (P1 e P2) estdo
em posicOes trans aos dois atomos de nitrogénio do ligante bipy, estando assim
em ambientes quimicos idénticos, gerando o espectro na forma de um singleto em
5 32,58.
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FIGURA 4.9 - Estruturas e espectros de RMN 3'P{*H} dos isdmeros
trans-[RuClx(dppb)(bipy)] (A) e cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] (B), em CH.Cl, / D,0.

Todas as reacOes aqui apresentadas, para la-5a e 1b-8b, foram
acompanhadas por RMN de 3!P{*H}, e os espectros dos complexos 1a-5a estéo

apresentados na FIGURA 4.10.
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Para os compostos de 2a-5a, os espectros de 3P{*H} apresentam-se
na forma de dois dubletos entre 24 e 28 ppm, com constantes de acoplamento de
aproximadamente 25 Hz, enquanto que o0 espectro do composto
[Ru(dppb)(bipy).](ClO,). (1a) apresenta-se na forma de um singleto, em & 26,18.
Essa diferenca é explicada devido aos ambientes quimicos levemente diferentes
para os fosforos dos compostos 2a-5a, onde um atomo de P estd trans ao
nitrogénio do ligante bipy, ja existente no precursor, e 0 segundo fésforo esta trans
ao nitrogénio do ligante diiminico que substituiu os dois ligantes cloros.
Entretanto no complexo la os dois atomos de fosforos estdo em ambientes
quimicos idénticos, com dois ligantes bipy, e por isso apresentando 0 mesmo

deslocamento quimico.
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FIGURA 4.10 - Espectros de RMN de 3P{*H} dos complexos 1a-5a, em acetona
/D,0.
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Para a segunda série de compostos pode-se observar que para 0s
compostos 1b-4b os espetros apresentam-se como dois dubletos na regido de 6 12
e 39 (FIGURA 4.11), evidenciando a substituicdo de um ligante cloro trans ao
fésforo pelo ligante Tol. O sinal referente ao atomo de fosforo trans a carbono
fica na regido préxima de 10 ppm, como descrito na literatura para compostos

com estruturas semelhantes.#4

1b Il I

2b

3b

4b

48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 8 6 4 2 0
1 (ppm)

FIGURA 4.11 - Espectros de RMN de 3P{'H} dos complexos 1b-4b, em
acetona /D,0.

Os espectros dos compostos 5b-8b sdo apresentados na FIGURA
4.12, apresentam-se na forma de singletos, indicando que os dois atomos de
fésforo dos grupos PPh; estdo em ambiente quimico idéntico, o que sugere a
posicdo trans um em relacdo ao outro, e para o ligante cloro e Tol ocupam as
posicdes trans aos &tomos de nitrogénio do respectivo ligante diiminico. Todos
os deslocamentos quimicos dos RMN de de 3'P{*H} sdo sumarizados na
TABELA 4.9.
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FIGURA 4.12 - Espectros de RMN de 3P{*H} dos complexos 5b-8b, em acetona
/D,0.

TABELA 4.9 - Valores de deslocamentos quimicos (8) e constante de
acoplamento para os complexos 1a-5a e 1b-8b, em acetona/D,0.
multiplicidade ZJP-P

Composto FP{"H} Ad (ppm)
(3) (Hz)
[Ru(dppb)(bipy)](Cl0.). 1a 26.7 s
[Ru(dppb)(bipy)(phen)](Cl04), 2a 27,68 e 26,39 d 24,3 1,29
[Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](ClO4), 3a 28,09 e 26,37 d 24,3 1,72
[Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](ClO4). 4a 26,59 e 25,99 d 24,3 0.6
[Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](Cl04). 5a 26.68 e 25.52 d 24,3 1,16
[RuCI(dppb)(bipy)(Tol)]PFs 1b 38,85e12,19 d 28,8 26,66
[RuCI(dppb)(phen)(Tol)]PFs 2b 39,06 e 13,49 d 29,2 25,57
[RuClI(dppb)(44bipy)(Tol)]PFs 3b 37,36 13,41 d 29,8 23.95
[RuCI(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs 4b 39,29e 12,61 d 29,0 26.68
[RUCI(PPhs).(bipy)(Tol)]PFs 5b 27,84 S
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[RUCI(PPhs),(phen)(Tol)]PFs 6D 28,01 S
[RuCI(PPhs)(44bipy)(Tol)]PFs 7b 27,34 S
[RUCI(PPhs)»(55bipy)(Tol)]PFs 8b 28,62 S

Analisando os espectros de RMN 3!P{*H} na TABELA 4.9, pode-se
verificar que para 0s compostos 1a-5a os atomos de fosforo apresentam-se em
ambientes quimicos semelhantes, sendo os valores de Ad pequenos. Para a
segunda série dos compostos 1b-4b mostram os atomos de fosforo em ambientes
quimicos bastante diferente o que gera um grande valor de Ad, engquanto que para
0s compostos 5b-8b os ligantes PPh; ocupam posi¢do trans um em relagédo ao
outro e os espectros apresentam-se na forma de singletos.

Verifica-se também que os deslocamentos quimicos para 0 RMN
31p{1H} para todos os compostos tanto da série 1 como da série 2, fornecem
informac0es suficientes para sugerir como os ligantes estdo dispostos na esfera de

coordenacao.
4.3.4.2  -Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio 1D e 2D

RMN H e H-'H COSY.
A espectroscopia de RMN *H e *H-tH COSY fornecem informagdes

estruturais e eletronicas dos compostos em solucdo, sendo de grande importancia
no estudo dos compostos aqui apresentados. Os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios fornecem informacdes tanto qualitativa, quanto quantitativa, pois
pode-se integrar a area dos picos obtidos nos experimentos e assim quantificar o
numero de &tomos de hidrogénio no composto, sendo assim uma ferramenta muito

poderosa na elucidacao estrutural dos complexos.
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A discussdo dos dados de RMN de *H seréa realizada por série, pois 0
foco da discussdo de cada série é distinto devido o comportamento diferenciado
dos compostos da série 1 nos experimentos de *H-H COSY.

Para a primeira série de compostos (la-5a) € utilizado como
precursor dos compostos o cis-[RuCl,(dppb)(bipy)], sendo este precursor bastante
estudado no nosso grupo de pesquisa e sua sintese e caracterizacdo estrutural é
bem estabelecida.

O espectro de *H do precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] foi obtido em
CD.Cl,, apresentando duas regides distintas, sendo uma regido de baixa
frequéncia, onde estdo localizados os prétons alifaticos da dppb, que vai de
6 1,18-3,76, com integral correspondente a 8 H. A segunda regido, em mais alta
frequéncia, onde encontra-se a regido aromatica, de & 6,54-9,56, com integral de
28 H, totalizando 36 H, como esperado para o precursor.

A atribuicédo inequivoca dos protons da regido aromatica é de dificil
assinalacéo, pois ocorre sobreposicdo dos prétons aromaticos dos grupos fenilas
da fosfina e da bipy, como pode ser visto na FIGURA 4.13. Por isso é comum em
trabalhos onde os compostos que apresentem ligantes diiminicos e fenilas, as
discussoes ficarem restritas aos espectros de RMN 3P{*H} e atribuicéo dos sinais

dos H tratarem apenas da separacéo por regides do espectro.1#°
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FIGURA 4.13 - Espectro de RMN de H do precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] em
CD,Cl.

A estrutura com a numeracdo utilizada para atribui¢cdo dos H do
complexo 1a e o espectros de RMN 'H sdo mostrados nas FIGURA 4.14 e
FIGURA 4.15, respectivamente. Para os complexos 2a-5a 0s espectros sédo
apresentados no apéndice, sendo que as regides dos sinais caracteristicos dos
compostos sdo mostradas na Tabela 4.10. Pode-se perceber a grande semelhanca
entre 0s espectros, onde a maior diferenca ocorre apenas pelo acréscimo dos sinais
dos substituintes dos ligantes diiminicos e assim como no espectro do precursor,

para 0s compostos 1a-5a, observa-se duas regides distintas.
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FIGURA 4.14 — Estrutura do composto [Ru(dppb)(bipy).](ClO,), (1a), com
numeracao dos ligantes bipy e posi¢6es dos hidrogénios das fenilas.
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FIGURA 4.15 - Espectro de RMN de *H do complexo [Ru(dppb)(bipy)2](ClOs)2
(1a), em acetona-ds.
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Tabela 4.10 — Faixa dos prétons alifaticos e integral, faixa dos H aromaticos mais
blindados e faixa dos H aromaticos menos blindados nos espectros de RMN *H
dos compostos l1a-5a.

Regido protons  Regido aromatica 8 Faixa de & de

Composto alifticos, de 6,20-7,09 Hlae H1b
8, (integral) 8, (integral) (integral)
6,20 (4H)
[Ru(dppb)(bipy)2](Cl10.). 1a 2,35-3,32 (8H) 6,64 (4H) 9,15 (2H)
6,97 (2H)
6,22 (4H)
[Ru(dppb)(bipy)(phen)](ClOs).2a  2,41-3,27 (8H) 6,66 (4H) 9,15 (2H)
6,97 (2H)
6,16-6,32 (4H)
o 1,28-3,27 9,15 (1H)
[Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](ClO.). 3a (26H) 6,61-6,78 (4H) 0,07 (1H)

6,95-7,09 (2H)
6,16-6,29 (4H)
6,67 (2H)
2,39-3,36 9,16 (1H)
[Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](CIO.). 4a 6,74 (2H)
(14H) 8,97 (1H)
6,97-7,03 (1H)
7,03-7,09 (1H)

6,23-6,36 (4H)

2,13-3,37 6,60 (2H) 9,25 (1H)
[Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](ClO4). 5a
(14H) 6,74 (2H) 8,73 (1H)
6,97 (2H)

A atribuicdo dos sinais na regido de protons alifaticos para os
compostos l1a e 2a referem-se aos protons dos grupos -CH,- da dppb, com integral

igual a 8 H. Para os compostos 4a e 5a além dos protons alifaticos da fosfina
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observa-se também dois singletos com integral de 3 protons cada, correspondente
aos grupos metilas, totalizando 14 H. Para o composto 3a o0s protons dos grupos
di-terc-butil, juntamente com os prétons alifaticos presentes na dppb totalizam 26
H. A regido aromatica compreende os sinais das fenilas da dppb e os hidrogénios
aromaticos dos dois ligantes diiminicos, encontrando-se sobrepostos, 0 que
inviabiliza a atribuicdo apenas pelos espectros de tH.

O composto [Ru(dppb)(bipy).](CIO,), (1a) apresenta um plano de
simetria que divide a fosfina ao meio com um ligante 2,2’-bipiridina de cada lado.
Por isso 0 espectro apresenta a metade dos hidrogénios esperados para a estrutura.
Pode-se atribuir assim alguns sinais caracteristicos no espectro de *H. A regido
aromatica, além dos prétons mais desblindados em 9,15 ppm (2 H) que séo
atribuidos aos Hla e Hlb que apresentam o mesmo deslocamento quimico.
Apenas com 0s espectros 1D néo é possivel atribuir outros sinais aromaticos com
razoavel grau de confiabilidade.

Buscando-se explorar melhor os dados obtidos e complementar as
informacgOes extraidas dos espectros 1D e possibilitar 0 uso maximo de
informac0Oes estruturais, foram realizados os experimentos de correlacdo 2D
simples, conhecido como COSY (COrrelation SpectroscopY — espectroscopia de
correlacdo) utilizados para verificar como os ndcleos se correlacionam com seus
vizinhos.

No experimento de COSY !H-'H para o precursor
cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] (FIGURA 4.16-A) pode-se verificar a existéncia de
apenas duas regides de acoplamentos distintas, onde uma regido é atribuida aos
protons alifaticos da dppb e a outra atribuida aos prétons aromaticos (dppb e
bipy).

Os espectros obtidos para la-5a apresentam-se similares entre si,

porém apresentam um comportamento ndo esperado, diferente do obtido para o
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precursor, pois agora observa-se trés regides de acoplamento distintas, chamadas
de I, 1l e 1ll, como apresentado para o composto 1la na FIGURA 4.16-B e o0s

demais espectros no apéndice.

|
IR T O .Ml I

;(A) .. ) I

-

"L 10H
11

A
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95 90 85 80 75 70 65 40 85 S0 45 40 38 30 25 20 15 10 95 80 B BD 75 M0 65 6055 S0 45 40 35 30 25 2 1§
f2(ppm) 2 {pp)

FIGURA 4.16 - Experimento *H-'H COSY do precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)]
(A) e do complexo [Ru(dppb)(bipy).](Cl0,). (B).

De forma semelhante ao precursor, a regido de acoplamento |
corresponde aos sinais dos protons alifaticos da fosfina, além dos substituintes
dos ligantes diiminicos. Porém, a regido aromatica para la-5a, subdivide-se em
duas regides isoladas de acoplamento (Il e IlI). A regido de acoplamento I,
aparece de forma idéntica em todos compostos 1a-5a, com exatamente 10 H, que
corresponde a regido aromatica mais blindada, mostrada na Tabela 4.10.

Os prétons da regido de acoplamento IlI, para o composto
[Ru(dppb)(bipy).](ClO,), (1a) com & entre 6,20 e 6,99, sendo 4 H com & em 6,20,
4Hcomdem6,64e2H comdem 6,99. Os prétons presentes na regido Il ndo
podem ser atribuidos aos ligantes diiminicos, pois nenhum destes ligantes

apresentam 10 H em sua estrutura. Além disso, ndo existe nenhum acoplamento
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com os protons da regido Ill. Para integral igual a 10 H, a Unica opcdo é que essa
regido de acoplamento seja formada por duas fenilas, presentes na fosfina.

Como a regido de acoplamento Il sé pode ser formada por duas
fenilas (10 H), que ocorre uma diferenciacdo de dois grupos fenila, ja que a fosfina
aqui usada apresenta em sua estrutura quatro grupamentos fenila (20 H). Portanto,
sugere-se que deve existir algum efeito que provoca uma maior blindagem dos
protons presentes em apenas duas fenilas que gera a ilha 1l (FIGURA 4.16).

Ja é reportado na literatura que complexos contendo o ligante dppb e
diiminas com geometria octaédrica podem apresentar interacdes do tipo
n-stacking, inclusive este tipo de interacdo e observada na estrutura do precursor
(cis-[RuCly(dppb)(bipy)]) usado nesta série, porém ndo ocorre nenhuma
diferenciacéo dos sinais no experimento de H-'H COSY do precursor.14>146

Para buscar uma melhor explicacédo para esse fendmeno observado,
sugere-se que exista um forte efeito de corrente de anel nos dois ligantes
diiminicos que sao capazes de realizar “n-stacking” mais forte do que a interacdo
presente no precursor. Essa interacdo ocorre apenas nos dois grupos fenila mais
proximos aos ligantes diiminicos de cada complexo. Os ligantes diiminicos geram
um campo anisotrépico secundario que devido a proximidade com as fenilas
provoca a blindagem destes H, o que ndo ocorre nas duas fenilas sem “rm-
stacking”.

Para reforcar esta hipotese, realizou-se o experimento de RMN de H
e H-'H COSY para um composto que ndo apresentasse dois grupos diiminicos
na estrutura. Desta forma o composto [Ru(dppb)(bipy)(NO5)]CIO, foi utilizado
pois neste caso substituiu-se os ligantes cloro por um ligante mais volumoso e
bidentado, a estrutura apresenta apenas um ligante diiminico que justificaria a

formacéo de w-stacking em apenas uma fenila, e assim ndo podendo gerar a regido
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de acoplamento Il com 10 H. Os espectros obtidos séo apresentados nas FIGURA
4.17 e FIGURA 4.18.

Protons Aromaticos

A

[ |
SH

| ‘j ” ‘ Proétons alifaticos
Il | : L
\lh

||! |I r \I l

{ |‘|

Uy 55 . B WA N . U Y

g rsﬁ E W 1.
910 8:5 8:0 7.5 6 5 6:0 5.‘5 5.I0 415 4fO 315 3:0 2:5 2:0 115 110 Ipprn
FIGURA 417 - Espectro de RMN de 'H do complexo

[Ru(dppb)(bipy)(NO3)]CIO,, em acetona-ds.
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FIGURA 4.18 - *H-'H COSY espectro do precursor [Ru(dppb)(bipy)(NOs)]CIO4
em acetona-ds.

No espectro de RMN de 'H de [Ru(dppb)(bipy)(NOs3)]CIO,4
encontra-se a separacao em duas regides e integral igual a 36 H, assim como no
precursor, ja que os ligantes cloro sdo substituidos por um ligante NOs™. Os sinais
mais blindados da regido aromaética, 6 em 6,13, com2 H,e 5 6,75com2 He 5
7,03 com apenas 1 H, totalizando 5H, o que corresponde a apenas uma fenila. Ja
o0 experimento de H-'H COSY tem o mesmo comportamento que se observa para
la-5a, sendo que a regido de acoplamento Il ndo acopla com nenhuma outra
regido de acoplamento, apresentando apenas 5 H, o que fortalece a explicacgao da
acao do m-stacking.

Para as regides de acoplamento Ill, para os compostos la-5a, séo
coerentes com a hipotese anterior, pois apresenta integral correspondente ao total
de protons aromaticos, menos os 10 H das fenilas presentes na regido Il. Para
comprovar a proximidade espacial entre os grupos diiminicos e fenilicos
sugeridos, o que evidenciaria o efeito da interacdo por n-stacking, realizou-se para
0s compostos cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] e 1a-5a, os experimentos de NOESY 1D e
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2D que nos permite avaliar o acoplamento espacial em uma distancia de até
aproximadamente 5 A, de forma qualitativa e quantitativa. As diferencas
estruturais apresentadas entre o precursor e 0 complexo [Ru(dppb)(bipy)2](Cl10,),
(1a) e seus acopalementos dipolares sdo mostradas na FIGURA 4.19.

Para o0 'H-'H NOESY do
cis-[RuCl,(dppb)(bipy)], apresentado na FIGURA 4.20, observa-se que o préton

experimento  de precursor

mais desblindado com & em 9,52, atribuido ao H1la, ndo apresenta acoplamento
espacial com os grupos alifaticos (-CH,-) da fosfina, e que o proton vizinho ao N
trans ao ligante cloro, com 6 em 8,17 que apresenta acoplamento espacial com os

grupos -CH,- presentes na dppb.

FIGURA 4.19 - Estruturas mostrando a proximidade espacial do precursor
cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] (A), e para o complexo [Ru(dppb)(bipy).](ClO,). (B),

4 4
A B H
NjH
I:ML;H
H
HaZ ’PW/ N
ty,, R
Hidrogénios - Yt A
Hidrogénios H alifaticos HI, /@
alifaticos <1 P- \
Ho
H
H H Cl
H
H Hidrogénios Hidrogénios H
aromaticos aromaticos
\ H J N

evidenciando a inversdo de deslocamento quimico e interacdo n—m stacking.
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FIGURA 420 - Experimento H-'H NOESY 2D do precursor
cis-[RuCl,(dppb)(bipy)], em CD,ClI..

O experimento de NOESY do composto 1a € mostrado na FIGURA
4.21, e para 2a-5a, no apéndice, apresentando comportamento similar. Esta
analise permitiu verificar o comportamento dos prétons do ligante apés a
coordenacao, onde observa-se que a substituicdo dos ligantes cloro pelos ligantes
diiminicos, ocorre com inversao nos deslocamentos quimico entre os dois prétons
vizinhos aos N dos ligantes diiminicos quando comparado 0s experimentos para
o0 precursor e 0 complexo [Ru(dppb)(bipy).](CIO,), (1a).
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FIGURA 4.21 - Experimento !H-'H NOESY 2D para 0 composto
[Ru(dppb)(bipy).](ClO,). (1a), em acetona-ds.

Para os Hla e Hlc, com 6 em 9.15, sendo que diferentemente do
precursor, observa-se agora que o préton mais desblindado acopla espacialmente
com os protons com 6 entre 2,35 e 2,62 e entre 3,15 e 3,32 (-CH,- da dppb) e com
0s protons da regido de acoplamento 1l, 6 em 6,24, 0 que mostra a proximidade
espacial dos grupos bipy e fenila, como proposto anteriormente. O préton em 8,29
ppm também apresenta acoplamento espacial com os prétons com 6 em 6,24, e
ndo apresenta acoplamento espacial com os grupos -CH,- da dppb.

Os experimentos de COSY para 2a-4a apresentam-se muito
semelhantes com a presenca dos acoplamentos espaciais entre os prétons mais
desblindados com os sinais presentes na ilha de acoplamentos Il, sendo os
espectros apresentados no apéndice. O comportamento da inversao de
deslocamentos dos protons mais desblindados pode ser justificado pela mudanca

de ambiente quimico que ocorre apds a substituicdo dos ligantes cloro (o e -

86



Silveira, R. G. Resultados e Discussao

basico) por um ligante diiminico (r-4cido), o que esta de acordo com os dados de
voltametria ciclica.

Para confirmar que os compostos apresentam distancias coerentes
com a presenca de m-stacking em solugdo, como proposto anteriormente. Os
experimentos 1D H-'H NOESY foram realizados, ja o experimento 1D permite
irradiar um proton especifico e verificar o acoplamento espacial do proéton
irradiado e usar a intensidade do efeito NOE dos protons de interesse e estimar a

distancia espacial entre os prétons usando a Equacdo 1.5 de forma quantitativa.

—3.29

—

42.06

-1000.00

= = — — H —

T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
f1 (ppm)

FIGURA 4.22 - Espectro 1-D NOESY para o composto [Ru(dppb)(bipy).](CIO,),
(1a), irradiando os prétons em & 6,24, em acetona-ds.

Quando se irradia seletivamente os prétons mais blindados da regido
aromatica do composto 1la (FIGURA 4.22), 6 em 6,24, pode-se usar a integral da
area obtida no espectro como referéncia da intensidade NOE dos prétons mais
proximos no espaco, sendo que a referéncia aqui usada € a distancia calculada por
DFT entre os protons orto e meta na fenila em n-stacking (6 6,24 e 6,88), com a

distancia de 2,45 A para os compostos 1a-5a.
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FIGURA 4.23 - Experimentos NOESY 2D (A), principais acoplamentos espaciais
observados no complexo [Ru(dppb)(bipy).](CIO,), (B) e 0 experimento NOESY
1D usado para calcular as distancias interpréton, irradiando o préton em 6,20 ppm
(C), em acetona-ds.

Usando a equacdo 1.5, e com a distancia calculada por DFT como
referéncia e as areas integradas nos espectros 1-D NOESY, pode-se calcular as
disténcias entre os protons da bipy (vizinhos aos nitrogénios diiminicos) e 0s
prétons da fenila em =-staking, sendo os dados apresentados na TABELA 4.11,
onde os dados calculados para este conjunto de protons apresentaram boa
concordancia NOE e DFT.

Os espectros 1D NOESY obtidos para os compostos la-5a
(apéndice), apresentam grande similaridade entre si. Poréem para 0 composto 4a,
ocorre uma pequena separacao dos sinais das fenilas em n-stacking. Verificou-se
que quando se irradia o proton com 6 em 6,20 ocorre acoplamento espacial com
0 0 proéton com 6 9,15, o que indica que estes protons fenilicos estdo em n-stacking

com o ligante bipy. Porém quando se irradia o préton com & 6,25 ocorre
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acoplamento com o proton com & 8,95, indicando que estes prétons sao da fenila
em rwt-stacking com o ligante 44bipy.

Para o composto [Ru(dppb)(bipy).](CIO.), (1a), as distancias
calculadas por RMN e por DFT, entre 0s Horo da fenila em n-stacking e Hla com
§ 6,20 e 9,15, respectivamente sdo 3,53 e 3,26 A. Para 0s Hono € H1b com & 6,20
e 8,30 580 3,70 e 3,60 A, e entre Hono proximo dos grupos alifaticos e 0s grupos -
CH,- em & 6,24 e 3,23 foram encontrados distancias de 2,72 e 2,41 A,

respectivamente.

NOE=2.72
DFT =2.40

NOE =3.53
DFT =3.26

FIGURA 4.24 - Distancias calculadas por NOE e DFT para o complexo
[Ru(dppb)(bipy)2](C104). (1a).
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TABELA 4.11 — Dados das distancias interprotons calculadas por NOE e DFT
para os complexos la-5a.

Composto Interacdo rNOE rDFT Erro
A A (%)
He.24-Ho 15 3,53 3,27 7,7
[Ru(dppb)(bipy)2](ClO4). 1a He.24-Hs.30 3,70 3,60 2,7
He 24-H3 23 2,72 2,40 11,5
He.24-He.64 ref. 2,45 2,45 —
Hs.s8-Ho 58 3,74 3,55 5,1
[Ru(dppb)(bipy)(phen)](CI04). 2a Hs.ss-H7.96 2,96 3,21 7,7
Hs.ss-He.23 ref. 2,45 2,45 —
He.20-Ho.15 3,91 3,59 8,1
[Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](ClO4). 3a He.2a-Ho.07 4,15 3,62 12,0
He.24-He.64 ref. 2,45 2,45
He.20-Ho.15 3,59 3,30 8,0
[Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](ClO4). 4a  Hezo-Hsssref. 2,45 2,45
Hes.20-H3.24 2,87 2,92 1,7
He.25-Hs.95 3,50 3,31 5,4
[Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](ClIO4).5a  Heir-Hsos 3,91 3,62 7,4
He.11-H7.s 2,95 3,27 9,5
He.11-He.s6 ref. 2,45 2,45 —

Para o composto 6a, o espectro de RMN 'H apresenta apenas quatro
sinais na regido aromatica, como € mostrado na FIGURA 4.25. Diferente dos
compostos la-5a ndo ocorre sobreposicdo de sinais e a atribuicdo € bastante
simples, devido aos planos de simetria presente na molécula, com trés ligantes

idénticos existindo apenas quatro protons em ambientes quimicos diferentes.
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FIGURA 4.25 - Espectro de RMN de *H do complexo [Ru(bipy)s](PFs). (6a), em

acetona-ds.
Para a segunda serie os dados sdo mais simples de interpretacdo. Para

0s compostos 1b-8b foi utilizado o ligante Tol, que apresenta em sua estrutura
apenas 9 H, sendo dividos em trés classes diferentes: 3 H sdo do grupo metila, 2
H do grupo metileno e 4H do anel aromatico da estrutura. Os espectros de RMN

de 'H do ligante Tol sdo mostrados na FIGURA 4.26.

P r~ Q wn
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FIGURA 4.26 - Espectro de RMN de *H do ligante Tol, em acetona-ds.
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Os espectros de RMN H e *H-'H COSY (Apéndice) séo suficientes
para atribuicdo inequivoca dos prétons do ligante Tol. O singleto com 6 em 2,50
com integral de 3H, atribuido ao grupo metila (1), o singleto com & em 5,21 é
atribuido ao grupo metileno (8!) e o dubleto com 6 em 7,56 ¢ atrubuido aos H na
posicao orto (31, 41) em relagé@o ao grupo metila e o dubleto com 6 em 7,59, aos H
em posicao meta (51, 61).

Nos compostos 1b-8b pode-se evidenciar a formacao dos complexos
a partir da integral dos prétons e a observacdo do sinal do grupo metilénico
(-CH2-) do ligante Tol que aparece em uma regido livre dos sinais das fosfinas e
diiminas. Nesta série de compostos ndo foi observado a separacdo tdo evidente
dos sinais de fenilas nos espectros de COSY como para a primeira série. Os
espectros de 'H e COSY para o composto 1b sdo apresentados nas FIGURAS
FIGURA 4.27 e FIGURA 4.28, e para 0s demais compostos, sdo apresentados no
apéndice, sendo as principais atribuicdes sdo apresentadas na TABELA 4.12.

Para os complexos 1b-4b observa-se a regido atribuida aos H
alifaticos dos grupos -CH,- da dppb, com 6 de 1,31 a 3,75, a regido dos grupos
metilénicos -CH,- do ligante Tol, na faixa com & de 5,43 a 5,50, e a regido mais
blindada de sobreposicdo dos H aromaticos dos grupos fenilicos da fosfina, dos

ligantes diiminicos e dos protons aromaticos do ligante Tol.
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FIGURA 427 - Espectro de RMN de W do composto
[RuCl(dppb)(bipy)(Tol)]PFs (1b), em acetona-ds.
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FIGURA 428 — Experimento 'H-'H COSY do complexo

[RuCl(dppb)(bipy)(Tol)]PFs (1b), em acetona-ds.
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TABELA 4.12 — Faixa selecionada do espectro de 'H e integral dos prétons para
0s compostos 1b-8b.

H alifaticos
-CH2- do H menos blindados,
Composto (-CHz- e ~CHy) _ _
) ligante Tol d (integral)
& (integral)
Ligante Tol 2,50 (3H) 521 (2H) 7,56 e 7,59 (4H)
[RuCl(dppb)(bipy)(Tol)]PFs 1b 1,43-3,50 (11H) 5,14 (2H) %.17(1H)
u | (0] ] 9, ’
PREJIBIRY ° 8,42 (1H)
[RuCl(dppb)(phen)(Tol)]PFs 2b 1,43-3,51 (11H) 5,13 (2H) %28 (1H)
u en 0 y40-0, )
PPOP ° 8,69 (1H)
[RuCl(dppb)(44bipy)(Tol)]PFs 3b  1,40-3,53 (17H) 5,14 (2H) S.0L(1H)
u | o y 9, )
PP P ° 8,32 (1H)
[RUCI(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs 4b  1,31-3,73 (17H) 222 (2H) 8,79 (1H)
U I o ) - H
PP by ° 8,29 (1H)
[RUCI(PPhs)2(bipy)(Tol)]PFs 5b 2,48 (3H) 5,48 (2H) 8.72(1R)
u | 0 ) )
R ° 8,39 (1H)
[RUCI(PPhs)2(phen)(Tol)]PFs 6b 2,50 (3H) 5,52(2H) S.05(1H)
u en)(l1o ) )
P ° 8,64(1H)
2,29 (3H)
_ 8,55 (1H)
[RUCI(PPhs)2(44bipy)(Tol)]PFs 7b 2,43 (3H) 5,43 (2H) 8.25 (1H)
2,48 (3H) '
1,89 (3H)
_ 8,32(1H)
[RUCI(PPhs)2(55bipy)(Tol)]PFs 8b 2,02 (3H) 5,20 (2H) 8.24 (1H)
2,45 (3H) '
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FIGURA 429 - Espectro de RMN de 'H do composto
[RuCI(PPhs),(bipy)(Tol)]PFs (5b), em acetona-ds.
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FIGURA 430 - Experimento 'H-'H COSY do complexo
[RuCI(PPhs),(bipy)(Tol)]PFs (5b), em acetona-ds.
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Para os compostos 5b-8b nota-se que na regido dos protons alifaticos
ocorre apenas a presenca dos sinais referente ao grupo metila do ligante Tol e dos
grupos metilas dos ligantes 44bipy e 55bipy, jA que a fosfina usada neste
composto (PPhs) nédo apresenta grupos -CH,- como a dppb. Os espectros de 'H e
os experimentos H-'H COSY para o0 composto 5b sdo apresentados nas FIGURA

4.29 e 4.30 e para os demais sdo apresentados no apéndice.

4.3.43 - Ressonancia magnética nuclear de carbono RMN -

13C, HSQC, DEPT-135, HSQC e HMBC.

Os dados de RMN *C, DEPT-135, HSQC e HMBC para 0 composto
[Ru(dppb)(bipy).](ClO,), (1a), séo apresentados nas FIGURAS FIGURA 4.31-

4.33 e para 0s compostos 2a-5b, sdo apresentados no apéndice.
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FIGURA 4.31 - Espectro de RMN de ¥3C{'H} e DEPT-135 do composto
[Ru(dppb)(bipy).](CIO,)., em acetona-ds.
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FIGURA 432 - Experimento !H-BC HSQC do composto
[Ru(dppb)(bipy).](ClO,). (1a), em acetona-ds.
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FIGURA 433 - Experimento !H-3C HMBC do composto
[Ru(dppb)(bipy).](ClO4), (1a), em acetona-ds.
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Para os compostos de 1a-5a 0s espectros permitiram a atribuicdo de
uma grande quantidade de sinais, sendo que os dados mais relevantes sdo
apresentados no apéndice. Para a série 1, os dados obtidos para os RMN de 'H
nos fornecem informacdes mais relevantes e desta forma nosso estudo se
concentrou nos experimentos 1D e 2D de préton.

Para 0 composto 6a, sua caracterizacao ja é reportada na literatura e
sdo apresentados os espectros de ¥C{*H}, DEPT-135, HSQC e HMBC no
apéndice. A caracterizacdo por RMN foi usada apenas para confirmacdo da sua
estrutura e pureza.

Para o ligante Tol e seus complexos da série 2, os dados de RMN de
BC{*H} sdo mais informativos que para a série 1, pois verifica-se a presenca de
dois sinais que sdo caracteristicos deste ligante com & de 61,49 e 165,61,
atribuidos aos carbonos -CH,- (81) e R-N=C: (91) (FIGURAS 4.34 e 4.35). Nestes
casos, sdo facilmente avaliados antes e apds sua coordenacéo, pois sdo regides

onde ndo encontramos sinais nos precursores usados neste trabalho.

131.0
130.18

61.49

1.65

165.61
—147.43
-

31,41 51,61

0 ‘ ‘
| l I \

Mg

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

FIGURA 4.34 - Espectro de RMN de BC{*H} do ligante Tol, em acetona-ds.
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FIGURA 4.35 - Experimento de HSQC do ligante Tol, em acetona-ds.

grupos como isonitrila, metila e metileno do ligante Tol, e os sinais dos grupos
metilas dos ligantes diiminicos 44bipy e 55bipy presentes na estrutura dos
compostos, sendo desta forma mais evidente na obtencdo dos compostos. Os
espectros de RMN BC{'H}, HSQC e HMBC séo apresentados nas FIGURAS

Para os compostos 1b-8b observa-se a presenca dos principais

4.36, 4.37 e no apéndice e os principais dados mostrados na TABELA 4.13.

99



Silveira, R. G. Resultados e Discussao

] | m il i 2
Uy 1 | lejlﬂ i v__aUL_.-1

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
165 155 145 135 125 115 105 95 9 85 80 75 70 65 60 S5 S0 45 40 35 30 25 20

T
-

1.

v - T T - T T T T - T T T T T T T T T T T T
175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 70 65 60 S5 SO 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm) f1 (ppm)

FIGURA 4.36 - Espectro de RMN de C{*H} e experimento DEPT-135 do
complexo [RuCl(dppb)(bipy)(Tol)]PFs (1b), em acetona-ds.
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FIGURA 437 -  Experimento de HMBC do  composto
[RuCl(dppb)(bipy)(Tol)]PFs (1b), em acetona-ds.
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TABELA 4.13 — Atribuicdo dos deslocamentos quimicos para os sinais referentes
aos carbonos do grupo isonitrila (:C=N-), metileno (-CH,-), metila (-CH3;) do
ligante Tol e dos ligantes diiminicos para os compostos 1b-8b, em acetona-ds.

6 (ppm)
Composto
C=N- -CH2-  -CHz (Tol)  -CHa diiminico
Ligante Tol 165,61 61,49 21,65

[RuClI(dppb)(bipy)(Tol)]PFs 1b 162,03 63,19 21,61 ---
[RuClI(dppb)(phen)(Tol)]PFs 2b 161,98 63,23 21,55 ---
[RuCl(dppb)(44bipy)(Tol)]PFs3b 161,68 63,29 21,64 20,79; 20,98
[RuCI(dppb)(55bipy)(Tol)IPFs4b 162,77 63,33 21,61  18,63; 19,02
[RuCI(PPhs)a(bipy)(Tol)JPFs5b 174,97 65,15 21,73
[RUCI(PPhs)2(phen)(Tol)JPFs6b 174,73 65,16 21,68
[RUCI(PPhs)2(44bipy)(Tol)]PFs 7b 175,89 65,09 21,67  20,59; 21,08
[RUCI(PPh3)2(55bipy)(Tol)]PFs8b 174,59 65,19 21,66  18,78: 18,85

A principal evidéncia fornecida pelos experimentos de ressonéancia
magnética nuclear de carbono para os complexos desta série sintetizados neste
trabalho, é o deslocamento do carbono do grupo isonitrila, que quando
coordenado nos compostos 1b-4b e 5b-8b sdo deslocados para campo mais baixo
quando comparados com o ligante livre. Todos os espectros obtidos para 0s
compostos 1b-8b sdo mostrados no apéndice.

Essa diferenca no comportamento no deslocamento do grupo
isonitrila pode ser explicado pelo fato de que nos compostos 1b-4b o ligantes Tol
é coordenado ao centro metalico (Ru?*) na posicédo trans a um atomo de fésforo

da dppb, ja para os compostos 5b-8b o ligante Tol é coordenado na posicao trans
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aos nitrogénios dos ligantes diiminicos, que é um ligante rt-aceptor mais fraco que
o ligante dppb.
4.3.5 — Difracao de raios X de monocristal

A difracdo de raios-X de monocristal € uma poderosa ferramenta na
elucidacéo estrutural de compostos, tanto organicos quanto inorganicos. Foram
obtidos os monocristais para compostos 1a, 2a, 5a, 2b, 5b e 7b, as representacdes
ORTEP sdo apresentadas nas FIGURAS FIGURA 4.38-4.41 e 4.45-4.47. Os
dados cristalograficos mais importantes sdo mostrados nas TABELAS TABELA
4.14 eTABELA 4.16, e os comprimentos de ligacédo selecionados nas TABELA
4.14 e 4.16.

A estrutura do precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)],**’ foi usada para

comparagao com 0s compostos 1a, 2a e 5a, sendo mostrada na FIGURA 4.38.

(A) (B)

FIGURA 4.38 - Estrutura obtida por difracdo de raios-X do precursor
cis-[RuCl,(dppb)(bipy)], elipsoides com 30% de probabilidade.

Os cristais usados para o experimento de difracdo de raios-X foram
obtidos de uma solucdo concentrada, de CH,Cl,/CH3;OH 1:1 (V/V) por difuséo de

éter ou por evaporacao lenta de solvente. A estrutura do precursor apresenta uma
interacdo m—stacking do tipo “face-off”, onde apenas uma fenila da dppb esta em
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uma posic¢do acima de um dos anéis aromaticos do ligante bipy e as outras fenilas
néo apresentam interagoes .

Para 0os compostos da primeira série la, 2a e 5a, as anélises de
difracdo de raios-X confirmam as estruturas propostas para os complexos,
sugeridas por RMN *'P{*H}, mostrando a substituicdo dos dois atomos de cloro
do precursor por um ligante diiminico obtendo assim compostos com dois ligantes
do tipo diiminas e um lingante dppb, apresentando dois contra-ions perclorato, em
uma geometria octaédrica distorcida. Os dados da coleta dos cristais e 0s
parametros dos refinamentos sdo mostrados na TABELA 4.13, os comprimentos
de ligacdo e angulos ao redor do atomo de ruténio sdo mostrados na TABELA
4.14.

(A) (B)

FIGURA 4.39 - Estrutura obtida por difracdo de raios-X do complexo
[Ru(dppb)(bipy)2](ClO4)2, (A) vista frontal e (B) vista por cima, elipsoides com
30% de probabilidade.
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(A) (B)

FIGURA 4.40 - Estrutura obtida por difracdo de raios-X do complexo
[Ru(dppb)(bipy)(phen)](ClO.),, elipsoides com 30% de probabilidade.

(A) (B)

FIGURA 4.41 - Estrutura obtida por difracdo de raios-X do complexo
[Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](ClO,),, elipsoides com 30% de probabilidade.

Os compostos [Ru(dppb)(bipy)2](CIO,). (1a) e
[Ru(dppb)(bipy)(phen)](ClO,),  (2a) cristalizaram em um grupo espacial

centrossimétrico ortorrdmbico Pnna, onde somente metade da molécula é
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apresentada devido ao plano de simetria, ja 0 composto
[Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](ClO,), (5a) se cristalizou em um grupo espacial
centrossimétrico triclinico P/1 com uma molécula por unidade assimétrica. A
analise cristalografica mostra que os comprimentos de ligacdo Ru-P para os
compostos 1a e 2a sio praticamente idénticos com 2,36 A, para as ligagdes Ru-N
dos ligantes diiminicos para 1a sdo 2,121 (P-Ru-N) e 2,095 (N-Ru-N) A. Para o
composto 2a os valores apresentam-se um pouco maior, sendo 2,126 e 2,099 A.
Podemos verificar que os comprimentos de ligacdo Ru-P sdo muito préximos nos
dois compostos.

Para 0 composto 5a, o comprimento da ligacdo Ru-P1, que é o
fosforo trans ao Nsspipy € 2,385 A, e 0 comprimento de ligagio Ru-P2 trans ao
Nbipy € 2,368 A, ja 0s comprimentos de ligagdo Ru-Npipy € RuU-Nsshipy € de 2,083 A
e Ru-Npipy trans a fosforo é 2,122 A e para Ru-Nssyipy trans a P ¢ 2,111 A e
RU-Nssbipy trans a Npipy € 2,079 A,

TABELA 4.14 - Dados cristalograficos e refinamento para 1a, 2a e 5a.

la 2a 5a
Formula C25H245CIsN2045PRUgs  CasH24CIzsN204PRUg s Cs51:N508P2Cl:RUH40
Sistema cristalino ortorrébmbico ortorrombico triclinico
Grupo espacial Pnna Pnna P-1
alA 14.0507(4) 14.2563(7) 11.5493(3)
b/A 20.6304(7) 20.7842(10) 12.1628(3)
c/A 18.3285(5) 18.4436(10) 20.1557(5)
a/® 90 90 102.8420(10)
p/° 90 90 91.6050(10)
v/° 90 90 112.0490(10)
Volume/A3 5312.9(3) 5464.9(5) 2539.06(11)
Z 8 8 2
wmm* 0.716 0.695 0.534
20 range/° 3.652 t0 52.872 2.952 t0 52.802 2.088 to 52.882
Reflexdes coletadas 62807 39374 33834
Reflexdes indep. 5468 5603 10418
Rint 0.0509 0.0660 0.0390
R:® 0.0623 0.0646 0.0551
WR2 0.1669 0.1826 0.1527
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TABELA 4.15 - Comprimentos de ligacdo (A) e angulos (°) selecionados das
estruturas 1a, 2a, 5a e precursor.

Ligacéo (A) la 2a 5a Precursor
Ru-N2 2,126 2,121 2,122 2,088
Ru-P1 2,360 2,360 2,368 trans bipy) 2,279
Ru-P2 2,360 2,360  2,328itrans 55bipy) 2,331
Ru-N1sspipy 2,079
RU-N2ssbipy 2,111
Angle (°)

Niioy-RU-Noiny 76,93 78,65 7781 76,89
Npipy-Ru-P 90,73 90,98 89,72 91,06
Niig-Ru-Niig 76,93 78,65 77,85 ---
P1-Ru-P2 98,25 98,69 99,07 93,82

Analisou-se os dados obtidos com o software Platon sugerindo a
existéncia de interagdes do tipo m-stacking tanto no precursor, quanto nos
complexos analisados, porém o grupamento fenila do precursor encontra-se em
uma posicao diferente da posicdo ocupada nos complexos. O grupo fenila no
precursor é direcionado para apenas um anel aromatico da bipy, sendo o tipo de
n-stacking relatado para compostos com fosfinas e diiminas, ja para 0s compostos
la, 2a e 5a o grupo fenila é localizado sobreposto ao ligante bipy, havendo
interacdo com os dois aneis da diimina.

Observa-se que nos compostos com interacdo do tipo “parallel-
offset” ocorre a diferenciacdo dos grupos fenilas observado na regido de
acoplamento Il nos experimentos de COSY. Pode-se assim inferir que a
diferenciacdo observada esta relacionada a este tipo de interacéo , sendo que este

efeito € gerado pela influéncia de efeitos estéricos que agem sobre a fosfina depois
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da entrada do segundo ligante diiminico na estrutura, sendo as diiminas mais
volumosas que os dois ligantes cloros na esfera de coordenacgédo octaedrica, onde
a fosfina através da mobilidade dos grupos -CH,- da dppb, forca os grupos fenila
para a posicdo proxima ao meio dos ligantes diiminicos, onde a corrente de anel

€ mais evidente, o que causa a blindagem dos prétons presentes na fenila.

| H“’hil‘ | L

1 ;\ B / I
| | 5 La
s 5] 1./ offset .

FIGURA 442 - Diferenciagdo dos tipos de interacbes n—m entre
cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] (A) e o complexo [Ru(dppb)(bipy)2](CIO,), (B).

A FIGURA 4.43 mostra que as distancias calculadas para os
centroides sdo iguais a 3,669 A, 3,746 A para 1a e 2a, respectivamente. Para 0
composto 5a sdo 3,746 A (fenila --- bipy) e 3,917 A (fenila --- 55bipy), sendo que
esta analise confirma que somente dois grupamentos fenila da dppb apresentam
interagdo do tipo n-stacking. As interacdes t—n tem centroides na faixa de 3,7 A,
maior que a soma de raios de van der Waals que é 3,5 A para carbonos,*®
indicando que estas interacOes sdo forcgas principalmente dispersivas, mas também

ocorre a contribuicédo eletrostatica como mostrado na FIGURA 4.44.
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3.677A

(@) (b) (c)

FIGURA 4.43 - Detalhes das intera¢des m-m intramolecular nos complexos

[Ru(dppb)(bipy)2](ClO4).  (a),  [Ru(dppb)(bipy)(phen)](CIO4). (b) e
[Ru(dppb)(bipy)(phen)](ClO,): (c).

phenyl

Bpy

6+—8+ 6+_5+

FIGURA 4.44 - Representacdo da interagdo entre os grupos fenilas da fosfina em
posicao paralela “offset” com os ligantes aromaticos diiminicos, a seta amarela
representa atracdo entre regido pobre em eletrons da fenila e a regido rica em
elétrons da diimina. A seta rosa representa a repulsdo entre os ligantes e a regido
dos orbitais representada em azul claro.

O tipo de interacdo verificada nas estruturas cristalinas é consistente
com a proposta por RMN do campo diamagnético anisotropico secundario gerado
por elétrons w dos ligantes diiminicos, justificando o surgimento da regido de
acoplamento Il nos experimentos de COSY. Complexos contendo w-staking em
complexos com fosfinas e diiminas ja foram reportados na literatura, porém € o
primeiro trabalho que relata a observacdo desse tipo de interacdo por

experimentos de RMN. Os dados cristalograficos para 1a, 2a e 5a mostram que
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0s grupos diiminicos e os grupos fenilas tem arranjo espacial concordante com 0s
dados de NOESY, mostrando a grande proximidade dos grupos fenilas e
diiminicos, tipicos de forcas intramoleculares (n-7), observados tanto em solucao
como em estado sélido.

Para os compostos da série 2, como sugerido pelas demais técnicas
de caracterizagdo, 0S compostos apresentam geometria octaedrica e carga +1
devido a substituicdo de apenas um ligante cloro. Para o composto 2b a
substituicdo ocorre no cloro que ocupa a posicao trans ao fosforo devido ao efeito
trans que torna este cloro mais labil que o cloro trans ao nitrogénio, como
mostrado na FIGURA 4.45. A estrutura ja havia sido proposta por RMN 31P{1H},
foi agora confirmada por cristalografia de raios-X.

O composto 2b que apresenta dois ligantes bidentados, sendo uma
fenantrolina e uma dppb, além de dois ligantes monodentados Tol e cloro,
cristalizando em um grupo espacial ndo-centrossimétrico ortorrémbico P2,2:2;,
ja os compostos 5b e 7b, apresentam os ligantes bidentados bipy e 44bipy,
respectivamente, além de duas monofosfinas (PPhs) cada, o ligante Tol e cloro na
esfera de coordenacdo. O composto 5b cristalizou em um grupo espacial
centrossimétrico triclinico P/1 e o complexo 7b cristalizou em um grupo espacial
monoclinico P2;/c.

Para os compostos 2b, 5b e 7b como evidenciado pelas técnicas
anteriores, houve a substituicdo de apenas um ligante cloro por um ligante Tol,
porém com uma diferenca estrutural significativa, onde no complexo 2b o ligante
Tol coordena na posicgéo trans ao atomo de fésforo do ligante dppb, ja para 5b e
7b a posicdo ocupada pelo ligante Tol é trans ao nitrogénio do ligante diiminicos,
com os dois ligantes PPh; em posicédo trans um em relagdo ao outro, como mostra
as FIGURAS 4.46 e 4.47.
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Para os compostos 2b, 5b e 7b os comprimentos de ligacdo Ru-C
entre o centro metalico e o ligante Tol foram de 1,946, 1,900 e 1,897 A,
respectivamente. Esses dados para ligagdo Ru-C estdo de acordo para o0s
comprimentos de ligacao esperados para este tipo de organometalico observados

para compostos de ruténio na CCDC.

FIGURA 4.45 - Estrutura cristalina do complexo [RuCl(dppb)(phen)(Tol)]PFs
(2b), onde o PF¢ foi omitido para melhor visualizacéo, elipsoides com 30% de

probabilidade.
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FIGURA 4.46 - Estrutura cristalina do complexo [RuCI(PPhs).(bipy)(Tol)]PFs
(5b), onde o PF¢ foi omitido para melhor visualizacéo, elipsoides com 30% de
probabilidade.

FIGURA 4.47 - Estrutura cristalina do complexo [RuCI(PPhs),(44bipy)(Tol)]PFs
(7b), onde o PF¢ foi omitido para melhor visualizacéo, elipsoides com 30% de
probabilidade.
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TABELA 4.16 - Dados cristalograficos e refinamento para complexos

[RuCl(dppb)(phen)(Tol)]PFs  (2b),
[RUCI(PPhs),(44bipy)(Tol)]PFs (7b).

[RUCI(PPh3)2(bipy)(Tol)]PFs  (5b)

2b 5b b
Formula Cs2Hs1CIFsN3O3PsRuS C111Hg7Cl2F12NsOsPeRU,S, Cas.75H255CIF1.75N1 50P1 5RU0 50,5
Sistema cristalino Ortorrdmbico Triclinico Monoclinico
Grupo espacial P2:212; P-1 P21/c
alA 10.5330(2) 12.4404(8) 12.3070(5)
b/A 19.1710(4) 20.0886(12) 22.2600(7)
c/A 25.3910(6) 24.5036(14) 21.8930(5)
o/° 90 108.779(2) 90
B/ 90 97.326(2) 95.9400(19)
v/° 90 107.538(2) 90
Volume/A3 5127.16(19) 5354.5(6) 5965.5(3)
Z 4 2 4
wmm?t 0.556 0.538 0.520
20 range/° 5.966 to 52.028 3.428 t0 52.908 5.166 to 52.754
Reflexdes col. 9990 203284 58429
Reflexdes 9990 22028 12109
indep.
Rint 0.0509 0.0297 0.0567
Ri? 0.0952 0.0512 0.0407
WR2 0.1430 0.1264 0.1518
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Tabela 4.17 - Comprimentos de ligacdo (A) e angulos (°) selecionados das
estruturas [RuCl(dppb)(phen)(Tol)]PFs (2b), [RuCI(PPhs).(bipy)(Tol)]PFs (5b) e
[RuCI(PPhs),(44bipy)(Tol)]PFs (7b).

Ligacdo (A) 2b 5b 6b
RNl 2121(7)  2068(2)  2.077(4)

Ru-N2 2.134(7) 2.137(2) 2.136(4)
Ru-P1 2.340(2) 2.394(7) 2.408(13)
Ru-P2 2.452(2) 2.416(7) 2.410(13)
Ru-C 1.946(9) 1.900(3) 1.897(5)
Ru-Cl 2.412(2) 2.425(7) 2.428(12)
Angle (°)

N:-RU-N; 78.10(3) 78.03(9) 77.70(15)
P1-RU-P; 93.40(8) 177.05(3) 175.77(5)
CI-Ru-C 92.40(2) 95.20(8) 96.34(15)

Desta forma a cristalografia de raios-X permitiu retirar informacdes
de extrema importancia na elucidacdo estrutural, além de evidenciar de forma
clara os efeitos de interacdo n-staking nos compostos da série 1 e sua influéncia
no comportamento espectroscopico destes compostos.

4.3.6 — Calculos teoricos

O estudo teorico foi realizado apenas para cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] e
la-5a, de forma a avaliar os deslocamentos quimicos teéricos no RMN dos H dos
grupos fenila. Este estudo permitiu avaliar se os efeitos eletrdnicos e estéricos
observados experimentalmente podem ser observados por métodos de céalculos
por DFT.

Desta forma, foram otimizadas as estruturas do precursor e dos
compostos 1a-5a a partir das coordenadas cristalograficas (quando disponivel).

As otimizacdes foram confirmadas através da auséncia de frequéncias imaginarias
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para todas as estruturas. A sobreposicao das estruturas dos complexos otimizados
e das [Ru(dppb)(bipy)2](Cl04).  (1a),
[Ru(dppb)(bipy)(phen)](ClO.), (2a) e [Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](ClO.), (5a) séo
mostradas na FIGURA 4.48 e a comparacdo entre comprimentos de ligacoes

estruturas  cristalograficas para

experimentais e tedricos selecionados sdo mostrados na TABELA 4.18.

M o

X-rays

FIGURA 4.48 - Sobreposicdo das estruturas cristalograficas (em amarelo) e
calculadas por DFT (em vermelho) para os complexos 1a, 2a e ba.

TABELA 4.18 - Comprimentos de ligacdes selecionados (A) para os dados
obtidos por difracdo de raios-X e calculados por DFT para os complexos 1la-5a

Comprimento de ligac&o (exp/teo)

Ligacao la 2a 3a 4a 5a
RuU-Nlwesn) 2,0909/2,144 2,095/2,154 ---/2,144 /2,147 2,083/2,141
RU-N2wensey  2,126/2,151 2,121/2,164 ---/2,149 --/2150 2,122/2,147
RU-P1pipy) 2,360/2,492 2,360/2,487 --/2,486 ---/2,488 2,368/2,513
RU-P2ig) 2,360/2,492 2,360/2,482 ---/2,486 ---/2,494 2,385,2,512
Ru-N(lig-N)  2,009/2,144 2,095/2,157 --/2145 --/2147 2,079/2,158
Ru-N(lig-P)  2,126/2,151 2,121/2,164 --/2151 --/2,153 2,111/2,156

Os comprimentos de ligacdo selecionados mostrados na TABELA

4.18 , mostram a boa concordancia entre dados experimentais e teoricos, sendo
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que os erros relativos variam entre 2 e 5%, indicando que o nivel de teoria usada
foi adequada para o estudo destas estruturas.

Para as estruturas otimizadas 1a-5a verifica-se que as distancias entre
0s grupos diiminicos e fenilas, tem o mesmo padrdo obtido para os cristais,
evidenciando as intera¢des - em todos os complexos. A FIGURA 4.49 mostra
a sobreposicdo dos orbitais LUMO (localizado nos anéis diiminicos) e HOMO-3
(localizado nos anéis fenila) para o composto 1a e ocorre de forma similar para
0s demais complexos. A indicacao da presenca da interacdo entre os anéis fenilas
e anéis diiminicos, justifica a diferenca de energia das fenilas com e sem

n—n staking, afetando assim o deslocamento quimico no RMN de *H.

A phenyl
E n-n stakmg hydrogens 1 H N M R
: “ | Experimental
1
\” }‘ | ) “ \‘ 'ul . ‘r.‘}" ) ‘ S ‘, AW
: 1H NMR
g phenyl .
3 o sldnghydrosens Theoretical
a8
- ll !

o T—T \e
2 staking ‘
~ Off-set \ &y

HOMO-3 LUMO HOMO-3/LUMO overlay

FIGURA 4.49 - Comparacdo entre os espectros de RMN de !H tedrico e
experimental (A), orbital HOMO-3 (B), orbital LUMO (C) e sobreposicdo dos
orbitais HOMO-3 e LUMO evidenciando o r-stacking (D).

Os espectros de RMN !H tedricos calculados para o precursor e
la-5a, mostram-se semelhante ao obtido experimentalmente, evidenciando a

separacdo no espectro dos sinais dos 10 H das duas fenilas em n-stacking. Na
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TABELA 4.19, sdo apresentados os deslocamentos tedricos comparados com 0s
dados experimentais.

Os espectros tedricos apresentam 0 mesmo comportamento
observado experimentalmente, sendo os protons aromaticos menos blindados,
com 6 calculados na faixa de 6,09 a 7,48 e no espectro experimental valores de o
na faixa de 6,15 a 7,09, encontramos os prétons referentes as fenilas em n—n
stacking e todos aromaticos restantes aparecem em campo mais baixo.

TABELA 4.19 - deslocamentos quimicos (8) experimentais e tedricos para ‘H
na regido de 6,09 a 7,56.

la 2a 3a 4a 5a

Teo. Exp. Teo. Exp. Teo. Exp. Teo. Exp. Teo. Exp.
649-6,64 615625 | 609  6,17-628 6,49 6,16-6,32 6,47 6,16-6,29 | 6,19 6,23-6,36
(4H) 6,49 4H 6,51 4H 6,49 4H 6,57 4H

6,50 6,61 6,63 6,80

6,56 6,74 6,71 6,98
6,99-7,27 659670 | 6,67  6,60-6,73 6,96 6,61-6,78 6,96 6,66-6,71 | 7,08 6,65-6,75
(4H) 6,97 4H 6,97 4H 6,98 2H 7,18 2H
6,97 7,23 7,26 6,71-6,78 | 7,33 6,75-6,78
7,10 7,29 2H 7,40 2H
7,48 6,92-701 | 7,24  6,94-7,05 7,31 6,95-7,09 7,36 6,97-7,08 | 756 6,97-7,06
(2H) 7,26 2H 7,48 2H 7,45 2H 7,49 2H

Desta forma, os dados teoricos encontram-se coerentes com os dados
experimentais obtidos, fornecendo uma forte evidéncia para a proposta do
comportamento diferenciado dos H da fosfina nesse sistema, que juntamente com
os dados em solucdo (RMN), no estado solido (raios-X), mostram que o efeito do
n—n stacking em “off-set” tem grande importancia na diferenciagdo dos protons
da dppb em complexos com ligantes diiminicos e que provavelmente apresenta o
mesmo comportamento em sistemas similares. Pretende-se assim contribuir com
a compreensdo do comportamento do RMN desta classe de complexos e auxiliar
futuros trabalhos no conhecimento mais aprofundado dos efeitos observados por
RMN.
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4.4 — Avaliacao do Potencial Biologico dos Complexos de Ruténio

4.4.1 — Avaliacao da Interacdo dos Complexos com DNA

O DNA é uma biomolécula bastante estudada e de extrema
importancia na regulacdo de varios processos bioldgicos fundamentais. E
considerada como um dos alvos de compostos inorganicos, devido ser atribuida a
esta biomolécula o mecanismo proposto para a boa atividade do farmaco
cisplatina, com a qual apresenta uma interacdo covalente, coordenando-se as
bases nitrogenadas do DNA, o que impede a replicacdo celular, ativando
mecanismos de morte celular. Desta forma uma grande parte dos trabalhos
publicados com compostos com atividade antitumoral apresentam estudos de
interacdo dos compostos com DNA, 149152

Os estudos de interacio com o ct-DNA (calf thymus-DNA),
permitem verificar se 0s compostos interagem com esta biomolecula e se este

pode ser um possivel alvo caso 0s mesmos apresentem atividade.
4.4.1.1 — Viscosidade

A viscosidade é uma propriedade fisica que caracteriza a resisténcia
de um fluido ao escoamento, a uma dada temperatura, de forma que quanto maior
for a viscosidade, menor serd a velocidade que o fluido se movimenta. O
experimento aqui realizado acompanha a alteracdo ou ndo da viscosidade de uma
concentracdo fixa de DNA, variando a concentracdo do complexo, sendo um
experimento bastante confiavel e reprodutivel para evidenciar o tipo de interacéo
com o DNA 1%

Para avaliar se ocorre interacdo dos complexos com o DNA foram
utilizados trés compostos de referéncia, sendo a cisplatina, que interage
covalentemente com o DNA provocando diminuicdo na viscosidade, pois
interacdes do tipo covalente do complexo ao grupo fosfato ou aos pares de bases

leva a0 rompimento das interacGes entre as fitas e das ligacdes entre 0s
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nucleosideos o que provoca a fragmentacdo do DNA, e diminuicdo da viscosidade
da solucéo.’> 1% As interacOes eletrostaticas, como ja é relatado na literatura para
0 composto 6a, ndo provocam alteracdo no perfil de viscosidade da solucdo de
DNA pois ocorrem na superficie do DNA néo levando a alteracéo significativa da
estrutura do DNA e da viscosidade da solucéo.'®® Interagdes intercalativas, como
ocorre com a cloroquina e brometo de etidio, ocasionam 0 aumento da viscosidade
da solucéo, devido a intercalacdo aumentar as distancias entre os pares de bases,
0 que provoca o aumento do volume do DNA e consequentemente a maior
resisténcia da solucdo ao escoamento.®

Através da comparacdo do comportamento da viscosidade
DNA/complexo dos compostos la-5a e 1b-8b com os compostos referéncia
[Ru(bipy)s](PFe). (6a), cisplatina e cloroquina, pode-se ter indicios do modo de
interacdo dos compostos com DNA, caso 0 composto seja capaz de atingir o
nucleo da célula.

Construindo-se um grafico de (n/no)*® (onde m e mo sdo as
viscosidades especificas da solucdo de ct-DNA, na presenca e auséncia dos
complexos, respectivamente) vs. [complexo]/[DNA] obtém-se uma curva
caracteristica do tipo de interagéo existente. As curvas obtidas para 0s compostos
aqui estudados sdo apresentadas nas FIGURAS 4.50-4.52.
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—®—cloroquina —@— Cisplatina ®—-1la —®—22 —83a ®-4a @52 —@—6a

FIGURA 4.50 - Grafico de viscosidade para complexos da série 1 (1a-6a).

1,19

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

[complexo]/[DNA]

—@—cloroquina —@—cisplatina ®—-6a —@—1b —e—2b @3 —e—4b
FIGURA 4.51 - Grafico de viscosidade para complexos série 2 (1b-4b).
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FIGURA 4.52 - Grafico de viscosidade para complexos da série 2 (5b-8b).

Nos gréaficos obtidos para os complexos da série 1 e série 2, observa-

se uma mesma tendéncia nos experimentos de viscosidade, para a solucdo de
DNA em todos os complexos seguindo o comportamento semelhante ao
apresentado pelo composto de referéncia [Ru(bipy)s](PFs).. Esta tendéncia deve-
se a0 modo de interacdo dos complexos com o DNA, onde provavelmente
interacdes fracas como ligacOes de hidrogénio e eletrostaticas ou até mesmo a
auséncia de interacdo ndo provocam mudancas significativas na viscosidade das

solucdes.

4.4.2 — Avaliagao da interacéo dos complexos com albumina soro
humana (HSA).

Os estudos de interagdo dos compostos com albumina (HSA) tém
sido bastante reportados na literatura devido a Albumina ser a proteina presente

em maior quantidade no organismo, e desempenhar uma importante fungéo
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bioldgica, pois é responsavel pelo transporte de compostos pela corrente
sanguinea. Tal funcdo justifica a importancia do conhecimento sobre como 0s
compostos se comportam na presenca desta proteina (HSA — FIGURA 4.53),
sendo que para que 0 composto consiga ser transportado pela corrente sanguinea
e liberado no organismo, deve se ligar reversivelmente a albumina, possibilitando

o carreamento e liberacdo do meio extracelular para o intracelular,’81°815°

FIGURA 4.53 - Esquema da estrutura secundaria de HSA com subdominios
codificados por cores da seguinte forma: 1A - vermelho; IB - vermelho claro; 1A
- verde; 1IB - verde claro; I1IA - azul; I1IB - azul claro.'®

O metodo usado para avaliar a ocorréncia e o tipos desta interacdo
entre moléculas e HSA ¢ pela da supressdo da fluorescéncia da albumina
ocasionada por varios processos que diminuem a intensidade da mesma sendo esta
supressao classificada como dindmica ou estatica. A supressdo dinamica resulta
da colisdo entre o fluoréforo e o supressor no estado excitado, enquanto a
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supressdo estatica ocorre devido a formacédo do complexo com estado de menor
energia entre o fluoréforo e o supressor, ndo estando este no estado excitado
ocasionando a formacdo de um aduto entre 0 complexo e a HSA. Esta é uma
importante informacdo sobre como 0s processos de supressao ocorrem devido a
alteracdo conformacional nas subunidades da proteina, ligacdo do substrato ou
desnaturacdo proteica, isto em decorréncia da interacdo dos compostos com a
molécula em questdo.®!

Em geral, pode-se distinguir os supressores dinamicos e estaticos
pela dependéncia da temperatura e viscosidade. Uma supressao dinamica depende
da difuséo, assim altas temperaturas resultam em um coeficiente de difusao alto,
e consequentemente as constantes de supressdo devem aumentar com 0 aumento
da temperatura. Em contrapartida, na supressdo estatica um aumento da
temperatura resulta decréscimo dos valores das constantes de supresséo.®2

A maior parte da fluorescéncia da HSA quando excitada a 280 nm é
proveniente do residuo de triptofano e de outros residuos de aminoécidos.®® Deste
modo o0 acompanhamento da supressdo da fluorescéncia da HSA é um meio
valioso de se avaliar as interagbes existentes entre a proteina e complexos
metalicos.

Os experimentos foram realizados seguindo o decréscimo da
intensidade da fluorescéncia em concentragdes diferentes do composto em duas
temperaturas distintas (298 e 310K), onde acompanhou-se 0 decréscimo da banda
que ocorre na faixa de 300 a 380 nm sobre uma excitacdo em 280 nm. Conforme
pode ser visto na FIGURA 4.54, a intensidade de fluorescéncia sofre um
decréescimo a medida em que aumenta a concentragdo do complexo
[Ru(dppb)(bipy)2](ClO.), 0 que € um indicio que ocorre a interacdo do complexo
com a HSA.
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FIGURA 4.54 - Supressdo da fluorescéncia da HSA frente a diferentes
concentragdes 0; 1,56; 3,12; 6,25; 12,50; 25,0; 50,0; 100,0; 200,0 mM do
complexo [Ru(dppb)(bipy).](ClO,), (1a).

A analise quantitativa do processo de supressdo de fluorescéncia

pode ser feito através da equacéo de Stern-Volmer (Equacgéo 4.1) 63:

F?" =1+ K, .[complexo] = 1 + Kkg. t,. [complexo] (4.1)

Onde Fo é a taxa de fluorescéncia sem o agente de extingdo; F é a
taxa de fluorescéncia com o agente de extingédo e [complexo] é a concentracédo do
agente de extingdo, que no caso sdo 0s complexos da série 1 e série 2; K, é a
constante de velocidade de supressdo biomolecular e t, € 0 tempo de meia-vida
médio da HSA na auséncia de supressor. Para obter a constante de Stern-VVolmer
(Ks) foi plotado um gréfico de Fo/F versus [complexo], sendo Ks, 0 coeficiente
angular da equacéo da reta obtida no grafico (FIGURA 4.55).
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FIGURA 4.55 - Graficos de Stern-Volmer de FO/F versus [complexo] para HSA
na presenca de diferentes concentracdes do complexo [Ru(dppb)(bipy)2](ClOs),,
excitacdo = 280 nm, [HSA] = 5,0 x10° mol L.

Nas TABELAS

TABELA 4.20 e 4.21 sdo apresentados os valores da constante de Stern-
Volmer (Ks,) e da constante de velocidade de supressédo biomolecular (Kq),
considerando como tempo de meia vida do estado excitado da HSA (5.0 10° s
1)164. Analisando os valores obtidos para Ks € Kq para os compostos das duas
séries, observa-se que de forma geral apresentaram comportamento semelhante
quando se aumentou a temperatura, os valores de Ksv diminuiram, sendo este

padréo atribuido a ocorréncia de mecanismo do tipo estatico.

Pode-se usar os dados calculados para Kg, utilizando sua magnitude
como referéncia, pois é relatado na literatura que para mecanismo dindmico de
colisdo para HSA e um composto estudado, a magnitude da constante apresenta-
se menor que 10% e para valores maiores que 10° indicam mecanismo estatico.
Para 0s compostos da série 1 os dados encontrados apresentem magnitude de 10%?,
e na série 2 apresentam uma maior variacdo na faixa entre 10 e 104, porém com
a mesma caracteristica de ter magnitude acima de 10%°, indicando a formagéo de

especie intermediaria o que € caracteristico de mecanismo estatico.
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TABELA 4.20 - Dados obtidos pela equacdo de Stern-Volmer para a interacéo
dos complexos 1la-6a com HSA (DP = desvio padrao)

Ksv + DP Kq

Composto T (K) (109 (102) R?
[Ru(dppb)(bipy)=](CIO4)s 1a éig i:g i 8(1)2 ggg 832??
RuOErenICiog 20 T B0 T oo
RUCPPDIOPYEICIOR3 20 sooton  oae ooane
RUCOIDIGIEDINICION 42 o 3verove o Ui
RUCOIDIGIEINICION S o orarore  ves  oson
RuGiPIPFo: 62 G0  esisot e oeets

TABELA 4.21 - Dados obtidos pela equacdo de Stern-Volmer para a interacdo
dos complexos 1b-8b, com HSA (DP = desvio padrao)

Ksv = DP Kq
(104) (1012)
298 2,36+0.07 0,54 0,9803
310 2,17+0.09 5,30 0,9806
298 7,67+0.07 43,2 0,9813
310 550+0.11 104,2 0,9832
298 4,98+0.06 112,8 0,9755
310 3,32+0.07 602,0 0,9854
298 2,99+0.12 3,73 0,9804
310 2,31+0.08 5,80 0,9805
298 12,58+0.09 132,22 0,9856
310 9,96+0.11 726,0 0,9830
298 13,27+0.08 89,2 0,9901
310 9,47+0.05 514,0 0,9900
298 10,58+0.10 120,4 0,9860
310 8,39+0.08 462,0 0,9870
298 8,60+0.07 252 0,9875
310 6,35+0.05 168,0 0,9964

Composto T (K) R?

[RuCI(dppb)(bipy)(Tol)]PFs 1b
[RuCI(dppb)(phen)(Tol)]PFs 2b
[RuClI(dppb)(44bipy)(Tol)]PFs 3b
[RuCI(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs 4b
[RUCI(PPhs)(bipy)(Tol)]PFs 5b
[RUCI(PPhs)2(phen)(Tol)]PFs 6b
[RUCI(PPhs)2(44bipy)(Tol)]PFs 7b

[RUCI(PPhs)2(55bipy)(Tol)]PFs 8b
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Como os dados obtidos indicam que 0 mecanismo que ocorre
majoritariamente € o estatico, devido a formacdo de um aduto (espécie
intermediaria), podemos representar o equilibrio desta reacdo utilizando os
valores de intensidade de fluorescéncia encontrados nos experimentos realizados.
Através da Equacéo 4.2, a seguir representada, pode-se calcular outros parametros
de ligacao:

log FOF—F

= log K;, + n log[complexo] (4.2)

Onde K, é a constante de ligacdo entra a HSA e o supressore n é o
numero de sitios de ligacdo por molécula de HSA. Estes parametros de ligacdo
podem ser encontrados pela confeccdo de um grafico de log(Fo - F)/F versus
log[complexo], onde o valor de K, e n sdo encontrados pelos dados obtidos na
regressdo dos pontos do grafico plotado, conforme pode-se conferir na FIGURA
4.56.

0,0 —r T - T - 1 1T 1 T T 1T
51 50 -49 -48 -47 -46 -45 -44 -43 -42

Log [Complexo]

FIGURA 4.56 — Graficos de Stern-Volmer de log(Fo-F)/F versus log[Q] para HSA
na presenca de diferentes concentrages do complexo [Ru(dppb)(bipy)2](ClO,),
(1a), excitacdo = 280 nm, [HSA] = 5,0 x10° mol L.
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TABELA 4.22 - Dados obtidos pela equacdo de Stern-Volmer para a interacdo
dos complexos 1a-6a com HSA (DP = desvio padrao)

Composto T (K) Kl()liosl)ap N*+ DP R?
RUCPREORACONR 18 20 195 13 oognr
RuCppb)bipy)henlCI0R 22 200 So0 L% o
[Ru(dppb)(bipy)(ctbipy)l(CIOg2 32 oo igi 112 83232
[Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](ClO4). 4a ;ig 32”116 823 ggsgé
[RuCppb)bipy)GSbipI(CIog 52 o0 e 1o o
[Ru(bipy)a](PFs)2 62 éiﬁ 31,’196 3; gggﬁ

TABELA 4.23 - Dados obtidos pela equacdo de Stern-Volmer para a interagcéo
dos complexos 1b-8b com HSA (DP = desvio padrao)

Composto Kb+ DP N*+DP R?
RuCIGppb)bipy)(TolPRs 1o o7l 018 0o
[RuCl(dppb)(phen)(Tol)]PFs 2b é;iigz 1;431 gjggg
[RuCI(dppb)(44bipy)(Tol)]PFs 3b 251182 igg 8:322451
[RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs 4b ;ggigj 382 ggggg
[RUCI(PPhs)2(bipy)(Tol)]PFs 5b 22;182 1;2 82222
[RUCIPPI(Ren)(TOIPFs 60 o010 Toa  oooos
[RUCIFPR:(aabip) ToJPF 7o S92 128 08

] 1,26.10° 1,05 0,9875
[RUCI(PPh3)(55Dipy) (ToDIPFs 80 s 1y 0.9964
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Para as duas séries pode-se observar os valores de Ky obtidos, e
apresentados nas TABELAS 4.22 e 4.23, sdo da ordem de 10° para a série 1 e para
a série 2 variam entre 10 - 10°, o que indica que os complexos tém capacidade de
serem carreados pela HSA, pois interagem com a albumina. Valores de K, na
ordem de 10° podem ser consideradas interacoes relativamente fortes, e valores
por volta de 10* sdo consideradas interacdes de forca moderadas, e valores da
ordem 102 considerados como interacdes fracas. Para que o composto tenha uma
alta biodisponibilidade o ideal é que esse tipo de interacdo ocorra na ordem de
102-10%, devido a possibilidade de a biomolécula carrear o complexo para o
interior da célula e uma vez no interior da célula liberar o0 mesmo. Complexos
com constantes de interacdo na ordem de 10°-10° interagem relativamente forte
com a albumina, de forma que a liberacdo do complexo no interior da célula é
prejudicada, o que pode acarretar na diminuicdo da biodisponibilidade do
complexo.162

Para os valores encontrados para K, nos complexos, tanto da série 1
quando a serie 2, espera-se que 0S COmMpostos possam ser carreados para o interior
das células, porém com a biodisponibilidade sendo um pouco reduzida e para se
obter uma melhor compreensdo de como 0S compostos irdo ser
biodisponibilizados no transporte pela corrente sanguinea faz-se necessario o
aprofundamento em testes in vivo, que poderéo ser realizados no futuro.

Outra informacéo relevante que se pode extrair deste experimento é
0 tipo de interacdo que ocorre entre complexo e HSA a partir da obtencéo de
parametros termodinédmicos (energia livre de Gibbs - AG®, varia¢do de entropia -
AS° e entalpia - AH®) para os experimentos nas condi¢des realizadas. Podemos de
forma relativamente simples obter os parametros termodinamicos baseados na

Equacéo 4.3 e desta forma inferir sobre o do tipo de interacéo, tais como interagéo
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eletrostatica, hidrofdbica, forcas de van der Waals, ligac6es de hidrogénio, dentre
outras.

AG®° = —RTInK, = AH°® — TAS® (4.3)
Onde Ky € a constante de interacdo com a HSA, T é a temperatura em que foi
realizado o experimento (298 e 310 K) e R é a constante dos gases ideais (8,314
J.molt.K?). Através do rearranjo desta equacdo pode se plotar um gréafico de InK,
versus 1/T, conforme descrito na Equacéo 4.4.1°2 Nas TABELAS 4.24 e 4.25 estdo

representados os valores obtidos para os parametros termodinamicos.
AH® o
anb = — E + TAS (44)

TABELA 4.24 - Parametros termodindmicos calculados para os compostos
1a-6a.

AG° AH®  AS°
J.mol?) (kd.mol?) (J.mol?)

298 -2812,52 -64,896 -22,074 0,9877

Composto T (K) (k R?

[Ru(dppb)(bipy)2](ClO4). 1a

310 -315,14 0,9879
[RuCppb)bipy)phen)](CI0gz 22 50 o SN IET AR
[RuCppb)bipy)AtoipI(CIONe 32 o0 T 08 A0BEZ
[RuCppb)bipy)(@abipy)](CIOns da o0 o200 EOIBETBAS A
RuCpPD)bipY)SSHIDICIONR 52 3 aooeo o S
[Ru(bipy)s](PFe)2 6a gig ;ggégg 32,998 114,59 83322
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TABELA 4.25 - Parametros termodindmicos calculados para os compostos
1b-8b

AG® AH? AS°
Composto T (amort) (kimolh) (2.mol)

298 -19,58 146.33 556,46 0,9838

R2

[RuCI(dppb)(bipy)(Tol)]PFs 1b

310  -26,26 0,9827
RuCIppb)pren)(TolpFs 20 o0 Soed S04 290128 E
[RuCl(dppb)(44bipy)(Tol)]PFs 3b gig ?124513 10729 489,08 gggﬁ
[RuCI(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs 4b éig égjg 205 AT 832‘2‘;‘
[RUCI(PPhs)z(bipy)(Tol)]PFs 5b gig ggié 1ohzz A 832471;
RUCIPPhhen) ToNIPFs 6 o0 oot 1220 48845 R
[RuCI(PPhs)2(44bipy)(Tol)]PFs 7b gig 2532 2029 400 83232
[RUCI(PPhs)2(55bipy) (Tol)]PFs 8b éig égéé s S 832;7)

Os dados apresentados nas TABELAS 4.24 e 4.25 permitem inferir
sobre o tipo de interacdo quando estabelecemos a relacdo entre os tipos de
interacdo e os valores obtidos para os parametros termodinamicos calculados,
conforme pode-se ver a seguir:

e Valores positivos para AH® e AS°, indicam o envolvimento de forgas
hidrofébicas entre o complexo e albumina;

e Valores negativos para AH® e AS° - indicam forcas de van der Waals
e interacdes por ligacOes de hidrogénio;

e Valor negativo de AH° e positivo para AS® - indica interacéo
eletrostatica entre o complexo e a albumina.

Assim, pode-se concluir que as forcas de interacdo dos complexos
la-5a com a HSA sdo forgas de Van der Waals devido aos valores negativos de

AH° e AS® e para o composto 6a sdo forcas do tipo hidrofobicas e para 0s
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compostos da série 2 também apresentam valores que indicam que o tipo de
interacdo por forcas hidrofébicas. Variacfes de entalpia (AH®) e entropia (AS°)
positivas ocorrem devido a presenca de moléculas de agua posicionadas de forma
ordenada em torno dos aminoacidos externos a proteina, onde com a ocorréncia
da interacdo passa a adquirir uma configuracdo desordenada, como resultado de
interacOes hidrofébicas com o complexo.® Para todos com compostos estudados
foram obtidos valores negativos para a variacdo da energia livre de Gibbs
indicando que o processo de interacdo entre o complexo e a proteina se da de
forma espontanea.

4.4.3 — Coeficiente de Particéo (Log P)

O coeficiente de particdo ou lipofilicidade (logP) € um parametro
muito utilizado na industria farmacéutica e alimenticia que mostra a tendéncia de
distribuicdo de um composto no organismo humano, tanto pela difusdao de
estruturas apolares, como por membranas celulares, ou solug6es biologicas como
0 plasma sanguineo, fluidos intracelulares e linfa. Estudos de farmacocinética
mostram que a hidrofilicidade de um composto aumenta quando o valor de log P
diminui, e de modo semelhando quanto maior o valor de log P maior serd a
lipofilicidade de um composto.

Deste modo, quanto maior a lipofilicidade de um composto maior
serd sua afinidade pela fase organica, e quando maior a hidrofilicidade maior a
afinidade pela fase aquosa. A lipofilicidade dos complexos foi determinada em
um sistema agua/n-octanol para la-6a e agua/l,2-dicloroetano para 1b-8b, de
acordo com as solubilidades dos compostos e de forma que o sistema que mais se
assemelha com a membrana celular.

De forma geral, quanto maior o valor de log P, maior ¢ a afinidade
do composto pela estrutura lipidica da membrana plasmatica o que pode levar a

maior taxa de absorcdo por células. Valores de log P menores que -3 e maiores
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que 3 levam a uma absor¢do muito baixa, valores entre 0 e 0,5 levam a uma
absorcao em torno de 20% enquanto valores entre 1 e 1,5 estdo relacionados a
moléculas com aproximadamente 100% de absorcédo pelas células.'®® O sistema
usado para determinar o coeficiente de particdo é representado de forma genérica
na FIGURA 4.57 e os valores de Log P obtidos para os compostos estudados sao
mostrados na TABELA 4.25.

Borgénica

[BH " 4quosal ~
pK, = Log ([qu][Baquosa ] n-octanol ou LogP = Log
aquosal 1,2-dicloroetano

Agua

[Bory] )

[Baquosa]]

+
BH aquosa  C— B-‘gquusa

. _/

FIGURA 4.57 - Representacdo do equilibrio das espécies no equilibrio entre fases
organica e aquosa.
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TABELA 4.26 - Dados de lipofilicidade (Log P) dos complexos 1a-6a e 1b-8b.

Composto Log P
2a [Ru(dppb)(bipy)(phen)](ClO4). 0,25
3a [Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](CIO,), 0,77
4a [Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](ClO,); 0,24
5a [Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](ClO4). 0,24
6a [Ru(bipy)s](PFe)2 -1,40
1b [RuCl(dppb)(bipy)(Tol)]PFs 0,66
2b [RuCl(dppb)(phen)(Tol)]PFs 0,47
3b [RuCl(dppb)(44bipy)(Tol)]PFs 0,40
4b [RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs 0,47
5b [RuCI(PPhz)2(bipy)(Tol)]PFs 0,77
6b [RuCI(PPhs).(phen)(Tol)]PFs 0,85
7b [RuCI(PPhs),(44bipy)(Tol)]PFs 0,38
8b [RuCI(PPhs),(55bipy)(Tol)]PFs 0,57

A partir relacdes de concentracdes obtidas para cada complexo nas
fases organica e aquosa obtidas (TABELA 4.25) percebe-se que 0s compostos
la-5a apresentam valores de LogP na faixa de 0,24 a 0,77 e 0 composto usado
para comparacdo, o composto [Ru(bipy)s](PFs). (6a) teve comportamento
diferente apresentado valor de Log P negativo, igual a -1,40. Pode-se verificar que
0s compostos la-5a apresentam-se mais solUveis na fase lipofilica (n-octanol),
enquanto o composto 6a € o composto com mais afinidade pela fase aquosa

(hidrofilico), o que indica como a mudanca de um grupo diiminico por uma
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fosfina influenciou na lipofilicidade do composto. Sugere-se desta forma, que esta
mudanca na lipofilicidade pode ter sido essencial para que os compostos da série
1 apresentarem atividade citotoxica, pois para 0 composto 6a o valor negativo de
Log P indica a dificuldade do composto em permear a membrana celular, e que
ao dificultar o acesso ao meio intracelular, ndo apresentando citotoxicidade.

Para os compostos 1b-8b os valores de LogP variam de 0,40 a 0,80,
indicando que estes compostos apresentam comportamento similar aos compostos
da série 1, que apresentam o grupo diiminico e grupo fosfinico na estrutura, sendo
que todos apresentam maior afinidade pela fase organica, o que permite uma
melhor permeabilidade por membranas lipidicas.t®’

4.4.4 — Ensaios de Citotoxicidade

Todos os complexos sintetizados neste trabalho foram estudados
quanto as suas citotoxicidades frente a duas linhagens de células tumorais e uma
linhagem ndo-tumoral. As duas linhagens tumorais sdo provenientes de cancer de
pulméo e prostata (A549 e DU-145) e a linhagem ndo tumoral de pulméo (MRC-
5). A fim de comparacdo em todas a células foi testado também o farmaco
inorgénico cisplatina. Os dados de ICsy (concentracdo que inibe 50% do

crescimento celular) obtidos para os complexos sdo mostrados na TABELA 4.27.

134



Silveira, R. G.

Resultados e Discussao

TABELA 4.27 - Valores de ICso em pmol L™ para os complexos e ligantes
avaliados nas linhagens tumorais e ndo tumoral.

1Cs0 (UM)

Complexos

A549 DU-145 MRC-5 *1S
cis-[RuClz(dppb)(bipy)] N.D 26,71+0,66 N.D
2,2-bipiridina >100 >100 >100
1,10-fenantrolina >100 >100 >100
4,4’-di-terc-butil-2,2’-bipiridina >100 >100 >100
4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina >100 >100 >100
5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina >100 >100 >100
1a [Ru(dppb)(bipy)2](ClO4)2 741+08 7,97+024 263+009 0,35
2a [Ru(dppb)(bipy)(phen)](CIO4)> 10,19 + 2,46 >100 262+0,09 0,25
3a [Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](ClO4). 11,82 +2,52 42,00+0,24 12,23+0,07 1,03
4a [Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](ClO4). 19,82 +0,98 20,00+ 0,02 15,83+050 0,79
5a [Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](ClO4)> 13,77 +£0,39 10,00+0,65 6,49+0,90 0,47
6a [Ru(bipy)z](PFs)2 >100 >100 >100
Ligante Tol >100 13.52+0.81 24.18+3.16
1b [RuCl(dppb)(bipy)(Tol)]PFs 166+£0,12 354+056 4,48+0,35 2,70
2b [RuCl(dppb)(phen)(Tol)]PFs 0,68+0,04 421+016 1,76%0,07 2,58
3b [RuCl(dppb)(44bipy)(Tol)]PFs 059+0,02 283+067 199+0,15 3,35
4b [RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs 0,34+0,07 207+011 115+0,19 3,32
5b [RuCI(PPhs)2(bipy)(Tol)]PFe 0,23+0,03 2,70+0,33 0,99+0,29 4,17
6b [RuCIl(PPh3)2(phen)(Tol)]PFs 0,19+0,01 241+0,09 1,14+0,03 597
7b [RuCI(PPhs)2(44bipy)(Tol)]PFs  0,14+0,02 1,47+0,27 0,90 £ 0,02 6,08
8b [RuCl(PPhs)2(55bipy)(Tol)]JPFs  0,0£0,01 196+0,23 0,37+0,05 3,48
Cisplatina 144+14 200+£047 29.09+0,78 2,02

*Indice de seletividade (IS) = 1Cso MRC-5 / ICsp A549

O valor de ICs representa a menor concentracdo capaz de inibir o
crescimento de 50% das células sendo encontrado através da densidade Otica ap0s

a adicdo de MTT, tanto nas células tratadas com os complexos analisados, quanto
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no controle positivo (cisplatina) e negativo (células sem tratamento). A leitura das
placas foi realizada 48 horas ap6s a adicdo dos complexos e controles, o que
forneceu graficos de viabilidade celular com 95% de confianca, realizados em
triplicatas independentes variando as concentragdes dos complexos.!68

Para a primeira série de compostos, buscou-se comparar a atividade
citotoxica dos compostos 1a-5a que apresentam duas diiminas e uma fosfina na
estrutura com 0 composto 6a que apresenta trés diiminas na esfera de
coordenacao. Verificou-se que o composto 6a ndo apresentou atividade citotoxica
em nenhuma das linhagens celulares estudadas e que os compostos la-5a
apresenta atividade proxima a atividade da cisplatina na linhagem A549, o que
nos da um indicio de que a fosfina pode ser de fundamental importancia na
atividade dos compostos aqui estudados. Observa-se que para a série 1
(compostos 1a-5a), a presenca da fosfina dppb contribuiu significativamente para
a citotoxicidade dos mesmos, tendo em vista que a Unica diferenca estrutural entre
esses compostos e 0 composto 6a, é a auséncia da dppb no composto 6a, o qual
ndo apresentou atividade citotoxica.

Os compostos 1a-5a ndo se mostraram-se muito seletivos frente as
células tumorais (A549 e DU-145), quando comparado com os valores de ICsg
para a linhagem ndo tumoral (MRC-5).

Os compostos da segunda série (1b-8b) mostraram-se mais
citotdxicos do que os compostos da série 1, e do que a cisplatina, usada como
referéncia. Os compostos 1b-4b apresentaram valores de 1Csy na faixa de 0,34 -
1,66 uM para A549, 2,06 - 4,20 uM para DU-145 e para a linhagem nao-tumoral
1,14 - 4,48 uM, obtendo-se assim indices de seletividade (1Cso A549/ICsp MRC-
5) na faixa 2,58 - 3,35, 0s quais sdo maiores do que os valores obtidos para a
cisplatina. Os compostos 5b-8b apresentaram valores de 1Cso entre 0,10 e 0,23

uM, 1,47 e 2,70 uM para as linhagens A549 e DU-145, respectivamente. Os
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valores de ICs, obtidos para a linhagem nédo tumoral MRC-5 variou de
0,36 - 1,13 uM. Para os compostos 5b-8b, foi observado melhores indices de
seletividade, quando comparado aos valores obtidos para 0s compostos 1b-4b,
bem como para a cisplatina. Os complexos 6b e 7b apresentaram 0s seguintes
indices de seletividade, 5,97 e 6,08, respectivamente, sendo ainda trés vezes mais
seletivos do que a cisplatina.

A partir dos dados de citotoxicidade obtidos verificou-se que 0s
complexos da série 2 apresentam-se bastante promissores para uso como
quimioterapicos, indicando que o ligante Tol apresentou grande influéncia na
atividade bioldgica e que mais estudos acerca das propriedades biologicas destes
compostos sdo de fundamental importancia para conhecimento do sistema aqui
apresentado. Nesse sentido, os compostos 4b e 7b foram selecionados para
estudos de estabilidade quimica, morfolégico, migracéo celular e morte celular,
por ensaio de apoptose. Selecionou-se 0 composto 4b, o qual contém a dppb em
sua estrutura e 0 composto 7b, contendo a trifenilfosfina, devido seus valores de
ICso € IS dos mesmos frente a linhagem celular A549.

4.4.5 — Estudo de estabilidade

Inicialmente avaliou-se a estabilidade dos compostos em DMSO e na
mistura DMSO/meio de cultura usado nos experimentos de citotoxicidade. Para
isso foram preparadas duas solugdes com os compostos 3a, 4b e 7b em DMSO
100% e DMSO/meio 66,6 % de DMSO e 33,3% de meio, sendo que 0s espectros
de RMN 3!P{*H} foram registrados nos tempos de 0, 2, 8, 24, 168 horas.

O estudo de estabilidade mostrou que em apenas DMSO o composto
3a (FIGURA 4.58) apresentou boa estabilidade quimica, e ap0s 24 horas no
espectro ainda é possivel observar o composto com a estrutura original e que
depois de 198 horas (7 dias), surgem outros sinais que indicam que o solvente

possivelmente comeca a se coordenar no composto onde aparece um sinal
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proximo a -20 ppm, indicando que o solvente esta substituindo a fosfina na
estrutura do composto, ja para o experiemento em DMSO/meio (FIGURA 4.59)
0 composto ndo apresenta mudancgas no espectro o que indica a boa estabilidade

nos testes bioldgicos realizados.

168 horas ‘l
S, I

48 horas J}L
24 horas ,I
8 horas ‘
JEIL
2 hora J
H._,é,il,;;:zl,‘;._ﬁ_, S S U —————
|
1‘00 9‘0 BIO 7‘0 6‘0 SIIJ 4‘0 3‘0 2‘0 1‘0 ;Zl -;0 'Zofl (g'par:
FIGURA 458 - Acompanhamento da estabilidade do composto

[Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](ClO4), por RMN 3P{*H} durante 168 horas em
DMSO.
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FIGURA 459 - Acompanhamento da estabilidade do composto
[Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](ClO4). por RMN 3P{*H} durante 168 horas em
DMSO/meio.

Para o composto 4b apenas em DMSO (FIGURA 4.60) no tempo 0
horas, além dos sinais referentes ao composto com 6 em 8.70 e 42.79, é possivel
observar um pequeno sinal com & em 22.90, possivelmente referente ao inicio da
saida do cloro presente na estrutura, com a entrada de uma molécula de solvente.
Apdbs 168 horas ainda é possivel verficar os sinais referentes ao complexo o que
indica uma boa estabilidade do composto. Para o experimento em DMSO/meio
(FIGURA 4.61) de 0 a 24 horas o espectro apresenta principalmente o sinal
referente ao complexo, e em 168 horas ainda temos os sinais referentes ao
complexo e aparecem mais dois sinais de pequena intensidade, que também indica

a boa estabilidade nestas condic¢des estudadas.
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da estabilidade do composto

[Ru(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs por RMN 3P{*H} durante 168 horas em DMSO.
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FIGURA 461 - Acompanhamento da estabilidade do composto
[Ru(dppb)(55bipy)(Tol)]JPFs por RMN S3'P{*H} durante 168 horas em
DMSO/meio.

Para o composto 7b os espectros mostraram que tanto em DMSO
(FIGURA 4.62) e DMSO/meio (FIGURA 4.63), 0 composto mostrou-se bastante
estavel e que em 24 horas s6 observamos a presenca do composto em solucéo, e
mesmo apds 7 dias observamos a presenca do composto em grande quantidade.
O composto 7b apresenta-se mais estavel que 4b, podemos justificar esta maior
estabilidade devido a posi¢do ocupada pelo atomo de cloro nos compostos, sendo
que em 4b o 4&tomo de cloro esta trans a um atomo de fosforo que devido ao efeito
competitivo facilita a saida do atomo de cloro, enquanto que em 7b o &tomo de
cloro esta trans a um atomo de nitrogénio do ligante diiminicos, o que apresenta

menor efeito competitivo quando comparado ao atomo de fésforo.

168 horas

24 horas

8 horas

2 horas

0 horas
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FIGURA 4.62 - Acompanhamento da estabilidade do composto
[Ru(PPhs),(44bipy)(Tol)]PFs por RMN 3!P{*H} durante 168 horas em DMSO.
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FIGURA 4.63 - Acompanhamento da estabilidade do composto
[Ru(PPhs)2(44bipy)(Tol)]JPFs por RMN 3P{'H} durante 168 horas em
DMSO/meio.

4.4.6 — Ensaio morfologico

Para verificar o efeito dos compostos 4b e 7b na morfologia das
células A549, as mesmas foram tratadas com os compostos (concentracdes do
ICs0, 2X ICs0 € 5 X 1Cs), durante o periodo de 48 h. Os dados obtidos séo
mostrados na FIGURA 4.64. Observou-se que as células A549 no controle
(contendo 5 % de DMSOQO), apresentam morfologia fusiformes, com algumas
células arredondadas. Ja as células tratadas com 0s compostos, apresentaram
alteracdes morfoldgicas quando comparado com o controle. Verificou-se uma
significativa inibicdo da profileracdo das células apds serem tratadas com 0s
compostos na concetracao do ICs, conforme pode ser observado pela diminuigédo
da densidade celular, apés 48 h de incubacdo. As células tratadas com 2x e 5x 0
ICso demostraram perda de aderéncia, morfologia arredondada, além da

diminuicdo no numero de células o que confirma a rela¢éo concentragcéo-resposta.
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FIGURA 4.64 - Estudo morfoldgico sob microscépio invertido (100x) de células
A549, tendo 0,5% DMSO no controle e as células tratadas nas concentragfes 1, 2
e 5 vezes 0 ICsp dos complexos [RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs (4b) e

[RUCI(PPhs).(44bipy)(Tol)]PFs (7b).
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4.4.7 — Estudo de migracéo celular

Uma forma réapida e simples de verificar a capacidade de migracéo
celular é o ensaio de fechamento de ferida. Nesse ensaio realizou-se uma “ferida”
na monocamada aderente de células A549, e adicionou-se 0s compostos
[RuCl(dppb)(55bipy)(To)]PFs (4b) e [RuCI(PPhs),(44bipy)(Tol)]PFs (7b), e
realizou-se 0 monitoramento da capacidade de migracdo das células para o
“fechar” a ferida. Imagens do processo de migragao das celulas foram registradas
apos 24h, e o fechamento da ferida foi calculado medindo-se a area de fechamento
e comparando-se com o controle. 1%

Observa-se na FIGURA 4.65 que as celulas do controle praticamente
fecharam apds 24 horas, 0 que mostra a capacidade de migracdo celular das
celulas da linhagem A549. Comparando os resultados observados para os
compostos 4b e 7b, com o controle, apds 24 horas, houve um fechamento de 42,5

e 56,2%, respectivamente.

=
=3

controle

Oh

A o

24h

.....

Concentragao 1C;,

FIGURA 4.65 — Estudo de migracédo celular A549 em 0 e 48h para o controle e

compostos [RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs (4b) e [RuCI(PPhs).(44bipy)(Tol)]PFs
(7b) nas concentractes do 1Csy.
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Com base nestes resultados, é possivel concluir que os compostos
além de efeito citotoxico apresentado, também apresentam a capacidade de inibir
a migracdo das células tumorais, o que é desejado para um farmaco pois a
capacidade de migracéo celular foi reduzida a metade, sendo que essa diminuigéo
de capacidade de migracéo das células € uma das caracteristicas responsaveis por

evitar a formacdo de metastases.

4.4.8 — Estudo de eletroforese em gel

O experimento de eletroferese em gel é utilizado na separacdo e
identificacdo de moléeculas carregadas, com diferentes massas em uma amostra,
devido a acdo de um campo elétrico. Para o estudo da interacdo de complexos
com DNA, pode-se verificar como o complexo pode interagir com o DNA
acompanhando as alteracdes provocadas na estrutura terciaria do DNA, onde a
migracdo ocorre do catodo para o anddo devido a presenca dos grupos fosfatos do
DNA. Compara-se as modificacGes entre a corrida do DNA e DNA/Complexo,
verificando quais modificagGes foram observadas. O DNA plasmidial apresenta

trés principais formas como apresentado na FIGURA 4.66.17°

DNA plasmidial Circular
Forma I I
Forma 11
- OOO()OOOOOOOOOO( Linear
Forma III —

Super enovelada

FIGURA 4.66 - Formas mais comuns do DNA plasmidial
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O estado nativo do DNA plasmidial é a forma superenovelada, a forma
circular aberta e a forma linear. Modificagdes na corrida eletroferetica do
plasmideo no gel apds a adi¢do do complexo pode ser uma indicacdo de interacdo
do complexo com DNA.Y Na FIGURA 4.67 pode-se observar o padrdo
eletroforético obtido para o marcador de peso molecular, do DNA plasmidial
(pBR322) na auséncia e na presenca dos compostos
[RuCI(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs (4b) e [RuCI(PPhs),(44bipy)(Tol)]PFs (7b).
Observou-se que a medida que a concentracdo dos complexos foi aumentada, as
bandas do DNA diminuiram a intensidade e no caso do composto 7b desapareceu
completamente. O desaparecimento das bandas do pBR322 pode ocorrer por dois
motivos: ligacOes covalentes ou interacdes pelos sulcos dos compostos com o
DNA. No caso de ligagOes covalentes, 0 composto interage tdo fortemente,
fragmentando o DNA em pequenas sucessdes, 0 que aumenta a sua mobilidade
eletroforética e expulsando o brometo de etidio da estrutura do DNA, diminuindo
a fluorescéncia e assim ndo sendo possivel sua observacéo. No caso de interacfes
dos compostos pelos sulcos do DNA, os compostos deslocam o brometo de etidio
da estrutura do DNA, diminuindo a fluorescéncia e assim, as bandas ndo podem

ser observadas.
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FIGURA 4.67 — Padréo da eletrofeorese em Gel de agarose do plasmideo pBR322
e dos complexos [RuCl(dppb)(55bipy)]PFs (4b) e [RuCI(PPhs),(44bipy)]PFs (7b)
nas razdes complexo/plasmideo 0.25; 0.50; 1.0 e 1.5.

A primeira hipotese de ligacdo é descartada pois pelas medidas de
viscosidade ja se observou que os compostos ndo apresentam ligacGes covalentes
com o DNA, pois ndo houve diminuicdo da viscosidade das solucdes
DNA/complexos. Dessa forma sugere-se que 0s compostos interagem pelos
sulcos do DNA, de forma que desloca o brometo de etidio da estrutura do DNA e

por isso ocorre a diminuicdo nas bandas observadas no gel.

4.4.1 — Ensaio de competitividade com Hoestch33258

Para confirmar as observacdes obtidas pela eletroferese em gel de que
0s compostos tém a capacidade de interagir eletrostaticamente pelos sulcos do
DNA foi realizado o estudo de competicio dos complexos

[RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs (4b) e [RUCI(PPhs3).(44bipy)(Tol)]PFs (7b) com o
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composto Hoestch3258. O Hoescht3258 é um marcador fluorescente com

capacidade de interagir com DNA via sulco menor como mostrado na Figura

XX.171

(A) (B)

FIGURA 4. 68 —Estrutura do complexo formardo entre dodecamero do DNA
(CGCGAATTCGCG), com o ligante Hoechst 33258 (A) e a estrutura do ligante

Hoeschst (B).17
O experimento foi realizado de forma qualitativa, sendo mostrado os

espectros de fluorescéncia a 298K nas FIGURA 4.69 e 4.70.
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FIGURA 4.69 - Espectro de fluorescéncia de competitividade DNA/hoescht e
complexo [RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs (4b) em diversas concentracdes (Ri= 0;
0.03; 0.06; 0.09; 0.12; 0.15; 0.18; 0.21; 0.24; 0.27; 0.30) a 298K com excitacdo

em 370 nm.

Intensidade da Fluorescéncia (a.u)

80000+

700004

60000+

50000+

40000+

30000+

20000+

10000+

os??

== bete,
= ﬁ:..:Otg
$heost s
._..w.,.,”;‘l..'.:: \
v'e -1
‘.,i " Re 8
fa/ | NS4 |
§ | R
Jof | .°8
‘o | o2
4 ; fo
ot | 3t
. 1 \
ﬁ- | '33
jo | '
55| LY
¢ )
s | i
(. L
¥ 5 L
8 ! L}
' (2
|
i

350

f f T Y
400 450 500 550

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.70 - Espectro de fluorescéncia da competitividade DNA/hoescht e
complexo [RUuCI(PPhs),(44bipy)(Tol)]PFs (7b) em diversas concentracdes (Ri=
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0; 0.03; 0.06; 0.09; 0.12; 0.15; 0.18; 0.21; 0.24; 0.27; 0.30) a 298K com excitacao
em 370 nm.

Devido a solubilidade limitada nessas condi¢bes experimentais, os Ri
utilizados ficaram na faixa de 0 a 0.3, que ja nos permitiu verificar a diminuicao
da fluorescéncia observada quando temos apenas DNA/Hoescht. Esta diminuicdo
pode ser explicada pela substitui¢do do ligante Hoescht pelo composto, indicando
que a interacdo também pode ocorrer pelo sulco menor do DNA, o que esté de
acordo com os dados obtidos pela eletroforese em gel.

4.4.2 — Estudo de morte celular

Um dos processos mais importantes na manutencdo da homeostase
no organismo é a apoptose, conhecida como morte celular programada, que
elimina células desnecessérias, danificadas ou potencialmente nocivas.'’®

Durante o processo de morte celular varias alteragdes estruturais
podem ocorrer na célula, sendo a externalizacdo da fosfatidilserina e a perda de
simetria do fosfolipidio da membrana na superficie um mecanismo de sinalizacao
para o processo de apoptose, sendo o facilitador do reconhecimento por proteinas
dependente de ions célcio, como a Anexina V que pode ser conjudadas com
fluorocromos como Ficoeritrina conhecido com PE. Desta forma, a coloragao
obtida pela interacdo entre PE e Anexina V ¢é utilizada juntamente com algum
corante como por exemplo 7-amino-Actinomicina (7-AAD) o que nos permite
detectar e quantificar células em apoptose precoce.

Para avaliar e quantificar o tipo de morte apresentado pelas células
expostas aos  compostos  [RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs  (4b) e
[RuCI(PPhs),(44bipy)(Tol)]PFe (7b), utilizou-se o kit de PE anexina VV/7ADD. Os
dados coletados por citometria de fluxo relativos a marcacgéo das culturas expostas
aos diferentes compostos, utilizou-se também o controle negativo e positivo. O
controle negativo é formado por células tratadas apenas com o DMSO (5%),

sendo que a sua maioria se apresenta na forma de células viaveis e desta forma
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impermeéaveis ao 7ADD e sem marcacdo com PE Anexina V pois ndo devem
apresentar externalizacdo da fosfatidilserina. Para controle positivo foi utilizado
o farmaco camptotecina na concentracdo de 32 uM, que tem a capacidade de
induzir morte celular por apoptose, sendo possivel observar o aumento na
porcentagem de células em apoptose inicial e tardia quando comparado com o
controle negativo.

Para os compostos 4b e 7b os experimentos foram realizados
utilizando 3 diferentes concentragdes de complexo, sendo 0,5, 2,5 e 5 mM.
Observou-se que ambos compostos sdo capazes de induzir a apoptose ja na menor
concentracdo estudada, verificando que um elevado numero de células tanto em
apoptose inicial quanto apoptose tardia, como pode ser observado nas FIGURA
4.71e4.72.
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FIGURA 4.71 — Ensaio de citometria de fluxo para a marcagédo com PE Anexina-
V e 7TADD de células da linhagem A549, incubadas durante 48 horas na presenca
do controle negativo, 32 uM de camptotecina e 0.5, 2.5 e 5 uM do composto
[RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PF¢ (4b).
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FIGURA 4.72 - Ensaio de citometria de fluxo para a marcacdo com PE Anexina-
V e 7TADD de células da linhagem A549, incubadas durante 48 horas na presenca
do controle negativo, 32 uM de camptotecina e 0.5, 2.5 e 5 uM do composto
[RUCI(PPh3),(44bipy)(Tol)]PFe (7b).

Desta forma o experimento realizado permitiu compreender como 0s
compostos agem no processo de morte celular. Verificou-se que a medida que a
concentracdo dos compostos aumenta, ocorre um aumento no numero de células
em apoptose, e que 0s compostos estudados conseguem induzir as células a morte
por apopotose e uma quantidade muito pequena de células apresenta morte por

necrose o que ¢é desejavel para um farmaco.
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CAPITULO 5—- CONCLUSOES

Neste trabalho foram obtidos quinze novos de complexos de
ruténio(ll), divididos em duas séries, na 1° série contendo apenas ligantes
diiminicos e fosfinicos e a 2° série contendo além destes o ligante isocianida de
p-toluenosulfonilmetila.

As caracterizagbes obtidas confirmam a obtencdo das novas
estruturas, para 0s compostos da 22 serie 0 uso da espectroscopia vibracional na
regido do infravermelho mostraram-se mais informativos devido a presenca do
grupo funcional isocianida que apresenta uma banda de absorcao caracteristica
em 2140 cm?, onde foi possivel acompanhar o deslocamento desta banda
indicando que a coordenacdo ocorre pela formacdo da ligacdo Ru-C, com a
formacéo do composto organometalico.

Para 0s compostos obtidos o0s experimentos de ressonancia
magnética nuclear de 3P{*H} apresentaram-se na forma de singleto para o
composto 1a e 5b-8b e dois dubletos para os compostos 2a-5a e 1b-4b. Para os
compostos da série 1, nos experimentos de *H-'H COSY foram encontrados o
comportamento ndo usual na separacao de duas fenilas da dppb, esta observacéo
ainda ndo reportada na literatura, permitiu explicar como ocorre a diferenciacdo
de 10 protons aromaticos por interagcdes m-stacking em solugdo causada por
combinacdo de efeitos eletronicos e estéricos. O efeito encontrado para duas
fenilas em n-stacking nos experimentos de RMN mostrou-se concordante com 0s
dados de difracdo de raios-X de monocristal e calculos DFT, o que confirma a
nossa hipotese.

A partir das observacbes que os grupos fenilas influenciam os
deslocamentos quimicos dos H aromaticos dos ligantes diiminicos, 0s compostos
da série 1 foram otimizados por métodos de estrutura eletronica, mostrando que

os espectros de rmn *H tedricos obtidos apresentaram os deslocamentos quimicos
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com muito similares aos obtidos experimentalmente, confirmando assim 0s
efeitos eletrdnicos envolvidos no n-stacking gerado entre a fosfina e a diimina.

Nos ensaios de interacdo com o DNA foi observado que o0s
compostos interagem fracamente com o DNA, sendo que 0s compostos da série 2
possivelmente interagem eletrostaticamente pelo suco menor, sendo que as
técnicas viscosidade, eletroforese em gel e ensaio de competitividade do
composto com Hoescht apresentaram boa concordancia entre si.

No estudo de interacdo com a HSA, conclui-se que 0s compostos
apresentam caracteristicas semelhantes nas duas séries sendo que os valores de
constante de interacdo (Kp) se encontram na faixa de 10*-10° que sdo interagGes
de moderadas a forte, e 0 mecanismo e que 0s compostos la-5a interagem com
HSA por forgas de van der Waals e os compostos 1b-8b por forcas hidrofobicas,
em todos 0s casos 0s compostos interagem espontaneamente com a molécula de
HSA apresentando valores de AG negativos.

Para o estudo da lipofilicidade dos complexos foi determinado o
coeficiente de particdo dos complexos, sendo que o composto 6a foi 0 composto
mais hidrofilico, indicando como a fosfina pode influenciar nas propriedados dos
compostos, aumentando assim sua lipofilicidade. Os compostos sintetizados
podem apresentar a capacidade de permear a membrana celular que que os
compostos 1la-5a e 1b-8b sdo lipofilicos.

Os complexos das duas séries tiveram suas atividades citotdxicas
testadas, in vitro, contra as celulas tumorais de cancer de pulméo (A549), células
tumorais de préstata (DU-145) e comparadas com a atividade em células néo-
tumorais de pulmdo (MCR-5). Os compostos da série 1 apresentaram atividade
citotoxica nas linhagens tumorais na faixa de 7,41 a 41,83 uM, exceto o0 composto
2a que ndo apresentou atividade na linhagem DU-145, porém os compostos ndo

apresentaram seletividade as células tumorais. O composto 6a ([Ru(bipy)s](PFe)2)
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usado para comparacdo ndo apresentou atividade bioldgicas nas linhagens
testadas, o que pode indicar que os ligantes fosfinicos apresentam importante
papel na atividade bioldgica dos compostos.

Para os compostos da série 2 os dados foram mais promissores sendo
que a faixa de I1Cs ficou entre 0,34 e 1,66 uM para a linhagem A549, sendo de
2,06 a 4,20 uM para a linhagem DU-145 e para a linhagem n&o-tumoral MCR-5
entre 1,14 e 4,48 uM. Estes dados mostraram que para esta série foram até 140
vezes mais ativos que o farmaco de referéncia e até 3 vezes mais seletivos.

Verificamos que os grupos fosfinicos aqui estudados apresentam papel
central nas propriedades estruturais dos complexos, na série 1 alterando o
ambiente quimico dos H por interagdo =n-stacking com os ligantes diiminicos
promovendo uma inesperada separacdo dos nos espectros de RMN H, e a

provavelmente influéncia na atividade bioldgica dos complexos.
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Apéndice

Espectros de absorcédo na regido do infravermelho dos complexos da série 1
e serie 2.
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Figura A.1 - Espectro de absorcao na regido do IV do complexo 1a, em KBr.
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Figura A.2 - Espectro de absorcao na regido do IV do complexo 2a, em KBr.
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Figura A.3 - Espectro de absorcao na regido do IV do complexo 3a, em KBr.
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Figura A.4 - Espectro de absorcao na regido do IV do complexo 4a, em KBr.
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Figura A.5 - Espectro de absorcao na regido do IV do complexo 5a, em KBr.
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Figura A.6 - Espectro de absorcéo na regido do IV do complexo 1b, em KBr.
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Figura A.7 - Espectro de absorcéo na regido do IV do complexo 2b, em KBr.
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Figura A.8 - Espectro de absorcéo na regido do IV do complexo 3b, em KBr.
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Figura A.9 - Espectro de absorcéo na regido do IV do complexo 4b, em KBr.
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Figura A.10 - Espectro de absor¢éo na regido do IV do complexo 5b, em KBr.
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Figura A.11 - Espectro de absorcéo na regido do IV do complexo 6b, em KBr.
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Figura A.12 - Espectro de absor¢éo na regido do IV do complexo 7b, em KBr.

179



Silveira, R. G. Apéndice

Transmitancia (%)
[4)]
o
l

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
/- -1
Numero de onda [cm |

Figura A.13 - Espectro de absorcéo na regido do IV do complexo 8b, em KBr.

Espectros de absor¢do na regido do UV-visivel dos complexos da série 1 e
série 2 em DMSO.
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Figura A. 14 - Espectros de absorcao na regido do UV-Vis dos complexos 1b-4b
em DMSO.
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Figura A. 15 - Espectro de absorcdo na regido do UV-visivel do complexo 1a, em
n-octanol.
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Figura A. 16 - Espectro de absorcao na regido do UV-visivel do complexo 2a, em
n-octanol.
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Figura A. 17 - Espectro de absorcao na regido do UV-visivel do complexo 3a, em
n-octanol.
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Figura A. 18 - Espectro de absorcao na regido do UV-visivel do complexo 4a, em
n-octanol.
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Figura A. 19 - Espectro de absorcao na regido do UV-visivel do complexo 5a, em
n-octanol.
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Figura A. 20 - Espectro de absor¢édo na regido do UV-visivel do complexo 6a, em
n-octanol.
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Figura A.21 - Espectro de absorcao na regido do UV-visivel do complexo 1b em
dicloroetano.
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Figura A.22 - Espectro de absorcédo na regido do UV-visivel do complexo 2b em
dicloroetano.
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Figura A.23 - Espectro de absorcédo na regido do UV-visivel do complexo 3b em
dicloroetano.
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Figura A.24 - Espectro de absorcéo na regido do UV-visivel do complexo 4b em
dicloroetano.

— 4.9 uM
—— 9.9 uM
— 14.77 UM
— 19.60 uM
24.39 uM
—29.12 UM
— 33.81 uM
— 38.46 uM

Absorbancia

T T T T T 4 T T 1
300 400 500 600 700

Numero de onda (nm)

Figura A.25 - Espectro de absorcédo na regido do UV-visivel do complexo 5b em
dicloroetano.
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Figura A.26 - Espectro de absorcéo na regido do UV-visivel do complexo 6b em
dicloroetano.
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Figura A.27 - Espectro de absorcao na regido do UV-visivel do complexo 7b em
dicloroetano.
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Figura A.28 - Espectro de absorcéo na regido do UV-visivel do complexo 8b em
dicloroetano.

Voltamogramas ciclico dos complexos da série 1 e série 2.
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Figura A.29 - Voltamograma ciclico do complexo 2a obtidos em acetonitrila
(0,1M PTBA, Ag/AgCl), velocidade de varredura de 50 mV s,
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Figura A.30 - Voltamograma ciclico do complexo 3a obtidos em acetonitrila
(0,1M PTBA, Ag/AgCl), velocidade de varredura de 50 mV s,
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Figura A.31 - Voltamograma ciclico do complexo 4a obtidos em acetonitrila
(0,1M PTBA, Ag/AgCl), velocidade de varredura de 50 mV s,
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Figura A.32 - Voltamograma ciclico do complexo 5a obtidos em acetonitrila
(0,1M PTBA, Ag/AgCl), velocidade de varredura de 50 mV s,
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Figura A.33 - Voltamograma ciclico do complexo 1b obtidos em acetonitrila
(0,1M PTBA, Ag/AgCl), velocidade de varredura de 50 mV s,
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Figura A.34 - Voltamograma ciclico do complexo 2b obtidos em acetonitrila
(0,1M PTBA, Ag/AgCl), velocidade de varredura de 50 mV s,
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Figura A.35 - Voltamograma ciclico do complexo 3b obtidos em acetonitrila
(0,1M PTBA, Ag/AgCl), velocidade de varredura de 50 mV s,
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Figura A.36 - Voltamograma ciclico do complexo 4b obtidos em acetonitrila
(0,1M PTBA, Ag/AgCl), velocidade de varredura de 50 mV s,
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Figura A.37 - Voltamograma ciclico e pulso de oxidacdo do complexo 5b obtidos
em acetonitrila (0,1M PTBA, Ag/AgCl), velocidade de varredura de 50 mV s,

192



Silveira, R. G. Apéndice

6b

Corrente (nA)

. ‘ — . .
11 12 13 14 15 16 1.7
Ag/AGCI (V)

Figura A.38 - Voltamograma ciclico do complexo 6b obtidos em acetonitrila
(0,1M PTBA, Ag/AgCl), velocidade de varredura de 50 mV s,
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Figura A.39 - Voltamograma ciclico do complexo 7b obtidos em acetonitrila
(0,1M PTBA, Ag/AgCl), velocidade de varredura de 50 mV s,
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Figura A.40 - Voltamograma ciclico do complexo 8b obtidos em acetonitrila
(0,1M PTBA, Ag/AgCl), velocidade de varredura de 50 mV s,

Espectros de RMN dos complexos da série 1 e série 2.

[Ru(dppb)(bpy)(Cl,)]

Figura A. 41 — Numeracdo das estruturas 1a-5a, usada para atribuicdo do RMN.
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Figura A42 - Espectro de RMN de 'H do complexo

[Ru(dppb)(bipy)(phen)](CIO,). (2a), em acetona-ds.
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Figura A43 - Espectro de RMN de 'H do complexo
[Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](CIO,), (3a) , em acetona-ds.
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Figura A44 - Espectro de RMN de H do complexo
[Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](ClO,).(4a), em acetona-ds.

aromatic

aliphatic

u " N ,nwu J” . m’h‘ﬂb ANk
@ W

LJ

T T T T T T T T
9.5 9 0 8 5 8 0 7 5 7 0 6 5 6 0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 ppm

Figura A45 - Espectro de RMN de '™H do complexo
[Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](CIO,), (5a) , em acetona-ds.
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Figura A. 47 - Espectro de RMN de *H do complexo [RuCl(dppb)(phen)(Tol)]PFs
(2b), em acetona-de.
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Figura A. 48 - Espectro de RMN de '™ do complexo
[RuCl(dppb)(44bipy)(Tol)]PFs (3b), em acetona-ds.
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Figura A49 -  Espectro de RMN de 'H do complexo
[RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs (4b), em acetona-ds.
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Figura A.50 - Espectro de RMN de *H do complexo [RuCI(PPhs),(bipy)(Tol)]PFs
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Figura A.51 - Espectro de RMN de *H do complexo [RuCI(PPhs).(phen)(Tol)]PFs
(6b), em acetona-ds.
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Figura A52 - Espectro de RMN de H do complexo
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Figura A53 - Espectro de RMN de 'H do complexo
[RuCI(PPh3),(55bipy)(Tol)]PFs (8b), em acetona-ds.
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Figura A56 -  Experimento 'H-'H COSY do complexo
[Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](ClO,), (4a), em acetona-ds.
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Figura A57 -  Experimento 'H-'H COSY do complexo
[Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](CIO,), (5a), em acetona-ds.
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Figura A.58 - Experimento *H-*H COSY do complexo [Ru(bipy)s](PFe)2 (6a), em
acetona-ds.
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Figura A.59 - Experimento *H-'H COSY do ligante Tol, , em acetona-ds.
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Figura A60 -  Experimento 'H-'H COSY do  complexo
[RuCl(dppb)(bipy)(Tol)]PFs (1b), em acetona-ds.
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Figura A.61 -  Experimento 'H-'H COSY do complexo

[RuCl(dppb)(phen)(Tol)]PF¢ (2b), em acetona-ds.
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Figura A.62 -  Experimento !H-'H COSY do complexo
[RuCl(dppb)(44bipy)(Tol)]PFs (3b), em acetona-ds.
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Figura A.63 -  Experimento !H-'H COSY do complexo

[RuCl(dppb)(55bipy)(Tol)]PFs (4b), em acetona-ds.

205



Silveira, R. G. Apéndice

JJJJJLW\_J | M

e L—.JL.

L ,l.__.__J

\

ol

55
f2 (ppm)

Figura A.64 -  Experimento 'H-'H COSY do complexo
[RuCI(PPhs).(bipy)(Tol)]PF¢ (5b), em acetona-ds.
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Figura A.65 -  Experimento 'H-'H COSY do complexo
[RuCI(PPhs).(phen)(Tol)]PFs (6b), em acetona-ds.
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Figura A.66 -  Experimento !H-'H COSY
[RuCI(PPhs),(44bipy)(Tol)]PFs (7b), em acetona-ds.
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Figura A.67 -  Experimento 1H-1H COSY

[RuCI(PPhs),(55bipy)(Tol)]PFs (8b), em acetona-ds.
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Figura A. 68 - Espectros DEPT-135 (A), *C{*H} (B), ampliacdo da regido
aromatica (C) e ampliacdo da regido alifatica (D) do precursor cis-
[RuCl,(dppb)(bipy)], em acetona-ds.
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Figura A.69 - Espectros DEPT-135 (A), 13C{1H} (B), ampliacdo da regiéo
aromatica (C) e ampliacdo da regido alifatica (D) do complexo 1a,em acetona-ds.
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Figura A.70 - Espectros DEPT-135 (A), ®C{*H} (B), ampliacdo da regido
aromatica (C) e ampliacdo da regido alifatica (D) do complexo 2a,em acetona-ds.
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Figura A. 71 - Espectros DEPT-135 (A), 13C{1H} (B), ampliacdo da regiéo
aromatica (C) e ampliacdo da regido alifatica (D) do complexo 3a,em acetona-ds.
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Figura A.72 - Espectros DEPT-135 (A), ®C{*H} (B), ampliacdo da regido
aromatica (C) e ampliacéo da regido alifatica (D) do complexo 4a,em acetona-ds.
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Figura A. 73 - Espectros DEPT-135 (A), 13C{*H} (B), ampliacdo da regido
aromatica (C) e ampliacdo da regido alifatica (D) do complexo 5a,em acetona-ds.
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Figura A.74 - Espectros DEPT-135 (A), 13C{*H} (B), ampliacdo da regido
aromatica (C) e ampliacdo da regido alifatica (D) do complexo 1b,em acetona-ds.
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Figura A. 75 - Espectros DEPT-135 (A), 13C{1H} (B), ampliacdo da regido
aromatica (C) e ampliacédo da regido alifatica (D) do complexo 2b,em acetona-ds.
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Figura A.76 - Espectros DEPT-135 (A), 13C{1H} (B), ampliacdo da regido
aromatica (C) e ampliacdo da regido alifatica (D) do complexo 3b,em acetona-ds.
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Figura A.77 - Espectros DEPT-135 (A), 13C{1H} (B), ampliacdo da regiéo
aromatica (C) e ampliacdo da regido alifatica (D) do complexo 4b,em acetona-ds.
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Figura A.78 - Espectros DEPT-135 (A), 13C{1H} (B), ampliacdo da regido
aromatica (C) e ampliacdo da regido alifatica (D) do complexo 5b,em acetona-ds.
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Figura A.79 - Espectros DEPT-135 (A), 13C{1H} (B), ampliacdo da regiéo
aromatica (C) e ampliacdo da regido alifatica (D) do complexo 6b,em acetona-ds.
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Figura A. 80 - Espectros DEPT-135 (A), 13C{1H} (B), ampliacdo da regido
aromatica (C) e ampliacdo da regido alifatica (D) do complexo 7b,em acetona-ds.
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Figura A.81 - Espectros DEPT-135 (A), 13C{1H} (B), ampliacdo da regido
aromatica (C) e ampliacédo da regido alifatica (D) do complexo 8b,em acetona-ds.
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Figura A.82 - Espectros HSQC (A) e HMBC (B) 'H-*C, do precursor
cis-[RuCl,(dppb)(bipy)], em acetona-ds.
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Figura A.83 - Espectros HSQC (A) e HMBC (B) H-13C, do complexo 1a, em
acetona-ds.
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Figura A.84 - Espectros HSQC (A) e HMBC (B) H-3C, do complexo 2a, em
acetona-ds.
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Figura A.85 - Espectros HSQC (A) e HMBC (B) 1H-13C, do complexo 3a, em
acetona-ds.

216



Silveira, R. G. Apéndice

|
,Lul_l,w,ﬂ,ﬁ,\ na U ]

__.l_L,.Jl“ﬂ_l_Au_,J_,_,‘ . u J;J%
—l X .

wd
2

— ®

120 Ve e aw
= T g - = a § ] LN

s t
20 t
100 i
120
2 !
' H30
30 - - i
- N b 140
. 140 I
. v " [1so
N 150 - -y . [
% [16e
L 160 i
b 17
90 85 80 75 70 65 &0 55 50 45 40 35 30 25 20 95 81 85 B 5 LI 6. 5. 50 4 a0 3 02 o1
12 (ppm) 2 (pp

Figura A.86 - Espectros HSQC (A) e HMBC (B) *H-13C, do complexo 4a, em
acetona-ds.
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Figura A.87 - Espectros HSQC (A) e HMBC (B) *H-13C, do complexo 5a, em
acetona-ds.
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Figura A.88 - Experimento *H-H NOESY do complexo 2a, em acetona-de.
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Figura A.89 - Experimento *H-H NOESY do complexo 3a, em acetona-de.
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Figura A.90 - Experimento *H-H NOESY do complexo 4a, em acetona-de.
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Figura A.91 - Experimento *H-H NOESY do complexo 5a, em acetona-de.

219



Silveira, R. G. Apéndice

«
© 5 = e 8
3 "8 8’ R 9
|
|
|
| o
<
o
o
o
=
;
= - — — —
T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25
f1 (ppm)

Figura A.92 - Experimento *H-NOESY 1D do complexo 1a, em acetona-de.
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Figura A.93 - Experimento *H-NOESY 1D do complexo 2a, em acetona-ds.
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Figura A.94 - Experimento *H-NOESY 1D do complexo 3a, em acetona-ds.
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Figura A.95 - Experimento *H-NOESY 1D do complexo 4a, irradiando o préton
em 6.20 ppm.
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Figura A.96 - Experimento *H-NOESY 1D do complexo 4a, irradiando o préton
em 6.25 ppm.
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Figura A. 97 - Experimento *H-NOESY 1D do complexo 5a.
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Espectros tedricos de RMN *H do precursor e dos complexos 1a-5a.
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Figura A.98 - Espectro teérico de RMN de *H do precursor [RuCl,(dppb)(bipy)].

H number
(3]
1

8 6

4 2
ppm

Figura A.99 - Espectro teérico de RMN de 'H do complexo
[Ru(dppb)(bipy)2](CIOx), (1a).
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Figura A.100 - Espectro teérico de RMN de 'H do complexo
[Ru(dppb)(bipy)(phen)](CIO,). (2a).
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Figura A.101 - Espectro tedrico de RMN de H do complexo
[Ru(dppb)(bipy)(dtbipy)](ClO4) (3a).
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Figura A.102 - Espectro tedrico de RMN de 1H do complexo
[Ru(dppb)(bipy)(44bipy)](ClO.). (4a).
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Figura A.103 - Espectro tedrico de RMN de 1H do complexo
[Ru(dppb)(bipy)(55bipy)](ClO4), (5a).
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