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RESUMO

“INFLUENCIA DO GRUPO CARBOXILICO NA ATIVIDADE
CITOTOXICA E NA INTERACAO DE NOVOS COMPLEXOS DE
RUTENIO COM DNA E HSA”

A proposta deste trabalho foi avaliar como a presenca do grupo
carboxilico livre pode afetar a interacdo com 0 DNA e HSA, e o perfil citotoxico
frente a células tumorais, normais e Mycobacterium tuberculosis, de um conjunto
de complexos de ruténio (1) contendo ligantes dicarboxipiridinicos. Mostramos
a sintese, caracterizacdo e avaliacdo de propriedades bioldgicas de cinco novos
compostos com férmula geral [Ru(N-O)(dppb)(bipy)]PFs, onde: N-O = 4cido 2,3-
dicarboxipiridinico (2,3); acido 2,4- dicarboxipiridinico (2,4); éacido 2,5-
dicarboxipiridinico (2,5); &cido 2,6- dicarboxipiridinico (2,6) e acido 2-carboxi-
4-etoxicarbonil-piridinico (2,4e); dppb = 1,4-bis-difenilfosfinabutano e bipy =
2,2'-bipiridina. O complexo que contém o ligante 2,4e foi sintetizado atraves da
esterificacio do complexo contendo o ligante 2,4; o0 composto
[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs (pic = acido picolinico) foi sintetizado para ser usado
como controlo na comparacao dos ensaios bioldgicos. Todos os compostos foram
caracterizados por ressonancia magnética nuclear (1D - 3P (*H), H, 3C (*H) e
2D - DEPT-135, COSY e HSQC), voltametria ciclica, voltametria de pulso
diferencial, analise elementar, condutancia molar, UV-VIS, infravermelho e
espectroscopia de difracdo de raios X. Os Estudos de interacdo com o DNA foram
realizados por meio de medicdes de viscosidade, titulagdes espectrofotométricas
e voltametria de onda quadrada, onde os compostos contendo os ligantes 2,3; 2,4;
2,5 e 2,6 ndo interagiram com o DNA. Atribuimos isso a repulsdo entre os grupos
carboxilicos livres (ion carboxilato no pH de trabalho) e os grupos fosfato do

DNA. Em contraste, os compostos que contém os ligantes pic e 2,4e interagiram

XiX



ARrRAUJO NETO, |J. H. RESUMO

com o DNA, exibindo constantes de interacdo da ordem de 10° nas titulacGes
espectrofotométricas; ndo alterando a viscosidade do DNA e diminuindo o
potencial do par redox Ru (1) / Ru (lll), comportamento caracteristico de
interacdes do tipo eletrostaticas. Nos estudos de interacdo com HSA, através de
titulacGes fluorimétricas, os compostos contendo os ligantes 2,3; 2,4; 25 e 2,6
apresentam constantes de interacdo (Kp) na ordem de 10%-10° enquanto os
compostos com os ligantes pic e 2,4e exibiram interacdes fracas (aprox. 10%). Para
todos os casos, 0 mecanismo de interacdo € estatico e estdo envolvidas forgas
hidrofébicas. A citotoxicidade foi avaliada em duas linhagens celulares de
tumores de cancer de mama (MDA-MB-231 e MCF7), uma de cancer de pulmao
(A549) e uma de células normais de fibroblastos de hamster chinés (V79). Os
complexos contendo carboxila livre ndo apresentam citotoxicidade frente as
celulas testadas, enquanto os complexos contendo os ligantes pic ou 2,4e se
mostraram ativos, exibindo valores de 1Cso na ordem de 5,1 uM e seletividade de
3,4 (MCF7), uma valor significativamente menor, em comparacdo com a
cisplatina. Nos testes anti-Mycobacterium tuberculosis, apenas 0s compostos
contendo os ligantes pic e 2,4e foram ativos, exibindo valores de CIM menores
que o do etambutol, farmaco de primeira linha utilizado no tratamento da
tuberculose. Os coeficientes de particio mostraram uma baixa lipofilicidade para
todos os compostos contendo o grupo carboxilico livre, comportamento que pode

explicar os perfis citotoxicos obtidos.

XX



ARrRAUJO NETO, |J. H. ABSTRACT

ABSTRACT

"INFLUENCE OF CARBOXYLIC GROUP IN CYTOTOXICITY AND
INTERACTION OF NEW RUTHENIUM COMPLEXES WITH DNA AND
HSA"

The purpose of this work is evaluate how the position of a free
carboxyl group can affect the interaction with DNA and HSA, and the cytotoxic
profile against tumor and normal cells and Mycobacterium tuberculosis, for a set
of complexes of ruthenium (I1) derived for the 2,3; 2,4; 2,5 and 2,6-
pyridinedicarboxylic acids. We show the synthesis, characterization and
evaluation of biological properties of five new compounds with general formula
[Ru(N-O)(dppb)(bipy)]PFs, where: N-O = 2,3-pyridinedicarboxylic acid (2,3);
2,4-pyridinedicarboxylic  (2,4); 2,5-pyridinedicarboxylic acid (2,5); 2,6-
pyridinedicarboxylic acid (2,6) and 2-carboxy-4-ethoxycarbonyl-pyridine acid
(2,4e); dppb = 1,4-bis-diphenylphosphinobutane and bipy = 2,2'-bipyridine. The
complex containing the ligand 2,4e was synthesized through esterification from
the complex containing the ligand 2,4 and the complex [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs
(pic = picolinic acid) was synthetized to compare the biological results. All
compounds were characterized by nuclear magnetic resonance (1D - 3P(*H), tH,
BC(H) and 2D - DEPT-135, COSY and HSQC) cyclic voltammetry and
differential pulse, elemental analysis, molar conductance, UV-vis and infrared
spectroscopy and X-ray diffraction. DNA interaction studies carried by viscosity
measurements, spectrophotometric titration and square-wave voltammetry do not
evidence interactions between the compounds containing the ligands 2,3; 2,4; 2,5
and 2,6 and the DNA. We attribute this to the repulsion among the carboxyl free
groups (as carboxylate groups at the working pH) and the DNA phosphate groups.
In contrast, the compounds containing the ligands pic and 2,4e interacted with
DNA showing interaction constants around 10° from the spectrophotometric

titration; do not changing the DNA viscosity and decreasing the current and
XXI
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potential of the redox couple Ru(ll)/Ru(lll), characteristic responses of
electrostatic interactions. In the interaction studies with HSA, through
fluorometric titrations, the compounds containing the ligands 2,3; 2,4; 2,5 and 2,6
exhibit interaction constants (Ky) in the order of 10*-10°, while the compounds
with pic and 2,4e ligands showed weaker interactions (aprox. 10%). For all cases,
the interaction mechanism is static and are involved hydrophobic forces.
Cytotoxicity was availed in two tumor cell lines from breast cancer (MDA-MB-
231 and MCF7), one tumor cell line from lung cancer (A549) and one healthy cell
line from normal chinese hamster fibroblast (\V79). The complex containing free
carboxyl do not show cytotoxicity against any of the tested cells, since the
complex containing the pic or 2,4e ligands were active, displaying 1Cso values in
the order of 5,1 uM and 3,4 of selectivity index (MCF7), a significant lower value
in contrast to cisplatin. In tests anti-Mycobacterium tuberculosis, only compounds
containing ligands pic and 2,4 were active, showing MIC values lower than
ethambutol, first-line drug used to treat tuberculosis. Partition coefficients denote
a low lipophilicity for all the compounds containing the free carboxylic group,

behavior that can explain the cytotoxic profiles obtained.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1— O desenvolvimento de novos farmacos

A busca por novos medicamentos vem crescendo, tanto no Brasil,
como no mundo inteiro, de modo que vemos este tema constantemente presente
nas agendas governamentais. O aumento do interesse em P&D (pesquisa e
desenvolvimento) de farmacos deve-se a uma série de fatores, dentre eles o
crescimento populacional, 0 aumento da ineficacia de muitos farmacos comerciais
e 0 expressivo desenvolvimento tecnolégico ao redor mundo 12,

Visando regulamentar a seguranca e a efetividade de novos
medicamentos foi criado nos Estados Unidos o FDA (Food and drug
administration) com a competéncia de estabelecer critérios de analises para a
aprovacao e posterior comercializacdo de novos farmacos, isto de forma a evitar
que os mesmos fossem oferecidos para consumo humano sem os devidos estudos
34, Desta forma foi estabelecido um rigoroso sistema de estudos pré-clinicos (in
vivo e in vitro) e clinicos (humanos), sendo a fase clinica dividida em fase I, Il,
I11 e IV cujas especificacOes de cada etapa consta na Figura 1.1. Todo este
trabalho, desde a concepcdo do projeto até a liberacdo do farmaco para a
comercializacdo dura por volta de 15 anos.

Porém, existe um consenso geral entre os pesquisadores, a descoberta
de novos medicamentos € algo extremamente dificil por ser caro, demorado,
complexo e por exigir a cooperacao de varias areas do conhecimento, de forma
que de cada 30.000 moléculas novas sintetizadas 20.000 (66,7%) entram em fase
de estudo pré-clinicos, 200 (0,67%) entram na fase | de estudos clinicos, 40
(0,13%) passam para fase Il, 12 (0,04%) para a fase 11l e apenas 9 (0,027%) sé@o
aprovadas pelos 6rgaos regulatérios. Além disso apenas 1 (0,003%) medicamento
passa pela fase IV, satisfazendo o mercado e proporcionando retorno para a

industria que investiu um seu desenvolvimento 13,

1
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Mesmo nado sendo estes nimeros tdo otimistas a quantidade de novas
drogas aprovadas pelo FDA (Food and drug administration) teve um crescimento
expressivo passando de 27 em 2013 para 41 novos farmacos aprovados em 2014
representando um crescimento de aproximadamente 50% de um ano para outro e

de 30% levando em conta média dos Gltimos 5 anos °.

] Avaliacéo das
« Sintese e :
Concepcéo do o propriedades
: caracterizacdo dos Lot M
projeto N0OVOS COMpostos blologzﬁa\?iSQ)wtro
!
v
Registro de Sintese em larga
propriedade escala, estudos de Estudos clinicos
intelectual farmacocinética e (humanos)
(patente) farmacodinamica

~
Fase | « Avaliacdo da seguranca do farmaco em individuos saudaveis (20
a 100 individuos)
J
)
Fase || « Avaliacdo da seguranca da droga e efetividade do tratamento em
numero reduzido de pacientes (100 a 300 individuos)
J
)
« Avaliacdo da seguranca da droga, efetividade do tratamento e
Fase |11 ADME* em grande nimero de pacientes e pesquisa de novas
aplicacdes da droga (mais de 500 individuos) )
Fase IV « Farmacovigilancia
\,

FIGURA 1.1 — Etapas envolvidas no processo de P&D de farmacos (adaptado
de Guido, et. al. %),* ADME = absor¢do, distribuicdo, mecanismo e excrecao.
2
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Dentro deste contexto, todo o trabalho exigido para a obtencdo de um
farmaco esta intimamente ligado a quimica medicinal que tem como objetivo
estudar compostos organicos ou inorganicos desde a sintese e caracterizacao
destes materiais até a avaliacdo da interagdo com alvos moleculares, de forma a
se compreender o mecanismo de acédo destes compostos ©. Deste modo vemos que
este trabalho exige a constante comunicacgéo entre as ciéncias quimicas, fisicas,
farmacéuticas, médicas e bioldgicas que sdo fundamentais para o progresso do

mesmo.

1.2 — A quimica inorgénica medicinal

A guimica inorganica medicinal € um campo de pesquisa promissor
e desafiador, que oferece uma grande diversidade de compostos com diferentes
estruturas e reatividades, exercendo uma inquestiondvel contribuicdo na
descoberta de novos farmacos para o tratamento e diagnostico de doencas. Os
relatos do uso de metais em medicina constam nos mais antigos registros da
histéria humana, de forma que estas aplicacfes se expandiram até o dia de hoje
de modo que os complexos metalicos estdo presentes em grande parte dos

tratamentos clinicos ministrados na medicina moderna (Figura 1.2) "%,

Radiofarmacos

Quimica

Agentes de A Agentes
contraste Inorganica terapéuticos
Medicinal
Elementos

essenciais

FIGURA 1.2 — Aplicagdes de metais em medicina (adaptado De FARRER &

SADLER ¢).
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O reconhecimento da eficiéncia dos complexos metalicos em
medicina tem sido um processo lento, isto devido a ligacdo de metais a sua
toxicidade, levando a comunidade cientifica a pouco se interessar pelo
desenvolvimento de farmacos provenientes de complexos inorganicos. Em 1910,
nos primérdios da medicina moderna, a quimica inorganica demonstrou seu papel
fundamental no desenvolvimento de novos farmacos, isto quando Paul Erlich
desenvolveu uma gama de compostos de arsénio visando o tratamento da sifilis.
Através da alteracdo dos ligantes da esfera de coordenagdo do arsénio, Erlich
notou que a reatividade e a toxicidade dos compostos mudavam, permitindo assim
direcionar o estudo para a obtencdo de uma molécula especifica, a arsfenamina,

transformando um metal cujos complexos exibiam alta toxicidade em um farmaco

A NH,
HO AS\ @:
:©/ NAs OH
N
OH
NH,

H
HO OH
HO OH
H,N As—As e S
\ /
S

eficiente no tratamento da sifilis °.

A\s /As
A
: HoN As—As NH,
HoN
NH,
OH HO H,N OH

FIGURA 1.3 — Arsfenamina, estruturas propostas por Paul Erlich (A) e por
Lloyd, et. al. (Be C) °.
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E estrutura da arsfenamina, inicialmente proposta por Erlich, foi
definida como uma molécula bimetalica, onde os dois 4&tomos de arsénio se
encontravam ligados por uma dupla ligagéo, conforme a estrutura A da Figura
1.3. Por quase 100 anos a real estrutura deste complexo foi debatida, devido uma
série de inconsisténcias dos dados obtidos nas diversas caracterizacdes feitas para
este complexo, surgindo varias propostas estruturais tanto na forma polimérica
quanto na policiclica, porém nenhuma consistente com todas as técnicas de
caracterizacdo. Somente em 2005, com 0 avanco das técnicas de espectroscopia
de massa com ionizagao por “electrospray”, foi obtida uma estrutura final para o
composto, sendo definida como uma mistura de moléculas ciclicas com anéis de
arsénio de trés e cinco membros °, conforme descrito nas estruturas B e C da
Figura 1.3.

A arsfenamina foi o composto padrdo no tratamento da sifilis por 30
anos, sendo substituido somente apds o advento da penicilina. A abordagem feita
por Paul Erlich foi um dos principais legados de seu trabalho, pois mostrou que a
quimica inorganica possui uma diversidade quimica valiosa para o0
desenvolvimento de novas drogas "°.

A literatura traz inumeros relatos que confirmam a eficicia de
compostos de coordenacdo em diferentes aplicagcbes médicas 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 ’.

1.3 — O Cancer

O céancer € um problema de satde publica mundial que vem a cada
ano ganhando maiores dimensdes. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) a incidéncia de cancer no mundo cresceu cerca de 20% na Ultima década.

A OMS prevé também que no ano de 2030, 27 milhGes de novos casos serdo
5
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diagnosticados, 17 milhdes de mortes serdo provocadas por cancer e 75 milhdes
de pessoas serdo portadoras de cancer, porém néo serdo diagnosticadas °.
Estimativas do Instituto Nacional de Cancer (INCA) mostram que
somente no Brasil estdo previstos para 2016 cerca de 596 mil novos casos de
cancer, dentro dos variados tipos do mesmo. Os tipos de cancer mais incidentes
no sexo feminino sdo os de mama, colon, reto e colo do Utero, e para 0 Sexo

masculino préstata, pulméo, traqueia e bronquio(Figura 1.4) °,

) Mama Fenininu_l | 56,20
Colon e Reto 17,10
17 49- Traquéia, Bronquios e Pulmao y -
; Colo do Utero [N 15,85
16,84 - Célon e Reto Traquéia, Bronquios e Pulmio l:| 10,54
13,04 - Estomago Estdmago 1 737
1127 [l Cavidade Oral Corpo do Utero I 674
8,04 - Esofago Ovirio l:] 5,95
il - Bexiga Glindula Tireside [JJi] 5,70
Linfoma niio Hodgkin D 4,88
4 Larin
6*"3'- nge Sistema Nervoso Central [Jl] 4,68
5,63 . Leucemias Leucemias [ 4,38
5,50 . Sistema Nervoso Central Cavidade Oral D 4,21
527 . Linfoma nio Hodgkin Esifago [[] 2,76
3,03 I Pele Melanoma Pele Melanoma [§2,59
1,46 I Linfoma de Hodgkin Bexiga 12739
Laringe H 0,94

1,08] Glandula Tiregide
Linfoma de Hodgkin ”0,93

% %
FIGURA 1.4 — Taxas brutas estimadas para 2016 da incidéncia dos tipos de

cancer em homens e mulheres (adaptado de INCA 19).

Cancer € o termo usado para designar um conjunto de mais de cem
doencas caracterizadas pelo crescimento anormal de celulas que levam a
formacdo de um tumor. Geralmente o cancer provém de uma unica célula que
sofre mutacdo, que se multiplica gerando células herdeiras que com o passar do
tempo vdo acumulando outras mutagdes, dando origem a uma célula tumoral.
Quando este crescimento ¢ formado por celulas normais que se multiplicam
vagarosamente, este tumor é classificado como benigno, porém quando este
crescimento € rapido e resistente aos mecanismos de morte celular, o tumor é
denominado de maligno, podendo migrar para outras regides do corpo, invadindo

6
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6rgdos distantes e dando origem a novos tumores (metastase) 1. Os casos de
cancer mais comuns passam por guatro estagios de crescimento, como pode ser

visto na Figura 1.5.

« tumor localizado em uma pequena area no 6rgao de origem;

« tumor se espalha para os linfonodos* das adjacéncias;

* crescimento do tumor e invasdo de orgaos adjacentes;

 ocorréncia da metastase.

FIGURA 1.5 — Estagios de crescimento tumoral (*linfonodos sdo estruturas do
sistema linfatico que filtram a linfa antes de ser devolvida para o sistema

sanguineo).

Os fatores que levam ao surgimento do cancer sdo variados, podendo
ser classificados como ambientais, que sdo os causadores de cerca de 80% dos
casos diagnosticados, ou hereditarios, que se refere aos outros 20%. O uso de
tabaco, alcoolismo, dieta ndo saudavel, e o sedentarismo séo os fatores de risco
mais comuns em todo o mundo, porém existem varios outros, impossibilitando a
determinacgédo de uma causa comum a todos os casos de cancer relatados.

Tradicionalmente, os procedimentos utilizados para a terapia do

cancer séo a cirurgia, radioterapia e quimioterapia. A cirurgia tem sido efetiva em
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casos onde o tumor se encontra no primeiro estagio de crescimento, porém quando
0 tumor ja se encontra em estagios mais avancgados, a utilizacdo dos tratamentos
adjuvantes, como a radioterapia e a quimioterapia, se faz necessaria *.

A radioterapia pode levar a uma diminuicdo drastica do tumor, isto
porque os feixes de radiacdo ionizantes interagem com os tecidos, dando origem
a elétrons que ionizam o meio, causando danos nas estruturas das células,
ocasionando a ruptura das cadeias do DNA. Os danos causados podem levar a
incapacidade de reproducéo das células e a inativagdo de alguns sistemas vitais,
porém a radiacdo utilizada pode, da mesma forma, causar danos as células
normais ocasionando uma serie de efeitos indesejaveis.

Para a maioria dos tipos de cancer, a quimioterapia € o tratamento
com maior efetividade, neste tratamento um farmaco € administrado ao paciente
visando o transporte do mesmo pelo sistema circulatorio proporcionando a
distribuicdo do medicamento por todo o organismo. Entretanto, em decorréncia
da distribuicdo da droga por todo o organismo, 0s quimioterapicos podem atuar
de maneira ndo especifica, ocasionando lesdes tanto em células cancerosas como
em sadias, originando também uma série de efeitos colaterais °.

Além disso, existem relatos de varios casos de tumores resistentes a
farmacos utilizados atualmente no tratamento do cancer. Assim, estimulo ao
desenvolvimento de diferentes agentes quimioterapicos é de grande importancia,
fazendo da busca por drogas com acdo antitumoral comprovada e efeitos

colaterais minimizados, um desafio a todos os quimicos medicinais.

1.3.1 — Metalofarmacos no tratamento do cancer

A descoberta do composto antitumoral chamado cisplatina (cis-
[PtCI>(NH3)2]) foi o grande impulsionador da pesquisa na area de
metalofarmacos, cujo sucesso no tratamento do cancer despertou o interesse no
desenvolvimento de novos complexos metalicos com atividades bioldgicas. A

importante atividade biologica deste complexo foi descoberta por acaso, quando
8
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Barnett Rosenberg desenvolvia um estudo sobre a influéncia da corrente elétrica
no crescimento da bactéria Escherighia coli, utilizando eletrodos de platina no
sistema de geracdo de corrente. Ao concluir o trabalho Rosemberg notou que a
inibicdo do crescimento da bactéria ndo ocorria devido a corrente elétrica
fornecida, mas sim por causa do produto da oxidagédo do eletrodo, que reagia com
a amonia presente no meio de cultura, proveniente do tampao amonia, gerando
compostos de platina do tipo cis-[Pt(NHs),Cls.n] 212,

Apbés a realizagdo dos testes pre-clinicos o cisplatina foi
encaminhada para os testes clinicos, devido a obtencao de resultados promissores,
de modo que em 1971 foi feito o primeiro experimento em pacientes portadores
de cancer, conseguindo liberacdo do FDA para comercializacdo em 1978. O
cisplatina ¢ utilizada no tratamento do cancer ovariano, bexiga, cervical, pulmonar
e testicular, além de ser administrada também em conjunto com outras drogas,
sendo o principal medicamento no tratamento do cancer de testiculos até os dias
de hoje *2,

O sucesso do cisplatina foi marcante, de modo que antes da utilizagéo
da mesma na oncologia, 90% dos pacientes com cancer testicular morriam, e apés
a liberacdo da comercializacdo do cisplatina, apenas 10% dos casos ndo eram
curados, por causa da ocorréncia de metastase, enquanto que os outros 90%
obtiveram diagndstico de cura da doenga 213,

Existe um consenso geral de que o provavel mecanismo de acdo do
cisplatina é a interagdo com o DNA, uma vez que o farmaco estd na corrente
sanguinea, no meio extracelular, onde a concentracdo de cloreto é da ordem de
100 mM, inviabilizando a hidrélise do composto mantendo o complexo com sua
estrutura original. Porém, o cisplatina € um composto com alta lipofilicidade,
permeando com facilidade a membrana celular. Uma vez no interior da célula, a
concentracdo de cloreto é de 3 a 4 mM, o que viabiliza a labilizacdo do cloreto e
consequente hidrélise do complexo, substituindo os atomos de cloro por
moléculas de agua "3, conforme pode-se ver na Figura 1.6.

9



ARAUJO NETO, ]. H. INTRODUCAO
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Membrana
Celular

[CIF]~ 100 mM

FIGURA 1.6 — Representacdo esquematica do modo de acdo do cisplatina
(adaptado de BENEDETTI ).

O complexo formado a partir da labilizagdo dos cloretos e
coordenacao das moléculas de agua pode interagir com varios alvos moleculares
no interior da celula, como carbonatos, sulfatos, nitrogénios ou enxofres de
proteinas, porém estruturas de raios X vem demonstrando a possibilidade da
coordenacdo do aquo-complexo as bases nitrogenadas, principalmente ao
nitrogénio da posicdo 7 da guanina 4 Neste caso o modo de interacdo
complexo/DNA ¢ do tipo covalente, pois 0 complexo liga-se diretamente a cadeia
do DNA modificando a estrutura (Figura 1.7), levando a parada da reproducao
celular, podendo até desencadear mecanismos de morte celular, isto quando os
danos causados nédo forem passiveis de reparo .

10
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Cisplatina

N7-guanina

FIGURA 1.7 — Estrutura cristalina da molécula formada com coordenacdo do
cisplatina ao DNA (adaptado de TODD 4).

Porém, os pacientes tratados com o cisplatina também estdo sujeitos
a efeitos colaterais como nefrotoxicidade, ototoxicidade, neurotoxicidade,
hipertenséo, diarreia, nauseas e vomito. Devido a estas e outras limitacdes que
foram surgindo com o tempo, complexos similares ao cisplatina foram
desenvolvidos, buscando a diminuicdo da toxicidade e manutencdo ou melhora da
atividade antitumoral do mesmo. A partir dai surgiram varios outros compostos
similares ao cisplatina, que atualmente sdo amplamente empregados na oncologia
por todo mundo. Na Figura 1.8 sdo mostradas algumas estruturas dos complexos
de platina disponiveis para o tratamento do cancer.

As modificacdes estruturais realizadas levaram a alteracGes que
influenciaram diretamente na atividade bioldgica, principalmente quanto a
velocidade da reacdo de hidrolise, que produz o aquo-complexo que ira interagir
com as biomoléculas. Um exemplo disto é a comparacao da atividade bioldgica
dos complexos cis-[PtCl,(NHs).] e trans-[PtCl,(NHs).], onde apenas o cisplatina
é bem ativo, sendo o complexo trans pouco ativo, isto devido a maior estabilidade

do mesmo, conferindo resisténcia a reacéo de hidrolise 2.
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FIGURA 1.8 — Estruturas dos complexos de platina utilizados no tratamento do

cancer.

Nos ultimos anos, varios trabalhos vém demostrando a versatilidade
de varios complexos, ndo sé de platina, mas também de outros metais de transicéo,
como agentes antitumorais. Sempre visando desenvolver novos constituintes
ativos com alta citotoxicidade frente & células tumorais, e com menor
citotoxicidade as células normais, minimizando os efeitos colaterais.

Um dos principais destaques da literatura sdo 0os complexos de
ruténio, que nos ultimos 20 anos tem sido bastante explorados, tanto no aspecto
quimico dos complexos formados, quanto em suas aplicacdes em diversas areas,
como na quimica de materiais, catalise e quimica medicinal. Uma das vantagens
de se utilizar metais diferentes da platina é a possibilidade de se trabalhar com
elementos com diferentes numeros de coordenacao, estados de oxidacao variados,
e cinéticas de troca de ligantes diferentes, isto quando possivel a labilizacdo de
um ligante *°.

Os complexos de ruténio vém apresentando vantagens em
comparagdo aos farmacos de platina, mostrando maior seletividade as celulas
cancerigenas, levando a reducdo dos efeitos colaterais e também tem exibido
atividade citotdxica contra células resistentes ao cisplatina. Estudos recentes
mostram que alguns complexos de ruténio marcados com isétopos radioativos

possuem a capacidade de se acumular em tecidos tumorais, podendo assim nao s
12
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exercer a atividade antitumoral como também permitir a visualizacdo do tumor
através de técnicas cintilogréaficas .

Outro destaque é o uso de complexos de ruténio contendo ligantes
nitrogenados e farmacos com atividades antitumorais coordenados a ele. Estes
complexos tém exibido a capacidade de interagir com acidos nucléicos e em sitios
especificos da superficie de proteinas alterando suas atividades. Estas interacfes
com biomoléculas podem levar a perda da atividade das mesmas, fazendo com
que o complexo exerca maior efeito citotoxico, influenciando diretamente no
efeito terapéutico do composto.

O grupo de pesquisa do professor Bernhard K. Kepler tem sintetizado
uma série de complexos de ruténio com atividade antitumoral, sendo grande parte
destes, complexos anibnicos, contento quatro cloretos ligados ao metal e cations
imidazol ou sodio como contra ion. Nesta familia de complexos, destacam-se trés,
0 NAMI-A (New Metastatic Anti-tumor Metastasis Inhibitor), KP1019 e
NKP1339 (Figura 1.9), estando todos em testes clinicos.

fac-[Ru(Cl)5(NH,),]

NH3
CI/,, ’ .\‘NH3
"Ru
CI/| “SNH,
cl
KP1019 / NKP1339
i -
NAMI-A / NAMI KP418
- NH | /
] HN'
%S/ 4 P NH' 2
o a ¢ ) cl, | .C e
P > “Ru —( /Na
/ | \CI J /e PN HN a” IU\C|
cl ,L\u /N
‘) ¢
HN / —

FIGURA 1.9 — Complexos de ruténio sintetizados pelo grupo de B. K. Kepler *°.
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O 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 consequentemente
impedindo a vascularizacdo do mesmo. Em decorréncia destes efeitos o tumor é
impedido de invadir tecidos vizinhos ou cair na corrente sanguinea, diferindo
assim do cisplatina por exibir efeito antimetastatico *°.

Nos testes clinicos realizados com o NAMI-A, na fase I, os pacientes
exibiram tolerancia moderada ao complexo. Na fase 11, o estudo foi realizado em
pacientes com cancer de pulmao, ja tratados com gencitabina, farmaco organico
utilizado no tratamento do céancer de pulmédo (Non-Small Cell Lung Cancer -
NSCLC), e o tratamento foi feito em combinagdo com esta droga. Nesta fase, 0s
resultados mostraram que 0s pacientes exibiram tolerancia ao complexo similar
aos pacientes da fase I. Dos 27 pacientes tratados, 15 apresentaram diminuigéo
crescimento tumoral, dentre estes pacientes, 10 apresentaram parada total do
crescimento e em um paciente houve a regressao do tumor (diminuicédo de 4% do
volume) ¥'.

O KP1019 mostrou-se ativo contra tumores colorretais no estagio I,
e estudos mostram que atividade do mesmo pode ser explicada através do
transporte pelo ciclo da transferrina, e 0 complexo torna-se ativo no meio
intracelular apés a reducdo de ruténio 111 para Il 1. 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 é consideravelmente baixa (1%), devido a alta
afinidade do complexo pelas proteinas do plasma sanguineo. Desde 2008, varios
trabalhos vem relatando que o KP1019 encontra-se na fase I, porém até o
presente momento, nenhum resultado referente ao mesmo foi divulgado 61822,

A principal limitacdo relatada para 0 KP1019 é a baixa solubilidade,
que provavelmente, € um dos fatores que dificultam a realizacdo dos testes
clinicos *°. Visando solucionar este problema, foi sintetizado outro complexo
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similar ao KP1019, contendo no lugar do contra ion imidazol, o ion sddio,
conferindo maior solubilidade, gerando um novo complexo, chamado de
NKP1339. Nos estudos da fase I, 0 NKP1339, exibiu efeitos colaterais menos
intensos que em seu analogo, devido a maior tolerancia dos pacientes ao
tratamento 2%. Desta forma, os resultados dos testes clinicos na fase | tém
demonstrado que uma das principais vantagens destes complexos de ruténio € a
presenca 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 Inorgénicos (LERCI) tem se dedicado a sintese, caracterizacdo e
estudo das atividades citotoxicas exibidas pelos complexos de ruténio sintetizados
pelo grupo, os quais tém se mostrado bastante promissores. Uma das estratégias
do grupo € a coordenacéo de ligantes que j& possuem atividade bioldgica, ou
ligantes contendo a presenca de grupamentos organicos especificos, visando a
determinacdo de uma correlacdo entre estrutura e atividade dos compostos,
sempre visando a melhora da atividade citotoxica frente as células tumorais, e
diminuicg&o da citotoxicidade frente as células sadias.

A tabela 1.1 mostra alguns valores de ICsy (concentragdo minima de
complexo capaz de inibir o crescimento de 50% das células) na linhagem de
adenocarcinoma de mama humana (MDA-MB-231), onde vemos valores
consideravelmente menores que a cisplatina e doxorrubicina, mostrando a
relevancia da atividade citotdxica dos complexos obtidos no laboratorio. Outro
exemplo sdo os complexos contendo tioureias como ligantes. Neste trabalho
pode-se observar a influéncia dos grupos furoil, benzil e fenil nos ligantes tioureia
(Figura 1.10), resultando em complexos com ICsy da ordem de aproximadamente
0,3 UM 24 Os substituintes do ligante tioureria influenciaram também nas
interagdes com DNA, onde os complexos contendo o furoil como substituinte
exibiram maiores constantes de interacdo com a biomolécula, isto em comparacéo
com os ligantes contendo benzil e fenil 2,
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TABELA 1.1 — Valores de I1Csy (UM) na linhagem MDA-MB-231 para alguns
complexos de ruténio sintetizados no LERCI

Complexos I1Cso Complexos 1Cs0
cis-[RuClx(bipy)(dppb)] 31,3 cis-[RuClz(bipy)(dppp)] 14,4
[Ru(dmpm)(bipy)(dppb)]PFs 0,52 %° [Ru(pyS)(dppp)(bipy)]PFs 0,62 %
cc-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs 1,9 % cis-[RuClz(bipy)(dppe)] 15,8
[RuCI(Im)(dppb)(bipy)]PFs 1,56 2 [Ru(dmpm)(bipy)(dppe)] 0,14 %
[RuClx(alo)2(PPhs),] <0,78 %7 ct-[RuCI(CO)(fen)(dcpe)]PFs 0,25 2°
[RU(AG)(dppe)2]PFe 0,73 28 [RU(AB2)(dppb)(bipy)]PFs 0,48 2
Cisplatina 2,44 [RUuCI(AcpyBz)(dppb)] 0,42
Doxorrubicina 3,67 [RuCI(AcpyBzNO.)(dppb)] 0,8 %°

dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano; dppe = 1,2-bis(difenilfosfina)etano; dppp = 1,3-
bis(difenilfosfina)propano; bipy = 2,2"-bipiridina; Im = imidazol; alo = alopurinol; AG =
acido galico; dmpm = 4,6-dimetil-2-mercaptopirimidina; pyS = 2-mercaptopiridina; ABz =
acido benzoico; AcpBz = S-benzil-N-(2-acetilpiridina)ditiocarbazato; AcpBzNO> = S-p-

nitrobenzil-N-(2-acetilpiridina)ditiocarbazato
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FIGURA 1.10 — Ligantes tioureia utilizados na sintese de complexos de ruténio
do tipo trans-[Ru(L)(PPhs).(bipy)]PFs (Adaptado de CORREA 2.
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1.4 — A tuberculose pulmonar

A Mycobacterium tuberculosis é o agente etiologico da tuberculose
pulmonar, doenca caracterizada pela inflamacédo, caseificacdo e necrose
pulmonar, caracteristicas que podem levar o paciente a oObito. Os bacilos da
bactéria alojados no pulméo podem ser difundidos pelas vias aéreas do paciente
contaminado, possibilitando a infeccdo de outros individuos *. A tuberculose
também progride rapidamente em pacientes com imunidade baixa, como
portadores do virus HIV ou pacientes em tratamento com algum medicamento
imunossupressor. Estes fatos fazem da tuberculose um problema mundial de
saude publica, principalmente em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento. Estima-se que em 2014, 9.6 milhdes de pessoas desenvolveram
a doenca (Figura 1.11), sendo 12% (1.2 milhdes) portadores do virus HIV,
gerando um total de 1.5 milhGes de mortes ocasionadas pela tuberculose em 2014,

quantidade considerada extremamente alta 3.
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FIGURA 1.11 - Estimativa da incidéncia de tuberculose por pais (adaptado de

WHO 31).
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Cerca de 22 paises concentram 80% dos casos de TB do mundo,
ocupando o Brasil o 13° lugar no ranking. No Brasil cerca de 50 milhdes de
pessoas sdo infectadas anualmente com a bactéria causadora da tuberculose, onde
apenas 1 milhdo de pessoas dentre as infectadas desenvolvem a doenca. A cada
ano surgem cerca de 111 mil novos casos e ocorrem 6 mil mortes *2,

Por muito anos a tuberculose foi considerada uma doenca
negligenciada, ndo despertando o interesse das multinacionais ou dos grandes
centros de pesquisa pelo desenvolvimento de novos medicamentos. Porém, com
0 advento do virus HIV e com o surgimento de bacilos multirresistentes, a
tuberculose passou a ser um problema de paises desenvolvidos, atraindo mais
recursos para a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos®,

O tratamento tradicional da tuberculose é caro, longo (6 a 12 meses),
e em alguns casos ineficiente, além de apresentar uma serie de efeitos colaterais
como, ictericia, nduseas, vomito, perda do equilibrio, asma, alteracfes visuais,
diminuicdo da audicdo e cegueira, 0 que leva muitos pacientes a abandonarem o
tratamento. A necessidade do desenvolvimento de novos farmacos deve-se
principalmente pelo existéncia de bactérias multirresistentes, que surgiram devido
0 abandono do tratamento pelo paciente e pela utilizacdo dos mesmos farmacos
por muitos anos, levando ao surgimento de bacilos que ndo possuem resposta
frente as drogas convencionais 3233,

No tratamento da-se preferéncia a quatro medicamentos que possuem
maior atividade e efeitos colaterais minimos. Estes compostos sdo chamados de
farmacos de primeira linha (Figura 1.12), sendo alguns deles disponiveis para o
tratamento da tuberculose hd mais de 50 anos. Caso estes farmacos ndo exercam
efeito, entram em acdo os farmacos de segunda linha (Figura 1.12), que também

sdo utilizados no tratamento da tuberculose ha varios anos 2.
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FIGURA 1.12 — Farmacos de primeira e segunda linha, utilizados no tratamento

da tuberculose.

1.4.1 — Busca por metalofarmacos no tratamento da tuberculose

Complexos metalicos estdo se mostrando promissores, obtendo
destaque na tentativa de obtencdo de novos farmacos no tratamento da
tuberculose. O complexo binuclear de niquel (I1) contendo o ligante (benzoil-
hidrazonato)2,6-diacetilpiridina (Figura 1.13), possui potente atividade contra a
tuberculose, com uma concentragdo inibitéria minima (CIM) de 0,025 pg mL?,
demonstrando assim atividade similar a rifampicina. No caso deste complexos de
niquel, foi demonstrado que a presenca do metal é de essencial para a atividade
do composto, aumentando o valor do coeficiente de particdo, o que confere a
molécula maior lipofilicidade, uma vez que o ligante utilizado nédo exibiu

atividade frente a bactéria 3*.
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FIGURA 1.13 — Estrutura molecular e de raios X do Complexo binuclear de
niquel (11) contendo o ligante (benzoil-hidrazonato)2,6-diacetilpiridina (adaptado
de BOTTARI 34,

TABELA 1.2 — Valores de CIM para complexos de ruténio desenvolvidos pelo

LERCI
Complexo CIM (ug mL?)

[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs 1,20 %
[Ru(pic)(dppb)(Me-bipy)]PFs 0,49 %
[Ru(pic)(dppb)(CI-bipy)]PFe 0,78
[Ru(pic)(dppb)(phen)]PFs 0,63 %
[Ru(pic)(dppe)2]PFs 0,26 %
[Ru(2-OH-NIC)(dppb)(bipy)PFs 3,90 %
[Ru(6-OH-NIC)(dppb)(bipy)]PFs 0,36 3¢
[Ru(3-OH-PIC)(dppb)(bipy)]PFe 6,30 36
[Ru(Spym)(bipy)(dppe)]PFs 4,12 %
[Ru(Spym)(bipy)(dppp)]PFs 1,56 ¥
[Ru(Spym)(bipy)(dppf)]PFs 3,12 %
[Ru(SpymMe2)(dppb)(bipy)]PFe 0,78 %
[Ru(SpymMe2)(dppb)(bipy)]PFs 0,78 %8

Etambutol 20,7
Rifampicina 0,015

Isoniazida 0,03

dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano; dppe = 1,2-bis(difenilfosfina)etano; dppp = 1,3-
bis(difenilfosfina)propano; dppf = 1,1 -bis(difenilfosfina)ferroceno; bipy = 2,2"-bipiridina;
Cl-bipy = 4,4"-dicloro-2,2"-bipiridina; Me-bipy = 4,4"-dimetil-2,2"-bipiridina; phen = 1,10-
fenantrolina; pic = cido picolinico; 2-OH-NIC = &cido 2-hidroxinicotinico; 6-OH-NIC =

acido 6-hidroxinicotinico; 3-OH-PIC = &cido 3-hidroxipicolinico; Spym = 2-tiolatopirimidina

e SpymMe> = 4,6-dimetil-2-mercaptopirimidina
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O Laboratorio de Estrutura e Reatividade de Compostos Inorganicos
(LERCI) também tem se empenhado na procura por novos farmacos no
tratamento da tuberculose, buscando avaliar principalmente a atividade anti-
Mycobacterim tuberculosis de complexos de ruténio contendo ligantes fosfinicos

e piridinicos. A tabela 1.2 traz alguns dos resultados obtidos pelo grupo.

1.5 — O estudo da interacdo com alvos moleculares bioldgicos

Novos parametros tém norteado o desenvolvimento de drogas no
tratamento do cancer e da tuberculose. Com o desenvolvimento da bioquimica,
passou-se a conhecer uma infinidade de moléculas presentes nos sistemas
biologicos, sendo algumas delas essenciais para o crescimento e replicacédo
celular, como o DNA, moléculas que atuam no transporte de substancias
(albumina, transferrina e outras proteinas), moléculas que atuam na replicacéo do
DNA (topoisomerase | e Il, helicase, e outras moléculas), 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). Deste modo,
passou-se a desenhar moléculas a base de metais, visando a interacdo das mesmas
com biomoléculas como proteinas e DNA, de modo a potencializar a acdo da

droga frente ao cancer ou a tuberculose.

1.5.1-DNA

O acido desoxirribonucleico (DNA) € uma substancia polimérica que
contém as informagbes genéticas de cada individuo, e € constituido de
subunidades chamadas de nucleotideos, que s&o formados por um grupo fosfato,
uma pentose (2-desoxirribose) e uma base nitrogenada purinica (guanina e
adenina) ou pirimidinica (timina e citosina) (Figura 1.14). Os nucleotideos ligam-
se entre si, formando uma longa cadeia polimeérica de desoxinucleotideos, esta

cadeia polimérica interage por ligacdes de hidrogénio com outra cadeia
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correspondente, formando uma dupla fita de DNA que se enrola em torno do eixo

comum (Figura 1.14) %,

As ligacdes de hidrogénio entre as fitas do DNA sdo formadas apenas
por duas combinacdes possiveis de interacdo entre as bases nitrogenadas, adenina-
timina e citosina-guanina, onde este emparelhamento entre os pares de base

confere ao DNA a sua forma de dupla hélice, conforme mostrado na Figura 1.14.

FIGURA 1.14 — Estrutura dos nucleotideos formadores da estrutura do DNA
(adaptado de SLETTEN *9).

Desde que o DNA foi descoberto e sua importancia reconhecida, a
procura por moléculas que interajam em sitios especificos do DNA tem
aumentado, e nesta procura se destacam os complexos de metais de transicéo,
principalmente ap6s a proposicdo da interacdo com o DNA como o principal

mecanismo de agéo do cisplatina e seus derivados. A interagdo de complexos com
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0 DNA pode levar ao colapso da estrutura, impedindo a duplicacdo do DNA e
consequentemente impedindo a duplicacdo da célula, podendo até desencadear
mecanismos de morte celular 133940,

A literatura traz trés tipos possiveis de interacdo entre moléculas e
DNA, sendo elas intercalacdo, eletrostatica e covalente. As interacdes covalentes
sdo as que mais danos causam ao DNA, sendo estes danos, na maioria das vezes
irreversiveis, por levar a fragmentacdo das fitas de DNA, e caracteriza-se pela
labilizacdo de um dos ligantes do complexo e posterior coordenagdo do sitio
vacante as bases nitrogenadas, grupos fosfatos ou nas hidroxilas das pentoses #,
como pode-se ver na Figura 1.15, onde temos um exemplo de um complexo
formado com a coordenacdo do cobre a um grupo fosfato e a guanina de um

nucleotideo .
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FIGURA 1.15 — Complexos formados da coordenacdo do cobre a nucleotideos
(guanosina-5"monofosfato), (adaptado de SLETTEN *9),

O principal exemplo de interagdo covalente € com o cisplatina, onde
a obtencdo de estruturas de raios X tem comprovado a coordenagdo do complexo
ao DNA, conforme ja mostrado na Figura 1.7.
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Outra interacdo bastante explorada entre complexos metalicos e
DNA, sdo as interacdes intercalativas, onde ligantes que possuem planaridade sdo
alocados entre os pares de base do DNA, formando interacdes do tipo de Van der
Waals e =m-stacking. Estas interacOes levam ao aumento do volume do DNA,
ocasionando a desnaturacdo do mesmo e consequente perda da funcao.
Complexos de ruténio contendo bipiridinas estendidas tem chamado a atencéo, de
forma que varias publicaces tem explorado as interacdes intercalativas entre as
bipiridinas e 0 DNA %2, A Figura 1.16 mostra a estrutura cristalina do aduto

formado entre um complexo de ruténio intercalado a um fragmento de DNA.

FIGURA 1.16 — Estrutura de raios X do complexo [Ru(phen).(dppx)]*
intercalado ao d(ATGCAT), de DNA (adaptado de PAGES “?).

Interacbes puramente eletrostaticas também ocorrem entre
complexos e DNA, ndo havendo a presenca de ligantes intercalantes ou ligantes

labeis, complexos podem interagir com o DNA de interacGes eletrostaticas com
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os grupos fosfato externos a estrutura da biomolécula, ou com as bases
nitrogenadas através dos sulcos maiores e menores do DNA (Figura 1.14). Estas
interacdes, em geral, sdo mais fracas, porém podem da mesma forma levar a perda
da funcdo da biomolécula. Com o auxilio de técnicas espectroscopicas, como
espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Visivel, ressonancia magnética
nuclear, dicroismo circular, dentre outras, pode-se determinar esses tipos de
interacdes. Outras técnicas sdo também amplamente empregadas, como as

técnicas eletroquimicas, eletroforese em gel e viscosidade 2.

1.5.2 — Albumina

A albumina € uma proteina essencial na maioria dos mamiferos,
possuindo o papel de realizar o transporte de acidos graxos, onde cada molécula
de albumina do soro humano (HSA) pode carregar até sete moléculas de acidos
graxos, que se ligam as fendas da proteina. A HSA também atua como
sequestradora de radicais livres de oxigénio, inativando varios metabolitos
lipofilicos toxicos como a bilirrubina .

A albumina é a proteina mais abundante no sangue e também possui
a capacidade de transportar farmacos e outras moléculas insoliveis em agua
levando ao aumento ou diminuicdo da atividade bioldgica destas drogas. A HSA
é composta uma sequéncia de 585 aminoacidos, dentre 0s quais, 17 grupos sdo de
tirosina e um de triptofano, que esta localizado na posi¢do 214 e no subdominio
I1A do arcabougo proteico #4, conforme representado na Figura 1.17.

Estes fatos fazem desta um alvo de estudo dos cientistas,
principalmente no desenho de farmacos que interajam reversivelmente com a
HSA %%, Dentre estes novas drogas estudadas destacam-se 0s complexos
metalicos, onde tem-se demonstrado que a albumina possui papel importante na

atividade biolégica de alguns complexos como o NAMI-A e 0 KP1019 447,
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FIGURA 1.17 — Estrutura cristalografica da albumina do soro humano (HSA)
(adaptado de PENG #4),

1.6 — Os Ligantes dicarboxipiridinicos

Os acidos dicarboxipiridinicos (Figura 1.18) sdo de grande interesse
na quimica de coordenacéo, isto por se coordenarem a metais na forma bidentada
ou tridentada através dos atomos de nitrogénio (piridina) e oxigénio (carboxila),
além de formarem um grande nimero de complexos com metais dos blocos p, d
e f. Ha relatos na literatura de alguns complexos de ruténio contendo acidos
dicarboxipiridinicos, dentre eles se destacam os complexos arenos e 0s complexos
contendo monofosfinas, onde em todos os exemplos o &cido carboxipiridinico se
encontra coordenado de forma bidentada pelos &tomos de oxigénio (carboxila) e

nitrogénio(piridina) .

O\ OH
Oy__OH N o) OH
O\ OH AN N
OH ™
N N N
= N N
O/ XN P o
- NN 7Y
NN
OH Ho” o OH
acido acido acido acido
2,3-dicarboxipiridinico 2,4-dicarboxipiridinico 2,5-dicarboxipiridinico 2,6-dicarboxipiridinico
(2,3) (2,4) (2,5) (2,6)

FIGURA 1.18 — Estruturas moleculares dos acidos dicarboxipiridinicos.
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O écido 2,4-dicarboxipiridinico (Figura 1.18) possui relevantes
propriedades imuno-supressores e fibro-supressiva, além de ser capaz de proteger
certas enzimas de inativacdo térmica. O &cido 2,6-dicarboxipiridinico é conhecido
por ativar algumas metaloenzimas, e complexos de ferro 11, contendo 0 mesmo
como ligante, desempenham um papel importante na transferéncia de elétrons em
alguns sistemas bioldgicos, conferindo a ele reconhecimento como uma

ferramenta importante na clivagem molecular do DNA 4950,
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FIGURA 1.19 — Via metabolica do triptofano (via dos kinurénicos), contendo o
acido 2,3-dicarboxipiridinico como um de seus componentes (adaptado de
STONE °Y).
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O acido 2,3-dicarboxipiridinico esta presente no organismo humano
como um derivado da via dos Kinurénicos, que é a principal via para o
metabolismo do triptofano (Figura 1.19). A via dos kinurénicos gera compostos
que podem modular a atividade dos receptores de glutamato, receptores
nicotinicos e alguns receptores ainda ndo identificados. Esta via metabdlica € a
Unica que regula o metabolismo do triptofano, gerando compostos neuroativos,
influenciando na comunicacao entre 0s sistemas nervoso e imunoldgico e também
exercendo papéis importantes na regulacdo da proliferacdo celular.
Consequentemente, as substéncias derivadas desta via apresentam uma relevante
potencialidade para a descoberta de novas drogas L.

Uma vez que o papel dos acidos dicarboxipiridinicos nestes
processos ndo é bem compreendido, o estudo da sua quimica de coordenacédo,
aliado a estudos bioldgicos, é uma ferramenta de grande importancia para se

desvendar a acdo destes compostos em meio biolégico 2.
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

O objetivo principal deste projeto foi sintetizar e caracterizar
complexos de formula geral do tipo [Ru(N-O)(dppb)(bipy)]PFs onde (N-O =
acido 2,3-dicarboxipiridinico (2,3), &cido 2,4-dicarboxipiridinico (2,4), acido 2,5-
dicarboxipiridinico (2,5), acido 2,6-dicarboxipiridinico (2,6), acido 2-carboxi-4-
etoxicarbonilpiridinico (2,4e), dppb = 1,4-bis(difenilfosfina)butano e bipy =2,2’-
bipiridina), como possiveis candidatos a metalofarmacos. Procurar-se-a
determinar a influéncia do grupo carboxilico livre na atividade biologica dos

complexos.

2.2 — Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral foram cumpridos os seguintes

objetivos especificos:

e Sintetizar os complexos do tipo [Ru(N-O)(dppb)(bipy)]PFs,

e Esterificar a carboxila livre do complexo contendo o ligante 2,4-
dicarboxipiridinico gerando o ligante 2-carboxi-4-etoxicarbonilpiridinico (2,4e);

e Caracterizar os complexos obtidos por ressonancia magnética
nuclear (1D - 3'P(*H), *H, *C(*H) e 2D DEPT-135, COSY e HSQC), voltametria
ciclica e de pulso diferencial, analise elementar, condutancia molar,
espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Visivel, espectroscopia vibracional
na regido do infravermelho e difracdo de raios X de monocristal,

e Realizar testes de interacdo dos complexos de ruténio com calf
thymus - DNA utilizando técnicas de viscosidade, titulacdo espectrofotométrica e
voltametria de onda quadrada;

e Avaliar a interacdo dos complexos com HSA (albumina do soro
humano);
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e Auvaliar a citotoxicidade dos complexos de ruténio frente a linhagens
de células tumorais (A-549, DU-145 e MDA-MB-231) e sadia (V-79);

e Auvaliar a atividade inibitdria dos complexos frente a Mycobacterium
tuberculosis.

30



ArAUJO NETO, J. H. PARTE EXPERIMENTAL

CAPITULO 3 - PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo estdo descritos os materiais utilizados, as sinteses e
caracterizacdes dos compostos de ruténio com ligantes sintéticos e naturais. Além

disso, os procedimentos dos ensaios biologicos realizados com 0s mesmos.

3.1 — Materiais

3.1.1 — Obtencéao da atmosfera de Argonio

Todos os procedimentos experimentais foram realizados sob
atmosfera de Argonio, de procedéncia AGA, para evitar a presenca de oxigénio e
umidade. O gas é conduzido por uma coluna com silica gel e em seguida por uma
coluna com catalisador BTS-R-3-11 (Fluka Chemika), aquecida a 60°C para

eliminacgéo de oxigénio.

3.1.2 — Solventes

Os solventes organicos utilizados neste trabalho foram submetidos a
purificacdo prévia, segundo o0s metodos usuais. O DMSO deuterado
(Mallincrokdt) foi utilizado como fornecido, assim como o0s demais solventes

deuterados (cloroférmio e metanol) (Aldrich).

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, com a
finalidade de ser usado como eletrélito suporte para os procedimentos de estudo
eletroquimico. Os ligantes trifenilfosfina (PPhs), 1,4-bis(difenilfosfina)butano
(dppb), 2,2’-bipiridina, acidos 2,3-dicarboxipiridinico, 2,4-dicarboxipiridinico,
2,5-dicarboxipiridinico, e 2,6-dicarboxipiridinico, assim como, RuCls.xH,0 sé&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 solugbes foram preparadas em diclorometano,
dimetilsulféxido ou acetona na concentracéo de 10 mol L. As faixas de valores

foram previamente tabeladas por VELHO 2,

3.2.2 — Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

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

minutos antes das analises.

3.2.3 — Espectroscopia de absorcéo 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 solug6es de n-
octanol e em varias diluicOes, partindo de 1,0.10 mol L. Utilizou-se celas de
quartzo com caminho otico de 1 cm e 4 mL de capacidade (250-800 nm).

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

A=¢eb.c (3.1)
Onde, A = absorbancia, ¢ = concentragdo (mol L) e b = caminho

otico da cubeta (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 registro dos
voltamogramas. Utilizou-se eletrodos de trabalho e auxiliar de Pt e Ag/AgCl
como eletrodo de referéncia. Perclorato de tetrabutilaménio (PTBA) foi usado
como eletrdlito suporte (102 mol.L* em CH,Cl,, DMSO ou DMF). Os
voltamogramas foram registrados na regido entre -1,5 e 1,5 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 DRX 400 MHz (100 MHZ para *C, 40 MHz para
1H; 162 MHz para 3!P) pertencentes ao Departamento de Quimica da
Universidade Federal de S&o Carlos. Para elucidacdo das estruturas dos
compostos foram utilizados experimentos de RMN de 3P(*H), H, BC(‘H),
DEPT-135, COSY e HSQC.
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3.2.7 — Difracao de raios X

As estruturas cristalinas foram resolvidas pelo Msc. Juan Carlos
Clavijo Tenorio do Grupo de Cristalografia do Instituto de Fisica de Sdo Carlos
(IFSC-USP) pelo professor Dr. Rodrigo de Souza Correa, docente do
departamento de quimica da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP).

Para a resolucdo das estruturas cristalinas foram utilizados dois
difratdmetros diferentes, um pertencente grupo de cristalografia do IFSC-USP do
tipo automatico NONIUS KAPPA CCD sob responsabilidade do Professor Dr.
Javier Ellena e o outro pertencente ao Instituto de Quimica, Sdo Carlos (IQSC-
USP) da marca Bruker APEX DUO, ambos utilizando radiacédo da linha Ko do
molibdénio (0,71070 A).

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

fornecidos nos apéndices apropriados.

3.2.8 — Determinacao do coeficiente de particao (logP)

Os ensaios foram realizados utilizando um sistema octanol como fase
organica e agua na fase aquosa e o logP foi determinado pelo método shake flash
53, Os complexos foram solubilizados em 90 pL de DMSO, que foi particionado
em trés tubos “eppendorf”’ contendo 30 pL cada, em cada eppendorf foram
adicionados 750 pL de n-octanol e 750 pL de &gua, e permaneceram em agitacao
em 1000 rpm por 24 horas a 27°C. As fases foram separadas e a concentragdo do
complexo foi determinada na fase organica por UV-Vis em cada um dos 3 tubos
“eppendorf”, utilizando uma curva de calibracdo preparada para 0 composto em

n-octanol. O valor do logP foi calculado pela Equacéo 3.2.
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logP =log (Co / Ca) (3.2)
Onde, C, e C, sdo as concentracbes molares do complexo na fase
organica e aquosa, respectivamente, sendo C, encontrada através da subtracdo da

concentracgéo inicial pela concentracéo na fase orgénica (C,).

3.2.9 — Titulacdes Espectroscopicas com o0 DNA

Inicialmente preparou-se uma solucdo de DNA pela adigdo de
aproximadamente 40 mg de ct-DNA (DNA calf thymus, procedente da Aldrich)
em 20 mL de tampdao trizma-HCI (4,5 mM de Trizma HCI, 0,5 mM de Trizma
base e 50 mM NaCl) num pH de 7,4. A concentracdo exata do DNA foi
determinada por espectroscopia na regido do UV-vis, onde em uma cubeta
contendo o tampdo (2000 pL) foram adicionados 50 pL da solucdo de DNA e
realizada a medida. Sabe-se que a absortividade molar do DNAct em 260 nm &
6600 L mol™* cm™. Assim, conhecendo-se a absorbancia e a absortividade molar
em 260 nm, e 0 caminho Optico (b = 1 cm), determinou-se a concentracdo do DNA
por meio da lei de Lambert Beer (3.3).

As titulagbes foram realizadas empregando-se duas cubetas: na
cubeta 1 foram adicionados 1800 pL de tampéo trizma e 200 uL de DMSO,
correspondendo ao branco, enquanto na cubeta 2 foi adicionado 1800 pL de
tampéo trizma e 200 pL da solucdo de complexo (1M) em DMSO. Logo apés,
foram realizadas sucessivas adi¢des de 15 pL de ct-DNA em ambas cubetas, onde
a cada adicéo as solugdes foram homogeneizadas por cerca de 1 minuto, seguido

da obtencdo dos espectros da cubeta 1(branco) e cubeta 2 (amostra).

3.2.10— Estudo de interagdo com DNA por viscosidade

Preparou-se oito solucdes, em tubos de ensaio, descritas na Tabela
3.1, com a concentragcdo do composto analisado em 1x10 mol L solubilizado
em DMSO, e utilizou-se o tampdo trizma-HCI idéntico ao utilizado no

experimento de titulacdo espectrofotométrica.
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TABELA 3.1 — Volumes utilizados na preparacdo das amostras de viscosidade

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

1 0 0 0 4000
2 0 0 402 3598
3 0 400 402 3198
4 67 400 402 3131
5 134 400 402 3064
6 201 400 402 2997
7 268 400 402 2930

As medidas foram feitas em um viscosimetro de Oswald de
procedéncia Aldrich, mergulhado a um banho a uma temperatura de 25°C e com
auxilio de um cronometro para aferir o tempo de escoamento. Os experimentos

foram feitos em duplicata.

3.2.11 — Estudo de interacdo com DNA por voltametria de onda

guadrada

O estudo de interacdo entre 0 DNA e o complexo é feito pela técnica
de voltametria de onda quadrada, utilizando um eletrodo de carbono vitreo.
Primeiramente, é registrado a resposta eletroquimica de uma solucédo 0,5 mmol L
1 do complexo em 50 mmol L* de tampédo TRIS-HCI com 20% de DMSO. Em
seguida, é adicionado aliquotas de DNA e a resposta eletroquimica da solugéo é
novamente registrada. Caso o complexo apresente interacdo com o DNA, o perfil
voltamétrico do complexo ird alterar na presenca da biomolécula, onde o processo

redox pode se deslocar para potenciais mais positivos ou mais negativos.
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3.2.12— 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 empregado uma solucdo 2,5 pmol L™! de HSA e tampao
trizma-HCI (idem tampdo da titulacdo espectrofotométrica) em pH 7,4. A
extincdo da intensidade de emissdo dos residuos de triptofano em 305 nm
(comprimento de onda de excitagdo 270 nm) foi monitorada utilizando os
complexos como supressores em diferentes concentragdes (1,56-200 pmol L),
solubilizados em DMSO.

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 seguintes temperaturas de 27 e 37°C.

3.2.13 - 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. Legna Colina
Andreina Vegas. Utilizou-se quatro linhagens celulares, sendo trés de células
tumorais A549 (adenocarcinoma de pulmao humano, ATCC CCL-185), MCF7
(adenocarcinoma de mama humana, ATCC CCL-93) e MDA-MB-231
(adenocarcinoma de mama humana, ATCC HTB-26) e uma sadia V79
(fibroblasto de pulmao de hamster chinés, ATCC CCL-93).

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 realizac¢ao dos ensaios de citotoxicidade,
as células foram tripsinizadas para a contagem e ajuste da concentracéo de celulas.

Em seguida, aplicou-se as células em placas de cultura de 96 pocos (estéril)
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(densidade de células 1,5 x 10%). As placas foram armazenadas em estufa (37°C /
5% CO,) por 24 h para a adesdo celular. Apés este tempo 0s complexos em
diferentes concentragdes, solubilizados em DMSO, foram adicionados a placa e a
mesma foi novamente mantida na estufa por 48 horas.

Ap0s 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 pL de MTT (0,5
mg mL?). 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 6ptica (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

inibitoria de 50% das células).

3.2.14 - Ensaios de atividade in vitro contra M. tuberculosis H37Rv

Determina-se inicialmente a concentracdo inibitéria minima (MIC)
de cada composto, que é definida como a concentracdo minima de composto
necessaria para inibir o crescimento de 90 % de crescimento, frente ao M.
tuberculosis H37Rv ATCC 2729 utilizando “Rezasurin Microtiter Assay”
(REMA). Compostos com atividade bioldgica igual ou inferior a 7,80 pg/mL
seguem para a etapa seguinte, que consiste na avaliacdo da citotoxicidade (1C50)
por meio da determinacdo da concentracdo de composto capaz de permitir a
viabilidade de 50% das células frente a culturas de macrofagos da linhagem J774.
Entdo, o indice de seletividade (IS) é determinado pela razdo entre IC50 e MIC.
Um valor de IS igual ou superior a 10 indica que o composto em analise pode ser
aplicado na concentragdo maior ou igual a 10 vezes acima do valor de MIC sem

apresentar citotoxicidade. Para aqueles compostos que apresentam valores de IS
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maior ou igual a 10 a proxima etapa consiste na avaliacdo da capacidade do
composto de exercer atividade sobre M. tuberculosis internalizado em
macrofagos. Como farmaco de referéncia foi utilizada solugcdo estoque de

isoniazida (Sigma) na concentracdo de 10 mg/mL em agua.

Nas colunas 1 e 12 de uma microplaca estéril de 96 orificios foram
depositados 200 uL de agua destilada estéril para evitar a desidratacdo do meio
de cultura no ensaio durante a incubacédo na estufa. Os complexos foram diluidos
em DMSO, obtendo-se solucdo estoque de 10 mg/mL. Em seguida, foram
realizadas dilui¢des seriadas destas solu¢des na propria microplaca, de maneira a
se obter concentragdes variadas de isoniazida (1 a 0,03 pg/mL) e dos demais
compostos (250 a 0,10 pg/mL). O primeiro orificio da microplaca contendo cada
composto a ser analisado foi utilizado para controle de contaminacdo do
composto. Neste orificio foi adicionado apenas o meio de cultura e a amostra na
diluicdo 1:4, onde esperava-se ndo haver crescimento de espécie bacteriana. A
cepa de M. tuberculosis H37Rv congelada foi utilizada no inicio do ensaio na
concentracgdo de 1,0x105 UFC/mL para que no final do experimento fosse obtido
populagéo de 1,0x10” UFC/mL. 100 pL da dilui¢do de 105 UFC/mL foi inoculada
em cada um dos orificios contendo os compostos em analise e a isoniazida. A
microplaca foi selada com parafilme e incubada a 37 °C. Apds 6 dias de incubacéo
foi adicionado no orificio de controle de cepa microbacteriana e no orificio de
controle de meio um volume de 30 pL da resazurina 0,01 % diluida em agua
estéril. A microplaca foi reincubada a 37 °C por 24 h, apos isso foi realizada a
leitura visual. Obtendo-se o desenvolvimento de cor rosea no orificio controle de
cepa bacteriana, foram adicionados 30 puL da solugao da resazurina nos demais
orificios, sendo as microplacas reincubadas a 37 °C por 24 h. Em caso de ndo
haver mudanca para cor rosea, a placa era incubada por mais 24 h. Apés este

periodo, foi realizada leitura final baseada na interpretacdo da fluorescéncia no
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leitor de microplacas SpectraFluor Plus (TECAN®), onde utilizou-se filtros de

excitacdo e emissdo nos comprimentos de onda de 530 e 590 nm, respectivamente.

A porcentagem de inibicdo da multiplicacdo bacteriana foi

determinada aplicando-se a formula:
(1 —b/a) x 100 = % de inibicdo da multiplicacao bacteriana;

Onde: a = média da leitura dos orificios controle-positivo (orificio
apenas com bactéria e meio de cultura) e b = resultado de cada orificio com a

respectiva diluicdo do composto analisado.

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 por HALLMAN,
STEPHESON & WILKINSON ®*, Em um baldo de duas bocas contendo 100 mL
metanol previamente deaerado foram dissolvidos 1,00 g (3,50 mmol) de
RuCl;.nH,0 onde a solucéo resultante foi refluxada por 15 minutos sob atmosfera
de argonio. Logo apos a solucdo foi entdo resfriada e 5,75 g (21,70 mmol) de
trifenilfosfina (PPhs) foram adicionados. A mistura reacional foi novamente
refluxada por 3 horas. Apos o resfriamento um solido marrom cristalino foi
obtido, o qual foi separado por filtracdo e lavado com metanol e seco a vacuo.
Rendimento = 3,38 g (92%).

3.3.1.2 — Sintese de [RuCl>(PPhs)(dppb)]

O complexo foi preparado segundo procedimento descrito por
BRESSAN & RIGO *°. Em um baldo de duas bocas contendo 100 mL de
diclorometano desaerado foi dissolvido 1,000 g (1,16 mmol) de [RuCl(PPhs)s],
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em seguida adicionou-se vagarosamente durante 30 minutos 0,495 g (1,16 mmol)
de 1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb). Apds a adicdo a reacdo permaneceu sob
agitacdo por 30 minutos. Em seguida filtrou-se o precipitado binuclear formado e
precipitou-se a solucdo obtida com a adicéo de etanol. O po obtido foi lavado com

etanol e éter (previamente desaerados). Rendimento = 88,5% (0,79 g).

3.3.1.3 — Sintese de [RuClz(dppb)(bipy)]

O complexo sera sintetizado conforme o procedimento descrito por
QUEIRQOZ, et. al. *®, Em um baldo de duas bocas contendo 80mL de tolueno
desaerado foram dissolvidos 1,100 g de [RuCl,(PPhs)(dppb)] (1,28 mmol) e 0,260
g de 2,2’-bipiridina (1,66 mmol). Estes permaneceram sob refluxo em atmosfera
inerte por 48 horas. Em seguida o precipitado vermelho formado foi filtrado,
utilizando-se um funil de placa sinterizada, lavado com tolueno, hexano para a
retirada de excesso de fosfina (PPhs) e bipiridina livres e seco a vacuo.
Rendimento: 0,962 g (92 %)

3.3.2 — Sinteses com os acidos dicarboxipiridinicos

3.3.2.1 — Sintese dos complexos do tipo [Ru(N-O)(dppb)(bipy)]PFs

Em um baldo de duas bocas contendo 15 mL de CH,Cl,/MeOH
(70/30%) foram dissolvidos 0,066 mmol do ligante dicarboxipiridinico (N-O)
com 0,132 mmol de EtsN. Em seguida adicionou-se 0,05 g (0,066 mmol) de
[RuCl,(dppb)(bipy)] e apds 20 minutos 0,012 g (0,066 mmol) de KPFs. Apds 3
horas de reacdo todo o solvente foi evaporado e novamente solubilizado em
CH.Cl,. O precipitado formado (EtsN.HCI, KCI) foi filtrado em funil de placa
sinterizada e a solucéo seca foi solubilizada em metanol e precipitada com solugéo
de HCI (0,AM). O composto foi filtrado, lavado com agua e seco a Vacuo.
Rendimento: [Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFs = 0,055 g (84%);
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[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs = 0,050 g (76%); [Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PFs = 0,060 g
(92%); [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs = 0,058 g (89 %).

3.3.2.2 — Sintese dos complexos do tipo [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]

Em um baldo de duas bocas contendo 25 mL de etanol foram
dissolvidos 0,013 g (0,066 mmol) do acido 2,4-dicarboxipiridinico com 0,66
mmol de EtsN e 0,05 g (0,066 mmol) de [RuCl,(dppb)(bipy)]. Ap6s 50 minutos
de reacéo foram adicionados 3 ml de H,SO, e a solucgéo foi refluxada por 24 horas,
com o resfriamento da reacdo 0,012 g (0,066 mmol) de KPF¢ foi adicionado o
volume da solucdo foi reduzido a aproximadamente 5 mL e a precipitagéo foi
realizada adicionando agua destilada. O precipitado formado foi filtrado em funil
de placa sinterizada e lavado com agua destilada, hexano e seco a Vvéacuo.
Rendimento: [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs = 0,051 g (76%).
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Acido dicarboxipiridinicos como ligantes na quimica de

coordenacao
Os acidos dicarboxipiridinicos sdo de interesse na quimica de
coordenacédo devido os variados modos de coordenacdo que 0s mesmos exibem.
Na literatura predominam duas principais formas de coordenagéo para 0s mesmos,
que sao as bidentadas para os é&cidos 2,3-dicarboxipiridinico, 2,4-
dicarboxipiridinico e 2,5-dicarboxipiridinicos (FIGURA 4.1 - A) %5 e na forma
tridentada para o acido 2,6-dicarboxipiridinico (FIGURA 4.1 - B) .

FIGURA 4.1 — Complexos de ruténio contendo os ligantes 2,5-
dicarboxipiridinico e 2,6-dicarboxipiridinico. A - [Ru(2,5)2(PPhs),] *°" B -
[RuCI(2,6)(PPhs),] .

A predominancia da forma de coordenacdo bidentada pelos 4&tomos
de oxigénio e nitrogénio (Figura 4.2 - a) é justificada pelo efeito quelato e pela
formacdo de um anel de cinco membros (mais estavel), sendo que a coordenacao
bidentada pelo ion carboxilato (Figura 4.2 - b,c) néo ocorre no caso destes

ligantes, por formarem um anel de quatro membros (menos estavel).
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FIGURA 4.2 — Modos de coordenacéo previstos para o ligante 2,4-

dicarboxipiridinico.

Outro fator que favorece a coordenacdo bidentada pelos atomos de
oxigénio e nitrogénio esta baseado no conceito de acidez e basicidade de Pearson,
que define acidos e bases como duros, moles e intermediarios baseando-se na
polarizabilidade dos mesmos. O fon metalico Ru?* (&cido intermediario) possui
afinidade por bases intermediarias, o ion carboxilato é considerado uma base dura
e nitrogénios piridinicos sdo considerados bases intermediarias. Com isso a
coordenacdo do Ru?* ao nitrogénio piridinico é favorecida levando a ligagdo no
modo bidentado (nitrogénio piridinico e oxigénio da carboxila adjacente), uma
vez que a ligacdo é favorecida entre semelhantes (duro-duro ou mole-mole).

Neste trabalho buscou-se avaliar o potencial de acdo dos ligantes
dicarboxipiridinicos apos a sua coordenacao ao centro metalico (ruténio), uma vez
que através da coordenacdo bidentada pelo nitrogénio e oxigénio da carboxila
adjacente o grupo carboxilico livre do ligante estara livre para atuar. Para isso
foram sintetizados cinco novos complexos com os acidos 2,3-dicarboxipiridinico,
2,4-dicarboxipiridinico, 2,5-dicarboxipiridinico, 2,6-dicarboxipiridinico e 4-
etoxicarbonil-2-carboxipiridinico sendo os quatro primeiros bastante similares
alterando apenas a posicdo da carboxila no anel, enquanto o ultimo possui a

carboxila (ndo adjacente ao nitrogénio) esterificada.
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4.2 — Sintese dos complexos de férmula geral [Ru(N-O)

(bipy)(dppb)]PFs
Os complexos do tipo [Ru(N-O)(bipy)(dppb)]PFs foram sintetizados
a partir do precursor de formula geral cis-[RuCly(bipy)(dppb)], através da

substituicdo dos &tomos de cloro pelos ligantes dicarboxipiridinicos conforme
consta no Esquema 4.1.

=

cis-[RuC1z(dppb)(bip>')]

OH
\
Ox©H O\ OH
XN
= 40
OH

acido acido ac1do acido
2,3-dicarboxipiridinico 2,4-dicarboxipiridinico 2,5-dicarboxipiridinico 2,6-dicarboxipiridinico
(2,3) (2,4) (2,5) (2,6)

MeOH/CH,CL,||  KPF

6

(E),N

50 min

P, ,,,,,
Z/T“
[Ru(N-O)(dppb)(bipy)]PF,

ESQUEMA 4.1 — Rota sintética de obtencdo dos complexos sintetizados a partir
do precursor cis-[RuCly(bipy)(dppb)].
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A adicdo de trietilamina se faz necesséaria para facilitar o
desprotonamento da carboxila adjacente ao nitrogénio (mais acida) favorecendo
a coordenacéo do ligante. Com a saida do cloro o trietilaménio formado precipita
em diclorometano na forma do sal cloreto de trietilamdnio, que é facilmente
retirado da solucdo por filtracéo.

O complexo contendo o ligante 2-carboxi-4-etoxicarbonilpiridinico
(2,4e) foi sintetizado a partir do complexo [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]* onde a adigédo
de acido sulfarico em etanol proporciona a esterificacdo do acido carboxilico
livre. Esta reacdo organica e conhecida como esterificagdo de Fischer, conforme

pode ser visto no Esquema 4.2.

cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] acido
2(dPPDICIPY) 2,4-dicarboxipiridinico
(2,4)
o OH

[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PF,

ESQUEMA 4.2 — Rota sintética simplificada para a esterificacdo do complexo

contendo o ligante 2,4-dicarboxipiridinico.
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4.3 — Caracterizacao dos complexos

4.3.1 — Conduténcia molar e analise elementar

As medidas de condutancia molar assim como a analise elementar
sdo técnicas que contribuem para a elucidacéo da estrutura dos compostos obtidos.
A determinacdo da conduténcia molar dos complexos foi realizada em metanol.
Os resultados obtidos para todos 0s compostos mostraram que 0s complexos séo
eletrélitos 1:1 (faixa de condutancia para o metanol 1:1 = 80-115 uS.cm™) %2,

conforme pode-se ver na Tabela 4.1.

TABELA 4.1 — Dados de condutancia molar para os complexos contendo 0s

ligantes dicarboxipiridinicos

Branco Condutancia

COMPLEXO
(nS.cm™) (nS.cm?)
[Ru@3)(dppb)(bipy)IPFs 039 8Ll
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs 0,44 81,8
[Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PFs 0.35 79,7
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs 0,27 86,0
[Ru(2,4€)(dppb)(bipy)]PFs 0,22 85,6

Baseando-se na estrutura proposta para 0s compostos os resultados
esperados estdo de acordo com os encontrados dado a faixa de condutancia
exibida (1:1) sugerindo a saida dos dois cloretos dos precursores e a coordenagao
dos ligantes pelo grupo carboxilato e pelo anel piridinico, na forma bidentada (N-
O) monoanidnica, gerando complexos monocationicos.

Os dados de analise elementar sdo de grande importéncia, pois
atraves dos mesmos pode-se saber a pureza dos compostos baseando-se nos dados
experimentais obtidos e nos dados tedricos, conforme a estrutura esperada. A
analise dos dados obtidos mostram que os teores de carbono, hidrogénio e

oxigénio séo condizentes com as estruturas propostas, sendo a diferenca entre 0s
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valores experimentais e teoricos inferiores a 0,4% confirmando a obtencéo de
complexos do tipo [Ru(N-O)(dppb)(bipy)]PFs, 0s dados obtidos estdo listados na
Tabela 4.2.

TABELA 4.2 — Dados de analise elementar para os complexos contendo 0s

ligantes dicarboxipiridinicos

Composto C(%) H(%) N(%)

5444 409 4,07
(54,33) (4,05) (4,22)
52,64 491 423
(52,43) (4,30) (4,08)
5533 4,92 430
(55,06) (4,71) (3,93)
5441 447 434
(54,33) (4,05) (4,22)
52,97 4,78 4,04
(53,01) (4,61) (3,95)

[Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFe

[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs.2H20

[Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PFs.1/2C4H100

[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFe

[Ru(2,4€)(dppb)(bipy)]PFe.2H20

4.3.2 — Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

A Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho é uma
técnica que atua de modo complementar as demais técnicas, contribuindo na
elucidacdo da estrutura dos complexos de modo bastante eficiente. Através das
evidencias observadas nos modos vibracionais dos reagentes utilizados (ligante e
complexo de partida) e na estrutura esperada para o produto, pode-se confirmar
tanto a presenca dos ligantes quanto os possiveis modos de coordenacdo dos
mesmos. Nos espectros de absor¢do na regido do infravermelho dos ligantes, as
bandas caracteristicas das vibracdes vCOOH, v,sCOO e v;COO foram observadas
em torno de 1700, 1600 e 1400 cm?, respectivamente como pode-se observar para

o ligante 2,6-dicarboxipiridinico (Figura 4.3).
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FIGURA 4.3 — Espectros vibracionais na regido do infravermelho para o acido

2,6-dicarboxipiridinico e complexo [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFe.

Nos espectros de IV dos complexos, observa-se o deslocamento de
algumas bandas inerentes aos ligantes, sendo que em todos 0s espectros
registrados para os complexos as vibragcdes assimétrica e simeétrica do grupo
carboxilico deslocaram, indicando que os mesmos estdo coordenados pelo ion
carboxilato. Uma evidéncia notavel ¢ a diminuicdo da intensidade da banda
referente ao estiramento C=0 da carboxila livre em torno de 1700 cm™ onde
observa-se que a mesma possui maior intensidade no espectro do ligante livre que
no complexo, isto devido a diferenciacdo das carboxilas presentes no ligantes
onde apos a coordenacdo uma permanece livre e outra coordenada como pode-se
observar no exemplo do ligante 2,6-dicarboxipiridinico e seu respectivo complexo
conforme apresentado na Figura 4.3.

A principal evidencia que confirma o modo coordenagdo do ion

carboxilato € o célculo da diferenca entre o estiramento simeétrico e assimétrico
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do vCOO (Acm™). O ion carboxilato pode coordenar-se ao metal de trés maneiras:
monodentado; bidentado; ou bidentado em ponte. O valor de Acm™ da forma
monodentada serda sempre maior no complexo do que no ligante livre, enquanto a
forma bidentada apresentara um valor de Acm™ menor que o ligante livre. Além
disso, na forma monodentada o valor do estiramento assimétrico da carbonila é
deslocado para valores mais altos em comparacao com a forma bidentada, devido
0 aumento do carater de ligacdo dupla da carbonila *&.

Com o deslocamento do estiramento assimétrico da vibracdo v,COO
para regides de maior energia os valores de Acm™ para os complexos tornam-se
maiores que os calculados para os ligantes livres, como pode ser visto na Tabela
4.3, assim pode-se confirmar a coordenacao da forma monodentado em relacdo

ao ion carboxilato para todos os complexos sintetizados.

TABELA 4.3 — AtribuicGes das frequéncias vibracionais (cm™) correspondente

ao grupo carboxilato no ligante livre e coordenado

Compostos  vsCOO  wCOO  Aem?)
23 162 135 257
2,4 1609 1415 195
2,5 1596 1407 189
2,6 1575 1414 159
ch2,3 1666 1351 315
ch2,4 1658 1313 345
ch2,5 1656 1323 333
cb2,6 1656 1340 316
ch2,4e 1661 1322 329

Nota-se também no espectro de 1V do complexo contendo o ligante

2-carboxi-4-etoxicarbonilpiridinoco (2,4e) a presenca de bandas vC-Ogser
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caracteristicas de éster carboxilico em 1292 e 1117 cm, confirmando a

esterificacdo do acido carboxilico livre (ndo coordenado) .

100

80 [Ru(2,4¢e)(dppb)(bipy)]PF,
60 ] 1728
10-
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o 204
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FIGURA 4.4 — Espectro vibracional na regido do infravermelho para os
complexos [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs.

Com a coordenacdo, além das bandas dos ligantes
dicarboxipiridinicos, pode se observar também bandas vibracionais referentes aos
modos vibracionais metal-ligante. Todos os complexos apresentam duas bandas
de vibragdo v(Ru-P), referentes as bandas de estiramento assimétrica e simétrica
das ligacdes fosforo-ruténio da bifosfina que se encontram em cis na regido de
520 - 507 cm™. Também foram observadas bandas na regido entre 420 - 418 cm
! caracteristicas das vibracdes v(Ru-N) da bipiridina e v(Ru-O) dos ligantes em
estudo. Todos os complexos apresentam duas novas bandas bem caracteristicas,
atribuidas ao vP-F e 6P-F referente ao contra-ion PFg". A Tabela 4.4 apresenta as

bandas caracteristicas dos complexos contendo os ligantes dicarboxipiridinicos.
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TABELA 4.4 — Atribuicdes das frequéncias vibracionais (cm) dos complexos

de ruténio contendo os ligantes dicarboxipiridinicos °°

[Ru(N-O)(dppb)(bipy)IPFs (cm)

Atribuicéo
2,3 2,4 2,5 2,6 2,4e
vCH + vOH 3057 f 3056 m 3065 f 3057 m 3057 f
vasCH2 2933 f 2926 m 2945 f 2923 f 2031 f
vsCH2 2865 f 2860 f 2860 f 2857 f 2864 f
vCOOHiivre 1714 m 1726 m 1721 f 1720 m 1728 m
vasCOO" 1666 m 1658 1656 1656 F 1661 m
vC=N 1604 f 1603 m 1601 m 1595 f 1610 f
VsC=Clanel) + 1484 f 1483 f 1481 f 1483 f 1483 f
vC=C(fosf) 1465 f 1466 f 1465 f 1466 f 1464 f
vC=N 1435 m 1434 m 1435 m 1434 1434 m
3sCH3 - - - - 1368 f
vsCOO" 1351 f 1313 f 1323 f 1340 f 1313 m
1292m
VC'O(éster) - - - -
1177 f
vP-CH 1096 m 1094 m 1096 m 1093 m 1095 m
vP-CHz> 1072 f 1073 f 1072 f 1073 f 1072 f
844F 842F 843F 851F 842F
vP-F + 6P-F
558 m 557 m 558 m 558 m 557 m
vy anel 699 m 698 m 699 m 699 m 699 F
vP-CH 650 sh 648 sh 657 f 655 f 651 sh
508m 507m 507 m 511m 507 m
vRu-P
516 sh 516 m 520 m 519 m 512 m
vRu-O 530 f 530 sh 530 f 528 sh 530 m
vRu-N 419 f 419 f 418 f 419 f 420 f

F- forte; m- média; f- fraca; v - designa uma vibragdo de estiramento; & - designa uma
vibragdo de deformacéo; vy - designa uma vibracdo de deformacao fora do plano; sh - designa

ombro.
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4.3.3 — Espectroscopia de Absorcédo na Regido do UV-Visivel

A espectroscopia de absorcdo na regido do UV-visivel é um dos
métodos mais usados nas determinacdes analiticas em diversas areas. Além disso,
outra aplicacdo deste método é a possibilidade de se identificar grupos funcionais
presentes na molécula, uma vez que estes sejam 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 radiacdo,
transicOes eletrénicas podem ocorrer em decorréncia da absorcdo de energia
quantizada gerando um espectro eletronico de absorcédo que é o registro grafico
da resposta do sistema ao estimulo.

Os espectros de absorcéo eletrdnica na regido do ultravioleta e visivel
dos complexos foram realizados com o objetivo de avaliar os tipos de transi¢des
existentes entre os ligantes e o metal nos complexos estudados. Os espectros
foram registrados utilizando como solvente metanol, conforme pode-se ver na
Figura 4.5 onde consta as curvas obtidas para o0s complexos
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(2,4e) (dppb)(bipy).]PFs, 0s espectros dos demais
complexos encontram-se no apéndice.

Como pode ser observado na Tabela 4.5 todos 0s espectros
eletrénicos dos complexos e as transicdes sao muito semelhantes. As bandas
observadas em torno de 256 -320 nm s&o referentes a transi¢cdes intraligantes (m
— 1*) com contribuicdes dos ligantes (bipy, dppb e &cidos dicarboxipiridinicos).
As bandas em torno de 348 — 480 nm sdo atribuidas como transferéncia de carga
metal-ligante (TCML) dos orbitais dnRu— 3po*dn(bifosfina) e dnRu—
n*(ligantes bipiridinicos, AG, AGM, ABz2).

As bandas de maior energia, abaixo de 250 nm, foram atribuidas
como sendo bandas de absorcao do solvente. As bandas de transicdo d-d possuem
baixos valores de coeficientes de extingdo molar e séo facilmente encobertas por

outras bandas, por isso ndo foram detectadas nestes complexos.

53



ARrAUJO NETO, J. H.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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FIGURA 4.5 — Espectros de absorcéo na regido do UV-vis para os complexos
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs respectivamente

(metanol).

TABELA 4.5 — Dados dos espectros eletronicos dos complexos; solvente

metanol. (¢/ mol*.cm™.L) A/nm

Complexos

[Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFe
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs
[Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PFe
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFe
[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFe

IL

(m — 1)

290 (14501)
290 (13898)
292 (16780)
290 (14842)
288 (16628)
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4.3.4 — Ressonancia Magnética Nuclear

A ressonancia magnética nuclear € um método espectroscopico
fundamental para a elucidacéo estrutural de compostos de coordenacdo contendo
moléculas organicas como ligantes, sua versatilidade deve-se a possibilidade de
se analisar varios nucleos fornecendo o numero de &tomos nao equivalentes do
isdtopo estudado. A combinacdo de dados da ressonancia magnética nuclear com
a espectroscopia vibracional na regido do infravermelho é, na maioria das vezes,

eficaz e suficiente na determinagéo estrutural de moléculas de variados tipos °.

4.3.4.1 — Ressonancia Magnética Nuclear de fosforo - 3!P(*H)

A ressonancia magnética nuclear de fosforo € uma técnica Gtil tanto
na caracterizagdo, quanto no acompanhamento de sinteses que envolvem
compostos contendo atomos de fosforo em sua estrutura. Em complexos contendo
fosfinas o atomo de fosforo atua como um probe no acompanhamento da reagéo
onde pode-se acompanhar a extin¢do dos sinais dos precursores e 0 surgimento
dos sinais inerentes a nova espécie formada.

Os espectro de RMN 3!P(*H) do complexo cis-[RuCl,(dppb)(bipy)]
(Figura 4.6), (precursor dos complexos de formula geral [Ru(N-O)(dppb)(bipy)])
apresenta dois dubletos, mostrando a ndo equivaléncia dos dois atomos de
fosforos da bifosfina, sendo eles em & 42,2 ppm e § 30,5 ppm (3Jpp= 32,5),
condizente com um sistema AX, corresponde a um sistema de dois spins que €
caracterizado pela diferenca da frequéncia ressonante de ambos, que sao muito
maiores que o acoplamento (Jvy — vo[>> 2Jp.p) permitindo neste caso a visualizagéo

de dois sinais distintos ©°.
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PPM 0 -40 -80 -120 -160 -200 -240

FIGURA 4.6 — Espectro de RMN 3!P(*H) do complexo do cis-
[RuCl,(dppb)(bipy)], em CH3OH / D,O.

Assim, devido a ndo equivaléncia entre os atomos de fésforo, sendo
0 mais protegido trans ao ligante melhor doador de elétrons (cloro) com
deslocamento quimico muito proximo ao singleto da forma trans (trans-
[RUCl,(dppb)(bipy)] = 6 33 ppm) e o fésforo menos protegido trans ao atomo
menos doador de elétrons (nitrogénio) apresentando-se acima de 40 ppm.

Analisando os espectros de RMN 3!'P(*H) obtidos para os produtos
finais das reacdes podemos observar dois conjuntos distintos de sinais, 0 primeiro
em o -143 ppm (multipleto) referente ao contraion PFg¢ e 0 segundo por volta de
o 38 ppm (dois dubletos) referentes aos atomos de fdésforos da bifosfina.
Comparando o deslocamento dos sinais do precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)]
(842,2 (d) e 830,5 (d), 2Jp-p = 32,5 Hz) com os complexos obtidos (Tabela 4.6)

observa-se de modo geral que com a coordenacdo do ligante ocorre uma
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aproximacdo dos sinais (Figura 4.7), evidenciando a formacdo de um novo

complexo.

w w w w PF,
© © NI e
o o NN
NN NN
o N o W
I Lo
(6]
O OH
e |

I T I T I T I T I T I T I T I T I
PPM 20 (o] -20 -40 -60 -80 -100 -120 -140

FIGURA 4.7 — Espectro de RMN de *'P(*H) do complexo
[Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFs, em CH3;OH / D,0.

TABELA 4.6- Valores de deslocamentos quimicos (8) e constante de
acoplamento para os complexos de ruténio contendo os ligantes
dicarboxipiridinicos, em CH;OH / D,0O

[Ru@3)(dppb)(bipy)PFs ~ 403e366 348 37
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs 38,9¢e37,3 32,7 1,6
[Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PFs 39,7e 37,5 32,7 2,2
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs 413e32,4 34,9 8,9
[Ru(2,4¢e)(dppb)(bipy)]PFs 38,1e37,1 32,6 1,0

Conforme mostrado na Tabela 4.6, o complexo contendo o ligante
2,6-dicarboxipiridinico possui uma diferenca de deslocamento dos sinais (Ad =
8,9) maior que os complexos contendo os ligantes 2,3-dicarboxipiridinico, 2,4-
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dicarboxipiridinico e 2,5-dicarboxipiridinico (Ad = 3,7; 1,6 e 2,2 ppm
respectivamente). Esta diferenca exibida pelo complexo contendo o ligante 2,6-
dicarboxipiridinico é aproximadamente 4 vezes maior que os demais, como pode

ser observado na Figura 4.8.

PIC

1w

i s

JM\ ,}UL 2,4e
46.0 I 39I.0 | 38|.0

37.0 36.0 35.0 34.0 33.0 32.0
& (ppm)

42.0 41.0

FIGURA 4.8 — Comparacdo de dos espectros de RMN 3'P(*H) obtidos para os

complexos contendo os ligantes dicarboxipiridinicos, em CH3;OH / D,0.

O sinal referente ao fosforo trans ao nitrogénio do ligante
dicarboxipiridinico, no complexo [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs, exibe um
deslocamento para campo alto, indicando que a presenca da carboxila livre
adjacente ao nitrogénio, aumenta o carater doador do mesmo, e consequentemente
torna fosforo trans ao atomo de nitrogénio do ligante dicarboxipiridinico mais
blindado.
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A ressonancia magnética nuclear de fosforo foi uatil no
acompanhamento da reacéo de esterificacdo do complexo contendo o ligante 2,4-
dicarboxipiridinico, de forma que foi possivel obter espectros do meio reacional
em etanol. Conforme pode ser visto na Figura 4.9, ficou nitido nos espectros
obtidos o consumo do complexo precursor (6 36,9 e 39,7 ppm) ¢ surgimento do
produto (5 36,4 ¢ 40,0 ppm) com a carboxila esterificada mesmo sendo estes sinais
bem proximos. Com trés horas de reacdo temos aproximadamente uma proporgao
1:1 de precursor e produto e com 12 horas de reacdo temos o consumo total do

complexo precursor comprovando o término da reacao.

(VUSRS

\ / /
i Mo
| H\ [\ ) \

3 horas
MN‘\//\A«/\/\/W WA AN A AN A N /\J\/W w«\/\/v\/\\w

AN~ WMW\M

5 horas

—

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
40.8 40.6 40.4 40.2 40.0 39.8 39.6 39.4 39.2 39.0 38.8 38.6 38f.4( 38.)2 38.0 37.8 37.6 374 372 37.0 36.8 36.6 36.4 36.2 36.0 358 35.6
1 (ppm

FIGURA 4.9 — Espectros obtidos durante a reacdo de esterificacdo do complexo

contendo o ligante 2,4-dicarboxipiridinico, em EtOH /D,0.

4.3.4.2 — Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H)
e COSY H
Utilizando a técnica de RMN !H e COSY pdde-se observar a

presenca de sinais caracteristicos dos ligantes piridinicos, bifosfinicos e

dicarboxipiridinicos presentes nos complexos.
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Os sinais  referentes aos  hidrogénios dos  ligantes
dicarboxipiridinicos, mostrados na Figura 4.10, estdo listados na Tabela 4.7 onde
observa-se que o0s hidrogénios dos grupos carboxilicos sdo observados por volta
de & 13 ppm, enquanto os demais sinais sdo bem préximos por serem todos
pertencentes a hidrogénios ligados a anéis aromaticos (6 7,6 — 9,2 ppm). Os

espectros obtidos para os ligantes estdo no apéndice.

(0] (0]
0 o O N O
>0 A >H 1 H T
! ~N
H 3 N H
= 3 XN 3 XN
O XN = o
P O\ Ny f ? H N
H o ’ H AN H o]
H y© " 20" o 5 H”
4 2 2
acido acido acido acido
2,3-dicarboxipiridinico 2,4-dicarboxipiridinico 2,5-dicarboxipiridinico 2,6-dicarboxipiridinico
(2,3) (2,4) (2,5) (2,6)

FIGURA 4.10 — Estrutura dos ligantes dicarboxipiridinicos indicando os atomos
de hidrogénio.

TABELA 4.7 — Deslocamento quimico para os sinais referentes aos hidrogénios

dos ligantes dicarboxipiridinicos livres, em DMSO-ds

_ S (ppm)
Ligante e
H;e H, Hs H4 Hs
2,3-dicarboxipiridinico 14,0 83 7,6 88
2,4-dicarboxipiridinico 13,7 84 81 89
2,5-dicarboxipiridinico 12,9 82 84 9.2

2,6-dicarboxipiridinico 13,0 83 82 83

No espectro RMN *H obtido para os complexos contendo os ligantes

dicarboxipiridinicos & possivel observar trés conjuntos distintos de sinais, 0
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primeiro referente aos hidrogénios do butano da bifosfina (1), o segundo referente
aos hidrogénios dos anéis aromaticos da bifosfina (2) e o terceiro referente aos
hidrogénios da bipiridina e do acido dicarboxipiridinico (3), conforme indicado
na Figura 4.11. Estes trés grupos de sinais sdo melhor visualizados quando se
analisa o espectro de COSY 'H, onde podemos ver os acoplamentos dos

hidrogénios vizinhos, dentro de cada conjunto (Figura 4.12).
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f1 (opm)
FIGURA 4.11 — Espectro de RMN H obtido para o complexo contendo o
ligante 2,6-dicarboxipiridinico, em CDCls-d.

Parte dos sinais encontrados ndo podem ser atribuidos devido a
complexidade estrutural dos complexos. Como pode-se observar, grande parte
dos atomos de hidrogénios dos compostos sintetizados estdo ligados a anéis
aromaticos caindo todos numa mesma regido do espectro, entretanto em todos 0s

espectros obtidos as integrais dos sinais séo equivalentes as estruturas esperadas.
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FIGURA 4.12 — Espectro de RMN - COSY *H obtido para o complexo
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs, em CDCls-d.

No espectro obtido para o complexo [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs
observa-se sinais semelhantes aos demais complexos exceto pelos sinais em o
1,25 e 4,27 ppm (Figura 4.13) referentes ao etil do grupo éster, sendo o sinal em
1,25 integrado para trés hidrogénios correspondendo ao CHs e o sinal em 4,27
integrado para dois hidrogénios correspondestes ao CH, do éster. Este fato
também ¢é evidenciado no espectro de COSY H onde observa-se claramente a
presenca do acoplamento entre os hidrogénios (CH3z e CH,) do grupo etil do éster,
como pode ser visto na Figura 4.14. Os espectros para 0s demais complexos estdo
apresentados no apéndice.
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FIGURA 4.13 — Espectro de RMN *H obtido para o complexo
[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs, em DMSO-ds.
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FIGURA 4.14 — Espectro de RMN - COSY *H obtido para o complexo
[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs, em DMSO-ds.
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4.3.4.3 — Ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN - 13C),
HSQC e DEPT-135

Os sinais referentes aos carbonos dos ligantes dicarboxipiridinicos,
mostrados na Figura 4.15, estdo listados na Tabela 4.8 onde observa-se que 0s
carbonos dos grupos carboxilicos encontram-se por volta de & 165 ppm. Os

espectros obtidos para os ligantes estdo no apéndice.

acido acido acido acido
2,3-dicarboxipiridinico 2,4-dicarboxipiridinico 2,5-dicarboxipiridinico 2,6-dicarboxipiridinico

(2,3) (2,4) (2,5) (2,6)
FIGURA 4.15 — Estrutura dos ligantes dicarboxipiridinicos indicando os atomos

de carbono.

TABELA 4.8 — Deslocamento quimico para os sinais referentes aos carbonos

dos ligantes dicarboxipiridinicos livres, em DMSO-ds

6 (ppm)
C1 € Cz C3 C4 Cs C6 C7

2,4-dicarboxipiridinico 165,6 e 165,5 1259 1495 139,6 123,5 150,7
2,5-dicarboxipiridinico 165,6 e 165,5 150,0 128,9 1245 138,6 151,3
2,6-dicarboxipiridinico 165,4 148,0 127,4 139,2 127,4 148,0
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Nos espectros de RMN - $3C (*H) dos complexos foram observados
sinais referentes aos carbonos dos ligantes dicarboxipiridinicos, indicando a
coordenacao, conforme apresentado na Figura 4.16 que mostra o espetro de RMN
- 13C (*H) para o complexo [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs. A atribuicdo especifica de
parte dos sinais ndo foi realizada devido a complexidade dos dados obtidos em

virtude do elevado numero de sinais sobrepostos, sendo a grande maioria destes

sinas provenientes dos grupos aromaticos presentes nos complexos.
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FIGURA 4.16 — Espectro de RMN de *C (*H) obtido para o complexo
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs, em CDCls-d.

O primeiro conjunto de sinais, 6 22,72 a 29,76 (1) ppm, pertencem
ao butano da bifosfina conforme evidenciado nos espectros de RMN HSQC
(Figura 4.17) onde observa-se o acoplamento C-H destes sinais com 0s sinais
referentes aos hidrogénios também atribuidos ao grupo butano (6 1,65 a 2,97
ppm). Outro fato que comprova essa atribuicdo € a intensidade negativa observada

para estes sinais no espectro de DEPT - 135, onde neste experimento apenas
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carbonos CH, possuem intensidade negativa enquanto CH e CHj; possuem
intensidade positiva.

O segundo conjunto (5 122,84 a 138,13 ppm) de sinais sao referentes
aos carbonos dos aneis aromaticos dos ligantes, sendo este conjunto composto por
carbonos quaternarios e carbonos ligados a hidrogénios conforme pode ser visto
pela correlacdo direta destes sinais com os picos do espectro de hidrogénio, o que

proporciona os acoplamentos C-H (2) observados no espectro de RMN HSQC.
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FIGURA 4.17 — Espectro de RMN - HSQC do complexo
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs, em CDCls-d.

O terceiro conjunto de sinais referem-se principalmente a carbonos
quaternarios. Os carbonos quaternarios sdo evidenciados pela auséncia de
acoplamentos dos mesmos no espectro de RMN — HSQC e também por ndo
estarem presentes nos espectros de DEPT — 135 como pode-se observar nas
Figuras 4.18 e 4.109.
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A principal evidéncia fornecida pelos experimentos de ressonancia
magnética nuclear de carbono para os complexos sintetizados neste trabalho é o
deslocamento do carbono da carboxila coordenada, temos que no ligante livre as
carboxilas possuem um deslocamento de 6 165 ppm aproximadamente. Uma vez
que a carboxila adjacente ao nitrogénio piridinico se coordena ao ion metalico
(Ru?*) temos que esta sofre um deslocamento quimico para maiores frequéncias.
Esta desblindagem é devido a coordenacdo onde ocorre transferéncia de carga da
carboxila para o centro metalico levando a diminuicao da densidade eletronica do
carbono da carboxila coordenada.

Deste modo a carboxila livre permanece em 6 165 ppm e a
coordenada desloca-se para &6 173 ppm, no caso do complexo
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs, sendo esta tendéncia é observada para todos os
complexos. Todos os espectros de RMN *3C (*H), HSQC e DEPT - 135 para 0s

complexos sintetizados encontram-se no apéndice.

DEPT - 135
H
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FIGURA 4.18 — Espectros de DEPT - 135 e RMN - $3C (*H) do complexo

[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs, em CDCls-d.
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No espectro de RMN BC (*H) do complexo
[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs pode-se observar sinais caracteristicos que
comprovam a esterificacdo do grupo carboxilico livre. Os picos em & 13,78 e
62,02 ppm sd@o referentes ao carbonos CH; e CH,, respectivamente. Esta
atribuicao pode ser confirmada pelo espectro de DEPT — 135 (Figura 4.20) onde
vemos que o sinal em 06 13,78 ppm possui intensidade positiva e deslocamento
caracteristico metila, enquanto o pico em 6 62,02 ppm possui intensidade negativa
confirmando que o mesmo é um CH,, ambos pertencentes ao grupo etil do éster

carboxilico, confirmando as atribuicdes realizadas.

DEPT - 135 CHs

CH;

13C (1H)

T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
& (ppm)

FIGURA 4.19 — Espectros de DEPT - 135 e RMN - C (*H) do complexo
[Ru(2,4¢)(dppb)(bipy)]PFs, em DMSO-ds.
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4.3.5 — Estudo eletroquimico

Com o estudo eletroquimico dos complexos pode-se avaliar o0 efeito
do ligante sobre o metal, baseando-se no deslocamento do potencial de oxidacgéo
Ru'l/Ru". A substituicdo dos dois cloros (n € 6 doador) por um ligante piridinico
(o doador e m receptor), como 0 ion picolinato, acarretara na diminui¢do da
densidade eletrénica do metal e consequente aumento do potencial de oxidagéo
referente ao mesmo.
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FIGURA 4.20 — Voltamograma ciclico e de pulso diferencial do

complexo [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs, obtidos em CH,CI, (0,1M PTBA, 100
mV.st, Ag/AgCl).

Os voltamogramas ciclicos dos complexos foram obtidos em solucéo

de diclorometano (1,0 x 10 mol L de perclorato de tetrabutilaménio - PTBA) e

apresentam um processo quasi-reversivel como pode ser visto no exemplo do

complexo [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs (Figura 4.20). Como esperado, os valores de

E.1 encontrados (Tabela 4.9) foram mais altos que o valor descrito na literatura
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para o precursor [RuClx(dppb)(bipy)]*®, aproximadamente 0,6 V de diferenca, o
que indica que o centro metalico é mais estavel nos novos complexos sintetizados

que no complexo precursor.

TABELA 4.9 — Dados de voltametria ciclica para os complexos de ruténio (100
mV.s?t, Ag/AgCl)

COMPLEXOS Epa(V) Epc(V) Ewz  AEp
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs 1,30 123 126 0,07
[Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PFs 1,27 1,18 1,23 0,09
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs 1,31 - - -
[Ru(2,4¢e)(dppb)(bipy)]PFs 1,41 1,25 133 0,16
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404 204
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FIGURA 4.21 — Voltamograma ciclico e de pulso diferencial do complexo
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs, obtidos em CH,Cl, (0,1M PTBA, 100 mV.s*,
Ag/AgCl), com 30% de elipsoide.

Apenas o complexo [Ru(2,6)(dppb)(bipy)] difere dos demais por
apresentar um par redox de baixa reversibilidade, provavelmente devido a
repulsdo gerada pela carboxila livre, que deve levar a labilizacdo do ligante
dicarboxipiridinico apos a aplicagéo do potencial, conforme pode-se ver na Figura

4.21. A baixa reversibilidade causa o surgimento de processos em 0,55 e 0,80V
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resultantes das novas espécies geradas devido a instabilidade eletroquimica do

complexo.

4.3.6 — Difracao de raios X

A difracdo de raios X € uma ferramenta de grande importancia para
a elucidacéo estrutural de compostos inorgéanicos. Neste trabalhos foram obtidas
as estruturas cristalinas para o0s complexos [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs,
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs, conforme mostrado nas
Figuras 4.22 e 4.23, onde temos a confirmagcdo dos modos de coordenacdo

propostos para o sistema.

(A)

FIGURA 4.22 — Estruturas cristalinas do complexo [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs

(A)
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FIGURA 4.23 — Estruturas cristalinas dos complexos [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs

(B) e [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs (C), elipsoides com 30% de probabilidade.
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Todos os complexos sintetizados sdo monocatiénicos, necessitando
assim do anion PFg como contra ion para o balango de carga. O contra ion PFg
foi identificado em todos os complexos sintetizados tanto pela espectroscopia de
absorcédo na regido do infravermelho (vP-F = 840 cm™) como no experimento de
RMN 3P(*H) (8 -143 ppm), porém 0 mesmo consta no empacotamento cristalino
apenas para os complexos [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(2,4¢)(dppb)(bipy)]PFs
ndo sendo observado no complexo [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs

O balanco de carga da estrutura cristalina no complexo
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs ocorreu através do desprotonamento da carboxila livre
(n&o coordenada) o que acarretou na neutralizacdo do complexo. Como o pKa do
grupo carboxilico no ligante livre € 2,16 temos que no sistema onde ocorreu 0
surgimento dos monocristais (agua, metanol e diclorometano) a carboxila livre
esta desprotonada o que ocasionou a formacdo do empacotamento cristalino sem
0 contra ion PFg.

Sabendo disso o sistema de cristalizacgdo do complexo
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs foi montado utilizando no lugar de agua uma solugéo
de &cido cloridrico (1,0 M), assim temos que o equilibrio acido-base da carboxila
livre foi deslocado para a formagcdo do mesmo na forma monocationica
(protonado) o que levou ao surgimento de monocristais apresentando
empacotamento cristalino contendo o contra ion PFg.

No complexo [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs 0s comprimentos das
ligagBes C-O na carboxila livre sdo praticamente iguais (1,236 e 1,238 A) devido
0 desprotonamento e consequente ressonancia do par de elétrons atraves das
ligacGes O-C-O conferindo comprimento de ligacao intermediario em relacdo aos
comprimentos normais de uma ligacdo C-O simples e dupla, enguanto no
complexo [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs onde a carboxila encontra-se protonada as
ligagGes C-O da carboxila livre possuem comprimentos diferentes (1,231 e 1,296
A) sendo a menor uma ligacdo dupla e a maior uma ligacdo simples, conforme
pode-se ver na Tabela 4.10.
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TABELA 4.10 — Disténcia de ligacio (A) das estruturas cristalinas obtidas.

Ligagio (A)  cb26  cb24  cb24e  Cisbipy ®
‘Ru-N1 2099 2095 2095 2097
Ru-N2 2,089 2,064 2,077 2,088
Ru-N3 2,182 2,114 2,126 -
Ru-P1 2,362 2,325 2,370 2,279
Ru-P2 2,313 2,320 2,328 2,331
Ru-O 2,087 2,118 2,101 -
Ru-Cl1 - - - 2,484
Ru-CI2 - - - 2,428
C-01 1,286 1,269 1,284 -

C-02 1,216 1,238 1,228 -

C-03 1,236 1,231 1,180 -

C-04 1,238 1,296 1,326 -

No complexo [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs 0 oxigénio da ligacdo C=0
da carboxila possui uma desordem, cristalizando em duas posi¢des com ocupacéo
de 50% cada, conforme apresentado na Figura 4.23 (C).

As ligacdes Ru-P sdo maiores que as ligagbes Ru—O e Ru-N, isto
devido o maior raio atdmico do atomo de fésforo (1,10 A) em relagio aos 4&tomos
de nitrogénio (0,74 A) e oxigénio (0,66 A) o que proporciona maior comprimento
de ligacdo. Nota-se que em todos os complexos as ligacbes Ru—N3 (N3 =
nitrogénio do complexo dicarboxipiridinico) e Ru-N1 (N1 = nitrogénio
bipiridinico trans a fosforo) séo ligeiramente maiores que as ligacdes Ru—N2 (N2
= nitrogénio trans a oxigénio). Sugere-se que 0s maiores comprimentos de ligacédo
observados para Ru-N3 e Ru—-N1 quando comparado com Ru—N2 deve-se ao
efeito trans realizado pelos atomos de fosforo da fosfina que leva ao aumento do

comprimento de ligagé&o.
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De semelhante modo a ligacdo Ru—P1 é ligeiramente maior nos
complexos sintetizados neste trabalho (2,36 A) que no precursor
[Ru(Cl,)(dppb)(bipy)] (2,27 A) %. Este fato pode estar ligado a maior influéncia
trans exercida pelos ligantes N-heterociclos (acidos dicarboxipiridinicos) em
relacdo aos ligantes cloretos que foram substituidos.

Nota-se também, que o comprimento da ligacdo Ru—N3 é maior no
complexo [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs em relacdo aos demais, exibindo uma
diferenca de até 0,06 A. Esta observagio pode ser justificada pelo efeito estérico
causado pela carboxila livre que estd adjacente ao nitrogénio que se coordena,
enfraquecendo a ligacdo Ru-N3. Este fato tambem foi visto na voltametria, onde
0 processo referente ao par redox do ruténio € irreversivel, irreversibilidade que
pode ser facilitada pelo enfraquecimento da ligacdo Ru-N3, conforme visto nos
dados acima.

Na Figura 4.24 pode-se observar as principais ligacdes de hidrogénio
existentes no empacotamento cristalino dos complexos, sendo estas as principais
responsdveis  pela  estabilizacgio do  mesmo. Nos  complexos
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFse [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs as moléculas do complexo
interagem entre si por interacOes classicas do tipo O—H...O e néo classicas do tipo
C-H...F entre os hidrogénios dos anéis da bifosfina e o contra-ion PFg".

O empacotamento cristalino do complexo [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs
exibe interacBes ndo classicas do tipo C-O"...H onde um os 4&tomos de oxigénio
da carboxila livre atua de forma bifurcada interagindo com os prétons da agua,
diclorometano ou dos anéis da bifosfina. Outra interacdo intermolecular
observada para este complexo foi do tipo C=0...H, onde 0 oxigénio da ligacdo
C=0 da carboxila coordenada interage com um dos hidrogénios do diclorometano
presente no empacotamento cristalino. Em todos os complexos sintetizados as
moléculas se organizaram de forma que em todas os empacotamentos cristalinos
as carboxilas participem de interagbes intermoleculares levando ao arranjo
molecular de menor energia dentro do sistema utilizado.

75



ARrAUJO NETO, J. H. RESULTADOS E DISCUSSAO

(©)

FIGURA 4.24 — Estruturas cristalinas dos complexos [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs

(A), [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs (B) e [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs (C).
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Uma nova ferramenta que pode ser utilizada para se explorar as
interacdes intermoleculares dos complexos em estado sélido € a Full interaction
Mapping do programa Mercury®, que se baseia em uma biblioteca de interagoes
moleculares de grupos organicos derivada das milhares de estruturas cristalinas
depositadas no banco de dados Cambridge Sturctural Database (CSD). O
programa mapeia 0 espaco em torno da superficie de uma estrutura cristalina
mostrando as regides preferidas para interacdo com grupos organicos especificos
e isto levando em conta outros fatores como impedimento estérico 2.

Desta forma o programa delineia regides do complexo capazes de
realizar ligacdes de hidrogénio, tanto doando como recebendo o proton, e tambem
mostra os grupos hidrofébicos presentes. As regides doadoras de ligacdo de
hidrogénio sdo marcadas de vermelho e em azul temos as regides propicias a
receberem uma ligacéo de hidrogénio.

Na Figura 4.25 temos os mapas de interagdo gerados sobre a
superficie dos complexos onde vemos que as regides delineadas com as cores
mais intensas correspondem as regides onde descrevemos as interacOes
intermoleculares anteriormente. Em uma analise visual temos que 0s oxigénios
das carboxilas sdo os principais pontos aceptores de ligacdo de hidrogénio das
moléculas, enquanto os hidrogénios aromaticos sdo os principais doadores de
ligacdo de hidrogénio.

Nota-se quando comparamos 0s complexos quanto a carboxila livre,
vemos que no complexo [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs ela esta protonada fornecendo
um intenso ponto de doacdo de ligacdo de hidrogénio, enquanto que nos
complexos [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs ela esta
esterificada no primeiro e desprotonada no segundo, perdendo assim a capacidade

de doar um préton em uma ligacao de hidrogénio.
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A o

FIGURA 4.25 — Mapa de interacdo dos complexos [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs
(A), [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs (B) e [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs (C), fornecido
pelo programa Mercury.

78



ArAUJO NETO, J. H. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4 — Avaliacdo do Potencial Bioldgico dos Complexos de Ruténio

4.4.1 — Avaliacdo da Interacdo dos Complexos com DNA

Atualmente a maioria dos trabalhos cientificos envolvendo
complexos de ruténio no desenvolvimento de substancias com acdo antitumoral
utilizam como alvo bioldgico o DNA, sendo este um dos principais mecanismos
de acdo proposto para estes tipos de moléculas. Este tipo de estudo foi
impulsionado principalmente ap6s a divulgacdo do mesmo como possivel
mecanismo de acdo da cisplatina através da interacdo covalente coordenando-se
as bases nitrogenadas do DNA e consequentemente impedindo o0 mesmo de se
replicar.

Sabendo disso, um dos objetivos deste trabalho é avaliar o
comportamento dos complexos frente ct-DNA (calf thymus-DNA) utilizando de
variadas técnicas que permitem direcionar o estudo para um tipo de interacéo
especifica.

Buscando avaliar a influéncia da carboxila livre nos compostos deste
trabalho, foi sintetizado o complexo [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs (pic = é&cido
picolinico) ja descrito na literatura como um complexo que possui modo de
interacdo eletrostatico com o DNA®®, confirmado tanto pelas técnicas realizadas
neste trabalho, como também pelas técnicas de dicroismo circular e microscopia
de forca atdbmica (AFM). Através desta comparacéo, espera-se avaliar a influéncia
da carboxila livre presente nos complexos, uma vez que o acido picolinico possui
apenas uma carboxila, que no complexo encontra-se coordenada, conforme

apresentado na Figura 4.26.
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FIGURA 4.26 - Estrutura cristalina do complexo do tipo [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs
descrito por PAVAN, et.al *.

4.4.1.1 — Titulacdo Espectroscopica com DNA

A titulacdo espectroscopica € uma tecnica amplamente utilizada na
avaliacdo da interacdo entre moléculas e DNA, onde baseando-se na
espectroscopia de absorcdo no Ultravioleta-Visivel pode-se monitorar bandas
especificas do composto quanto a diminuigédo da intensidade (hipocromismo) ou
deslocamento (batocromismo), isto a medida que se adiciona aliquotas de DNA.
Por meio desta técnica pode-se determinar a afinidade entre complexo e DNA por
meio do calculo da constante de ligacdo (Kp) que se baseia nos maximos de
absorcdo em um determinado comprimento de onda para cada complexo, isto

utilizando a equacédo de Neighbor-Exclusion:

[DNA] _ [DNA] 1
(ea—ef)  (eb—ef)  Kb(eb—ef) 4.1

Onde: [DNA] ¢ a concentragdao do DNA em pares de bases, €a € o

coeficiente de extingdo aparente calculado como Aqps/[complexo], ef corresponde
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ao coeficiente de extingdo do complexo na sua forma livre e eb refere-se 0
coeficiente de extingdo do complexo na forma ligada. Cada conjunto de dados,
quando montado na equacdo acima, oferece uma reta com uma inclinagao de 1/(eb
- ¢f) e uma interceptacdo y- de 1/Kb(eb - €f), onde Kb é determinado a partir da

razdo entre a inclinacéo e a interceptacao.
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FIGURA 4.27 — Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis do complexo
[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs com a adicdo de sucessivas aliquotas de DNA.

Como pode-se ver na Figura 4.27, a medida que se incrementa
aliquotas de DNA a uma solucdo contendo o complexo [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs
observa-se uma diminuicdo da intensidade de absorcdo (efeito hipocromico) das
bandas de transferéncia de carga entre o metal e o ligante (TCLM) e também das
bandas © — ©* dos ligantes, esta diminuicdo da intensidade de absorcéo ¢ devida
a variacbes na energia da transicdo eletronica ocasionando mudanca na
intensidade de absorcédo devido as interacdes entre o complexo e 0 DNA e devido

o efeito de diluicdo. Além disso hd um ponto isosbético em torno de 460nm,
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indicando que existem duas formas de complexo espectrofotometricamente
diferentes no meio, e estas formas possuem a mesma absorcdo no comprimento
de onda em que se observa o ponto, sendo, provavelmente, uma destas formas o
complexo e outra 0 complexo interagindo com o0 DNA. Estas e outras observacoes
podem sdo uma evidéncia de interacdes entre complexos metalicos e DNA “°,

O valor obtido no célculo da constante de interacdo (K;) para o
complexo [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs foi de 4,8.10°#1,3.10° com um
hipocromismo (%) de 12,7 £ 0,7; para o complexo [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs, a
constante de interacéo (Kp) foi de 1,7.10%+1,1.10° e hipocromismo (%) de 9,7% +
0,9; estes valores séo caracteristicos de interacOes fracas entre complexo e DNA,
sendo estas do tipo eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio sendo que para o
complexo [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs esta observacao ja era prevista na literatura .
Os espectros obtidos para a interacdo dom complexo [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs

podem ser vistos na Figura 4.28.
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FIGURA 4.28 — Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis do complexo
[Ru(2,4¢e)(dppb)(bipy)]PFs com a adicéo de sucessivas aliquotas de DNA.
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Para os demais complexos ndo foi possivel calcular um valor de
constante, pois o hipocromismo encontrado com a adi¢édo da solucéo de DNA foi
igual ao encontrado quando se adiciona tampao a uma solugdo de mesma
concentracdo dos complexos indicando assim a auséncia de interagcdo com o DNA

para estes complexos que possuem carboxila livre.

4.4.1.2 —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 sera a velocidade que o fluido se movimenta. Desta forma,
quando se possui uma solucdo com uma concentracao fixa de DNA e se varia a
concentracdo de complexo, temos a possibilidade da variacdo da viscosidade em
uma solucdo de DNA oferecendo uma evidéncia confiavel do modo de interacéo
complexo / DNA 40,

Construindo-se um grafico de (n/mo)*® (onde m e M0 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 interaco existente. E sabido que interagGes intercalativas
e pelos sulcos do DNA ocasionam 0 aumento da viscosidade da solucgéo, pois a
intercalacdo aumenta as distancias entre os pares de bases ocasionando o aumento
do volume do DNA que leva a maior resisténcia da solu¢do ao escoamento.

Interacdes do tipo covalente levam a fragmentacdo do DNA, com a
ligacdo do complexo ao grupo fosfato ou aos pares de base temos 0 rompimento
das interagcdes entre as fitas e das ligacdes entre os nucleosideos levando a
diminuicdo da viscosidade da solucdo. As interacOes eletrostaticas ndo ocasionam
alteracdo no perfil de viscosidade da solucdo de DNA pois estes tipos de interacdo
ocorrem na superficie do DNA néo levando a alteragéo significativa da estrutura

do DNA e da viscosidade da solucao.
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FIGURA 4.29 — Gréfico de viscosidade para complexos.

No grafico obtido para os complexos sintetizados neste trabalho
(Figura 4.29) observou-se uma tendéncia de viscosidade constante para a solucgéo
de DNA em todos os complexos. Esta tendéncia deve-se ao modo de interacédo
dos complexos com o0 DNA, onde interacdes fracas como ligacdes de hidrogénio
e eletrostaticas ou até mesmo a auséncia de interacdo ndo ocasionam mudanca
significativa na viscosidade das solucdes justificando a tendéncia geral os valores
de viscosidade encontradas para nos experimentos com os complexos. A
cloroquina foi empregada como padrao de intercalagcéo, onde como observado na

figura acima, leva ao aumento da viscosidade da solucéo.

4.4.1.3 — Eletroguimica

Métodos eletroquimicos como voltametria ciclica ou de pulso
diferencial também podem ser empregados na avaliacdo da interacdo de

complexos metalicos com biomoléculas. Baseando-se nos valores de corrente,

84



ArAUJO NETO, J. H. RESULTADOS E DISCUSSAO

potencial de oxidacdo e reducdo dos complexos pode-se descobrir o0 modo de
interacdo complexo/DNA.

Em uma solugdo contendo quantidades fixas de complexo pode-se
avaliar a alteracdo do perfil voltamétrico a medida que se adiciona aliquotas de
ct-DNA. Complexos que interagem covalentemente com o DNA levam a
formacdo de novas espécies produzindo novos processos redox, complexos que
interagem pelo modo intercalativo provocam o deslocamento do potencial para
valores mais positivos e complexos que interagem de forma eletrostatica o
potencial se desloca para valores negativos devido a transferéncia de elétrons do
DNA para o complexo .

Nos experimentos realizados com 0S complexos
[Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFe, [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PFs,
conforme pode-se ver na Figura 4.30, houve um decréscimo muito pequeno na
corrente devido ao efeito de diluicdo que ocorre com a adicdo das aliquotas de
DNA levando a diminuicdo do coeficiente de difusdo da espécie eletroativa na
superficie do eletrodo. N&o se observou alteracdo do potencial redox com a
adicdo de DNA a solucéo, o que implica que os complexos que contém carboxila
livre ndo interagem com o DNA, ocasionando a auséncia alteracdo do potencial
de oxidacdo do complexo, conforme mostrado nas técnicas de interacdo descritas
nos topicos anteriores.

Os complexos [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs e
[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs  apresentaram  mudangas  significativas  nos
voltamogramas, o valor da corrente de pico decresceu a medida que se adicionava
DNA indicando que além do efeito de diluicéo a interagdo complexo — DNA levou
ao decrescimo do coeficiente de difusdo devido a indisponibilizacdo da espécie
eletroativa devido a interacdo. Outra mudanca foi o decréscimo no valor do
potencial redox com a adicdo de DNA indicativo da transferéncia de carga do
DNA para o complexo tornando-o mais rico em elétrons e consequentemente
diminuindo o potencial redox. Todos estes efeitos observados sdo caracteristicos
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de interacéo eletrostatica conforme previsto nas demais técnicas de determinacéo
do tipo de interacéo.

35

amostra
—— 1 adicéo
— 2 adigéo
—— 3 adi¢éo
—— 4 adi¢do
204 — 5 adicéo

30 -

25 4

15+

10 -+

Corrente (nA)

54

0

0 2(I)O 4(I)0 6(I)0 8(I)0 10I00 12I00
Potencial (mV)

144 —— amostra
—— 1 adicdo ﬁ

— 2 adic¢do

—— 3 adicdo

— 4 adicéo

—— 5 adicéo

12 1

10 1

oo
1

Corrente (uA)

i J
0
0 2(l)0 4(I)O 660 8(l)0 lOIOO 12'00 1400
Potencial (mV)
FIGURA 4.30 — Voltametria de onda quadrada para os complexos
[Ru(2,4¢e)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs respectivamente em
diferentes quantidades de ct-DNA.

Desta forma, com o auxilio de todas as técnicas utilizadas
concluimos que 0S complexos [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs e
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[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs interagem com o DNA de modo eletrostatico
enquanto os complexos [Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFs, [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs,
[Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs nédo interagem com o
DNA. Em todos o0s experimentos, solucdo tampéo (Trisma - HCI) com pH =7,4
(pH sanguineo) foi utilizada, onde provavelmente grande parte das carboxilas
livres estardo desprotonadas formando ions carboxilato, conforme pode-se ver no

Esquema 4.3.

Trlsma HCI %Ru\
pH 7.4 : @ ‘ )
Q

o
J/
0]
ESQUEMA 4.3 — Reacéo de dissociacdo dos complexos contendo carboxila

livre em tampéo 7,4 (Trisma-HCI).

Complexos do tipo [RuCl(car-bipy)(PPh3).(CO)] (car-bipy = 4,4’-
dicarboxi-2,2"-bipiridina) (Figura 4.31) ja descritos na literatura quanto ao seu
modo de interacdo®, comportam-se de modo semelhante aos complexos descritos
neste trabalho, de modo que complexos contendo ligante tipo 4,4 dicarboxi-2,2"-
bipiridina (duas carboxilas livres ligadas a bipiridina) possuem uma menor
constante de interacéo (1,1.10%). Complexos do mesmo tipo coordenados a 2,2"-
bipiridina (sem carboxila livre) interagem com o DNA com maiores constantes
de interacdo (4,1.10%), fato também atribuido devido a repulsdo existente entre o

fon carboxilato e os grupos fosfato do DNA ©2,
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FIGURA 4.31 — Estrutura cristalina do complexo do tipo [RuCl(car-
bipy)(PPhs).(CO)] descrito por KAMATCHI, et.al. 2 (car-bipy = 4,4"-
dicarboxi-2,2"-bipiridina).

O fato da existéncia da repulsédo entre o ion carboxilato e 0 DNA é
comprovado quando observa-se a ocorréncia de interacdo eletrostatica do
complexo [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs e DNA conforme visto no experimentos
realizados. Como neste complexo a carboxila foi transformada em um éster
carboxilico, temos que ndo existe mais carga negativa para que haja repulséo,

possibilitando assim a interacdo complexo / DNA.

4.4.2 — Avaliacao da interacao dos complexos com HSA

Diversos estudos tém sido realizados buscando-se analisar as
interagdes de diferentes complexos metalicos com HSA (albumina de soro
humano), devido a capacidade desta proteina de se ligar reversivelmente a uma
série de moléculas, possibilitando o carreamento de substancias do meio

extracelular para o intracelular ©,
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O melhor modo de se avaliar a ocorréncia e o tipos desta interacéo
entre moléculas e HSA é através da supressdo da fluorescéncia da proteina
ocasionada por varios processos que diminuem a intensidade da mesma sendo
essa supressdo classificada como dinamica ou estatica, onde uma supressao
dindmica resulta da colisdo entre o fluordforo e o supressor no estado excitado
enquanto a supresséo estatica ocorre devido a formagdo do complexo com estado
de menor energia entre o fluoréforo e o supressor, ndo estando este no estado
excitado ocasionando a formacgédo de um aduto entre o complexo e a HSA. Os
processos de supressdo ocorrem devido a alteragdo conformacional nas
subunidades da proteina, ligacdo do substrato ou desnaturacdo proteica, isto em
decorréncia da interagcdo com a molécula em questdo *°.

Em geral, podem-se distinguir os supressores dinamicos e estaticos
pela dependéncia da temperatura e viscosidade. Uma supressao dinamica depende
da difusdo, assim altas temperaturas resultam em um coeficiente de difusao alto,
e consequentemente as constantes de supressdo devem aumentar com o aumento
da temperatura. Em contrapartida, na supressdo estatica um aumento da
temperatura resulta decréscimo dos valores das constantes de supressdo “6.

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 o acompanhamento da supressdo da fluorescéncia da HSA é um meio
valioso de se avaliar as interacdes 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 o decréscimo da banda
que ocorre na faixa de 300 a 380 nm sobre uma excitacdo em 280 nm. Conforme
pode ser visto na Figura 4.32, a intensidade de fluorescéncia sofre um decréscimo
a medida que de aumenta a concentracdo do complexo [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs
0 que € um indicio que ocorre a interacdo do complexo com a HSA
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FIGURA 4.32 — Supressao da fluorescéncia da HSA frente a diferentes
concentracdes do complexo [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFes.

A analise quantitativa do processo de supressdo de fluorescéncia

pode ser feito através da equacéo de Stern-Volmer (Equacéo 4.2) %
FF" =1+ K, . [complexo] = 1 + K. t,. [complexo] (4.2)

Onde Fo é a taxa de fluorescéncia sem o agente de extingéo, F é a
taxa de fluorescéncia com o agente de extin¢do e [complexo] é a concentracao do
agente de extingdo, que no caso sdao 0s complexos contendo os ligantes
dicrboxipiridinicos, K € a constante de velocidade de supressédo biomolecular e
to € 0 tempo de meia-vida médio da HSA na auséncia de supressor. Para obter a
constante de Stern-Volmer (Ky) foi plotado um grafico de Fo/F versus
[complexo], sendo K, 0 coeficiente angular da equacéo da reta obtida no gréafico
(Figura 4.33).
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FIGURA 4.33 — Gréficos de Stern-VVolmer de FO/F versus [complexo] para HSA
na presenca de diferentes concentrag6es do complexo [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs,
excitacdo = 280 nm, [HSA] = 5,0 x10° mol L.

Na Tabela 4.11 sdo apresentados os valores da constante de Stern-
Volmer (Ksy) e da constante de velocidade de supresséo biomolecular (Kg) sendo
Kq calculada considerando como tempo de meia vida do estado excitado da HSA
(6,2.108 s1)%°, VVemos que os valores obtidos para o coeficiente de determinacéo
(R?) sdo analiticamente aceitaveis devido sua proximidade a 100% de correlacéo.

Analisando os valores obtidos para K e Kq vemos que 0s mesmos
sdo iguais (dentro da faixa de desvio padrdo) ou diminuem a com o aumento da
temperatura, este acontecimento ¢ atribuido a ocorréncia de mecanismo do tipo
estatica. Outro parametro que confirma a ocorréncia do mecanismo estatico é a
magnitude de Kg, onde quando a coliséo entre complexo e HSA é dinamica a
magnitude da constante é menos que 10%°, porém os dados encontrados possuem
magnitude de 10'?, indicando a formacdo de espécie intermediaria o que é

caracteristico de mecanismo estatico.
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TABELA 4.11 — Dados obtidos pela equacédo de Stern-VVolmer para a interacao
dos complexos com HSA (DP = desvio padréo)

Temperatura Ks + DP

Complexo ) 10% Kq (10%?) R?
, , 208 160+0,15 2,73 0,9854
[Ru(pic)(dppb)(bipY)IPFs 310 161+021 2,60 0,9908
_ 298 2174008 3,50 0,9971
[Ru(z3)(dppL)bipy)IPFs 310 201%003 324 0,9844
_ 208 239+007 3,85 0,9896
[Ru(24)(dppb)(bipy)IPFs 310 2414003 3,89 0,9985
RU25) G000 Dy IPF 298 225+001 3,63 0,9710
310 215006 347 0,9843
RU26)oob) iy [PFe 208 531008 8,56 0,9857
310 510008 8,23 0,9744
P 208 1824017 2,94 0,9705
310 168016 2,71 0,9545

Uma vez 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 Equacdo 4.3 a seguir

representada podemos calcular outros parametros de ligacéo:

log F"F_F = logK,, + nlog[complexo] (4.3)

Onde Ky, é a constante de ligacdo entra a HSA e 0 supressor e n € o
numero de sitios de ligacdo por molécula de HSA. Estes parametros de ligacao
podem ser encontrados atraves da confeccao de um gréafico de log(Fo - F)/F versus
log[complexo], onde o valor de Ky e n séo encontrados através dos dados obtidos
na regressao dos pontos do grafico plotado, conforme pode-se conferir na Figura
4.34.
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FIGURA 4.34 — Gréficos de Stern-Volmer de log(Fo-F)/F versus log[Q] para
HSA na presenca de diferentes concentracdes do complexo
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs, excitacdo = 280 nm, [HSA] = 5,0 x10° mol L.

TABELA 4.12 — Parametros de ligacdo obtidos pela equacdo de Stern-Volmer

para HSA com os complexos (DP = desvio padrao)

Complexo Temrz‘:(r)at“ra Kb + DP NtDP  R?
I — 298 8,4210%4449 1074002 0,9889
310 116.10%0,7  0,9740,01 0,9912
| 298 21210128 0974002 0,9942
(Ru(2.3)(dppb)biPY)IPFe 310 70410509 0974002 0,987
| 298 31310152 0,95£0,01 0,9740
[Ru(z.4)(dppb)(bIPY)IPFs 310 22610°%+1,34 0,89£0,01 0,9958
| 298 123105151 0,88£0,02 0,9850
(Ru2.5)(cppo)Olpy)IFFe 310 1,07.10°40,94 0841002 09939
RU(2.6)dopb) bioy) P 298 2401054041 0,74%0,03 0,9925
310 4,0210°4050 0,70£0,03 0,9855
Ru(2.48)opb) bioy PP 298 72710012 0,98+001 0,9605
310 157.100,22 094+001 09678
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Pode-se observar nos valores de K, obtidos para os complexos,
listados na Tabela 4.12, sdo da ordem de 102 - 10° o que indica que o complexo
interage com a albumina, sendo o maior valor (10°) considerado uma interacdo
forte, valores por volta de 10* considerados interacdo de forca moderada e valores
da ordem 102 considerados como interacdes fracas, esses tipos de interacéo séo
desejadas (fracas a moderadas — 102-10%) devido a possibilidade de a biomolécula
carrear o complexo para o interior da célula e uma vez no interior da célula liberar
o mesmo. Complexos com constantes de interacdo na ordem de 10° interagem
fortemente com a albumina de forma que ndo ocorre a liberagédo do complexo no
interior da célula o que pode acarretar na diminuicdo da biodisponibilidade do
complexo “°.

Os valores encontrados para K, nos complexos que a contém
carboxila ndo coordenada aumentam consideravelmente, passando de 10? no
complexo [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs para 10° no complexo
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs (298 K). Pode-se entdo afirmar que, assim como no
experimento de interagdo com DNA, os complexos contendo carboxila livre estio
desprotonados no meio em que é avaliada a interacdo conforme visto no Esquema
4.3, e de modo contrario ao DNA a presenca do ion carboxilato aumenta a
constante de interagdo (K,) dos complexos com a HSA. O complexos
[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs apresentaram as menores
constantes de interacdo provavelmente devido a auséncia da carga negativa do ion
carboxilato.

Com o intuito de avaliar o tipo de interacdo que ocorre entre
complexo e HSA calculou-se os parametros termodinamicos (energia livre de
Gibbs - AG®, variacdo de entropia - AS° e entalpia - AH®) para 0s experimentos
realizados. Estes parametros sdo baseados na Equacéo 4.4 e fornecem informacéo
do tipo de interacdo como interacdo eletrostatica, hidrofdébica, forcas de van der
Waals, ligacdes de hidrogénio, dentre outras.

AG® = —RTInK, = AH° — TAS° (4.4)
94



ArAUJO NETO, J. H. RESULTADOS E DISCUSSAO

Onde K, € a constante de interacdo com a HSA, T é a temperatura
em que foi realizado o experimento (298 e 310 K) e R € a constante dos gases
ideais (8,314 J.mol1.K). Através do rearranjo desta equacédo pode se plotar um
grafico de InKy versus 1/T, conforme descrito na Equacéo 4.5 *6. Na Tabela 4.13

estdo representados os valores obtidos para os pardametros termodinamicos.
AH® o
anb = — E + TAS (45)

TABELA 4.13 — Parametros termodinamicos calculados para os complexos

estudados neste trabalho

Temperatura AH AG AS
Complexo
(K) (kd.mol)  (kJ.mol?) (3.mol?)
[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PF6 298 167,8 16,79 619,3
u(pic i , :
P PP P 310 -24,10
[Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PF6 298 76,81 210 340,6
u(2, [ , :
PP P 310 -28,80
298 -25,60
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PF6 126,5 510,6
310 -31,80
298 -29,03
[Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PF6 138,4 562,0
310 -35,78
298 -30,69
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PF6 180,4 708,3
310 -39,19
298 -22,03
[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PF6 49,28 239,3
310 -24,90

Para se analisar os dados da Tabela 4.13 é necessario saber a relacédo
entre 0s tipos de interagdo e o sinal dos parametros termodindmicos que séo
indicativos dos tipos de interacdo que podem estar atuando conforme pode-se ver

a sequir:
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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 interagdes por ligacdes de hidrogénio;

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

Assim, pode-se concluir que as forcas de interacdo dos complexos
com a HSA séo forcas hidrofébicas devido aos valores positivos de AH® e AS®.
VariagOes 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 interagdo passa a adquirir uma
configuracdo desordenada, como resultado de interacGes hidrofobicas com o
complexo®. Os valores negativos encontrados para a variacdo da energia livre de
Gibbs mostram que, além de ocorrer a interacdo entre o complexo e a proteina,

esta interacédo € espontanea.

4.4.3 — Coeficiente de Particéo (Log P)

O coeficiente de particdo ou lipofilicidade (logP) € um parametro que
mostra a tendéncia de distribui¢cdo de um composto no organismo humano quanto
a difusdo por estruturas apolares como membranas celulares ou solucdes
bioldgicas como o plasma sanguineo, fluidos intracelulares e linfa. Estudos de
farmacocinética mostram que a hidrofilicidade de um composto aumenta quando
o0 valor de logP diminui, e de modo semelhando quanto maior o valor de logP
maior sera 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 sintetizados neste

trabalho foi estudada pelo método QSAR onde determinou-se o coeficiente de
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particio em um sistema agua/n-octanol, sendo este o sistema que mais se
assemelha com a membrana celular.

Quanto maior o valor de logP, maior é a afinidade do composto pela
estrutura lipidica da membrana plasmatica o que pode levar a maior taxa de
absorcdo por células. Valores de logP menores que -3 e maiores que 3 levam a
uma absor¢do muito baixa, valores entre 0 e 0,5 levam a uma absorgéo em torno
de 20% enquanto valores entre 1 e 1,5 estdo relacionados a moléculas com

aproximadamente 100% de absorcdo pelas células °'.

TABELA 4.14 — Dados de absortividade molar (¢) e lipofilicidade (Log P) dos

complexos de Ru(ll) com ligantes dicarboxipiridinicos

Complexos g Log P

[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs 402 (3270) 0,09
[Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PFs 410 (4409) 0,42
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs 392 (4539) -0,20
[Ru(2,4¢e)(dppb)(bipy)]PFs 388 (6644) 1,34
[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs 408 (3190) 1,36

Com base nos dados experimentais obtidos (Tabela 4.14) concluimos
que os complexos contendo o grupo carboxilico livre possuem baixa lipofilicidade
0 que pode ocasionar baixa absorcdo celular, enquanto os complexos
[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs possuem elevados valores
de lipofilicidade. Deste modo vemos que a auséncia do grupo carboxilato ou a
esterificacdo do mesmo eleva consideravelmente a lipofilicidade do complexo e
levando a patamares em que se tem a possibilidade de 100% de permeabilidade

por membranas lipidicas®.
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4.4.4 — Ensaios de Citotoxicidade

Os complexos sintetizados neste trabalho foram estudados quanto as
suas citotoxicidades frente a trés linhagens de células tumorais e uma linhagem
sadia, sendo duas linhagens tumorais provenientes de cancer de mama (MDA-
MB-231 e MCF7) e a outra de cancer de pulmio (A549), a linhagem sadia
empregada foi a normal de fibroblasto de hamster chinés (V79). A fim de
comparagdo em todas a células foi testado também o farmaco inorganico
cisplatina, todos os dados obtidos para os complexos e ligantes constam na Tabela
4.15.

TABELA 4.15 —Valores de ICso em pmol L para os complexos e ligantes

avaliados nas linhagens tumorais e sadias

ICs0 (LM)
Complexos
A549 MCF7 MDA-MB-231 V79

[Ru(pic)(dppb)(bipy)IPFs ~ 222%17 36+02 4215  331%49
[Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFe >100 >100 >100 >100
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs >100 >100 >100 >100
[Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PFs >100 >100 >100 >100
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFe >100 >100  47,4+10,8 >100
[Ru(2,4¢)(dppb)(bipy)]PFs 13,4424 51+05  2,4+04 17,1+ 0,4
Acido picolinico >100 >100 >100 >100
Acido 2,3-dicarboxipiridinico >100 >100 >100 >100
Acido 2,4-dicarboxipiridinico >100 >100 >100 >100
Acido 2,5-dicarboxipiridinico >100 >100 >100 >100
Acido 2,6-dicarboxipiridinico >100 >100 >100 >100
Cisplatina 144+14 139+20 2,4+0,2 216+1,2

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

a adicdo de MTT tanto nas células tratadas com os complexos de ruténio quanto
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no controle positivo (cisplatina) e negativo (celulas sem tratamento). A leitura das
placas foi realizada 48 horas apds a adicdo dos complexos e controles, o que
forneceu gréficos de viabilidade celular com 95% de confianca.

Os testes foram realizados em triplicatas independentes em
concentragdes que variaram de 100 a 0,78 pmol L* em todos os ensaios
realizados. Conforme apresentado na Tabela 4.15, os acidos dicarboxipiridinicos
e picolinico ndo foram ativos frente as linhagens celulares utilizadas, de modo
similar os complexos [Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFs, [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs,
[Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs também ndo foram
citotdxicos nas concentracdes testadas frente as linhagens celulares utilizadas.

Ja 0S compostos [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs e
[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs mostraram-se mais ativos que os ligantes e demais
complexos exibindo valores de 1Cs, promissores sendo alguns até menores que 0
encontrado para a cisplatina. Observa-se claramente a influéncia da esterificagéo
da carboxila livre quando comparamos os dados dos complexos
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs onde vemos que a
esterificacdo conferiu uma elevada citotoxicidade ao complexo frente as celulas
tumorais e sadias, sendo mais ativos frente as tumorais que as sadias exibindo

maior indice de seletividade para a linhagem MCF7 que a cisplatina (Tabela 4.16).

TABELA 4.16 — indice de seletividade calculado através da divisdo dos valores

de ICs das células sadias pelas células tumorais

Indice de seletividade

Complexos -MRB-
P A549 MCF7 MDA-MB
231
[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs 15 9,2 7,9
[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs 1,3 3,4 7,1
Cisplatina 1,5 1,9 9,0
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Comparando os dados de interagdo com a HSA e os valores de I1Cs
pode-se observar que em geral os complexos que contem carboxila livre
interagiram fortemente com a proteina ndo exibiram atividade citotoxica frente as
linhagens celulares utilizadas. Estes fatos podem estar correlacionados devido ao
alto valor de K;, encontrado para estes complexos indicando menor reversibilidade
da interagdo com albumina diminuindo a disponibilidade do complexo no meio
em que é realizado os ensaios de citotoxicidade, uma vez gque este meio possui
consideraveis quantidades da proteina.

Ja nos complexos que exibiram atividade frente as linhagens testadas
observamos um efeito contrario, onde os baixos valores de interacdo com HSA
indicam a presenca de interacdes reversiveis. Nestes casos a proteina pode atuar
como transportadora do meio extracelular para o meio intracelular aumentando a
disponibilidade do complexo e consequentemente permitindo que 0 mesmo atue
no interior da célula desencadeando os mecanismos de morte celular levando aos
baixos valores de 1Csy encontrados.

Quando comparamos os dados de 1Csy com os valores de coeficiente
de particdo também podemos tirar valiosas informacGes para a compreensao da
citotoxicidade dos complexos. Vemos que os complexos que possuem carboxila
livre possuem menor lipofilicidade que os demais complexos e também néo foram
citotoxicos frente as linhagens testadas, enquanto o0s complexos
[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs exibiram maior
lipofilicidade e foram os mais citotoxicos.

Deste modo temos que os complexos contendo carboxila livre
provavelmente possuem menor habilidade de difusdo através da membrana
lipidica das celulas, em comparacdo com demais complexos que possuem maior
lipofilicidade e consequentemente podem permear a membrana celular com maior
facilidade, exibindo assim maior citotoxidade conforme observado nos valores de
ICso.
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4.4.5 — Ensaios Anti-Mycobaterium tuberculosis

Todos os complexos e ligantes foram avaliados frente a
Mycobacterium tuberculosis (Hs;Rv ATCC 27294) utilizando a técnica de
Rezasurin Microtiter Assay (REMA) isto visando a determinacdo da concentragao
inibitéria minima (CIM). O indice de seletividade foi determinado através da
divisdo dos valores de ICsy para a célula normal de fibroblasto de hamster chinés
(V79) pelos valores de CIM encontrados. Os valores obtidos nestes experimentos

encontram-se na Tabela 4.17.

TABELA 4.17 — Dados de indice de seletividade e concentracéo inibitoria
minima (CIM) encontrada para os complexos frente Mycobacterium

tuberculosis

Complexo CIM(ugL?Y CIM@EM) ICso (UM) Sl
[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs*° 0,91 0,95 331+4,9 36,4
[Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFs > 25 > 25 >100 -
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs > 25 > 25 >100 -
[Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PFs > 25 > 25 >100 -
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs > 25 > 25 >100 -
[Ru(2,4¢€)(dppb)(bipy)]PFs 702+162 687+112  17,1+0,37 2,5
Acido picolinico > 25 > 25 >100 -
Acido 2,3-dicarboxipiridinico > 25 > 25 >100 -
Acido 2,4-dicarboxipiridinico > 25 > 25 >100 -
Acido 2,5-dicarboxipiridinico > 25 > 25 >100 -
Acido 2,6-dicarboxipiridinico > 25 > 25 >100 -
Isoniazida® 0,03 0,4 - -
Etambutol®® 20,7 5,6 - -
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Analisando os dados da Tabela 4.17 podemos ver que 0s complexos
atuaram frente as bactérias de modo similar ao observado nos testes de
citotoxicidade, onde apenas os complexos [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs e
[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs foram ativos. Os ligantes e os complexos contendo
carboxila livre ndo exibiram atividade frente os complexos contendo carboxila
livre.

Sabe-se que a bactéria causadora da tuberculose depende da
albumina para a obtencdo de acidos graxos essenciais para 0 crescimento da
mesma®®, de modo que o teste REMA ¢é realizado em um meio contendo 4% de
albumina de soro bovino. Assim vemos que 0s complexos que exibem forte
interacdo com a albumina (complexos contendo carboxila livre) ndo exibiram
atividade frente a bactéria, enquanto os complexos [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs €
[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs que possuem constantes de interacdo fracas com a
HSA, foram os que exibiram atividade contra a bactéria devido a maior
disponibilidade dos mesmos devido a maior reversibilidade da interacdo com a
proteina.

Os dados de coeficiente de particdo também se correlacionam com
os dados de MIC conforme pode ser visto em alguns relatos na literatura 7°, de
modo que em grande parte delas o aumento da lipofilicidade de alguns complexos
ocasiona no aumento da eficicia contra a tuberculose. De modo similar os
compostos com maior lipofilicidade foram os que exibiram atividade contra a
bactéria enquanto os compostos com baixa lipofilicidade ndo foram ativos nas

concentragGes testadas.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES

Neste trabalho foram apresentadas a sintese, caracterizacdo, e
atividade bioldgica de cinco novos complexos de ruténio contendo os ligantes
dicarboxipiridinicos, discutindo os aspectos quimicos e estruturais, visando
estabelecer a influéncia da carboxila livre (ndo coordenada) na interacdo com
biomoléculas (DNA e HSA), na atividade citotdxica frente linhagens celulares e
frente a Mycobacterim tuberculosis.

As composicdes dos complexos foram confirmadas através das
caracterizagGes realizadas como ressonancia magnética nuclear (1D - 3P(*H), H,
BC(*H) e 2D DEPT-135, COSY e HSQC), voltametria ciclica e de pulso
diferencial, analise elementar, condutancia molar, espectroscopia de absorc¢ao na
regido do UV-Visivel, espectroscopia vibracional na regido do infravermelho e
difracdo de raios X de monocristal. Todas as técnicas estruturais propostas
confirmaram a estrutura proposta para os complexos, mostrando que os ligantes
dicarboxipiridinico se coordena ao precursor [RuCly(dppb)(bipy)] na forma
quelata pelos atomos de nitrogénio e oxigénio. O complexo contendo o ligante
2,4e foi sintetizado a partir do complexo contendo o ligante 2,4, isto através da
reacéo de esterificacdo de Fischer.

Nos ensaios de interagdo com o DNA foi observado que a presenca
do grupo carboxilico livre (ndo coordenado) interfere diretamente na interagéo,
levando a auséncia da mesma, enquanto os complexos contendo os ligantes pic e
2,4e interagiram via eletrostatica. A auséncia da interagdo nos complexos
contendo carboxila livre foi atribuida a repulséo entre o grupo carboxilico (que se
encontra desprotonado no meio em que o teste € realizado) e o grupo fosfato do
DNA, isto por serem ambos carregados negativamente.

No estudo de interacdo com a HSA, conclui-se que a presenca da
carboxila livre leva ao aumento da forca de interacdo entre complexo e proteina,
isto devido os maiores valores de constante de interacdo (K, = 10°-10°) dos

complexos contendo carboxila livre em comparag¢do com os complexos contendo
103



ARrRAUJO NETO, |J. H. CONCLUSOES

os ligantes pic e 2,4e (K, = 10%). InteracOes muito fortes, como as observadas para
os complexos contendo carboxila livre, ndo sdo desejaveis, uma vez que 0
interesse da interagdo com a HSA é o transporte do complexo para o interior da
celula, e altas constantes de Interac@o indicam menor reversibilidade da interacdo,
diminuindo a biodisponibilidade do complexo.

Os complexos tiveram suas atividades testadas, in vitro, contra as
células tumorais de cancer de mama (MDA-MB-231 e MCF7), pulmao (A549) e
celulas sadias de fibroblasto de hamster chinés (V79). Os complexos contendo
carboxila livre ndo foram citotdxicos a nenhuma das linhagens testadas, enquanto
0s complexos contendo os ligantes pic e 24e foram ativos, exibindo o complexo
contendo o ligante 2,4e 1Cs, da ordem de 5,1 uM e seletividade de 5,4 na linhagem
MCF7, resultados melhores que do cisplatina.

Nos testes anti-Mycobacterium tuberculosis, de modo similar aos
ensaios de citotoxicidade, apenas os complexos contendo os ligantes pic e 2,4e
foram ativos (0,91 e 7,20 pg mL* aproximadamente), ndo sendo observada
atividade para os complexos contendo carboxila livre.

Para o estudo da lipofilicidade dos complexos foi determinado o
coeficiente de particdo dos complexos, onde os complexos contendo carboxila
livre foram menos lipossoliveis que os demais. E sabido que para que um
composto atravesse a membrana de uma célula por difusdo o mesmo precisa ter
um carater lipofilico devido as caracteristicas da membrana celular. Assim vimos
que a presenca da carboxila livre diminui a lipofilicidade dos complexos,
diminuindo a biodisponibilidade dos complexos para a célula.

Assim, observa-se que todos os resultados dos testes de interacéo
com biomoléculas e coeficiente de parti¢do, indicaram que a presenca do grupo
carboxilico livre leva a auséncia da atividade biologica dos complexos,
desencadeando na auséncia de citotoxicidade frente as células tumorais e
Mycobacterium tuberculosis. Outro fato interessante observado foi a restituicéo
da atividade biolégica do complexo apoés a reacédo de esterificagéo.
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Como etapa futura, pretende-se esterificar os demais complexos
contendo carboxila livre, e sintetizar outros complexos contendo diferentes
grupos organicos (-F, -Cl, -Br, -NO,, C=N ¢ outros) substituidos no anel piridinico
do &cido picolinico, isto visando determinar a influéncia destes substituintes nas
atividades bioldgicas dos complexos. Parte deste trabalho foi publicado na forma
de artigo na revista “Inorganic Chemistry Frontiers”’ e encontra-se

disponibilizado em anexo.
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FIGURA A1l — Espectro vibracional de absorc¢ao na regido do infravermelho do
complexo [Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFs.
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FIGURA A2 — Espectro vibracional de absorcdo na regido do infravermelho do

acido 2,3-dicarboxipiridinico.
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FIGURA A3 — Espectro vibracional de absorc¢éo na regido do infravermelho do
complexo [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFe.
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FIGURA A4 — Espectro vibracional de absorcéo na regido do infravermelho do
acido 2,4-dicarboxipiridinico.
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FIGURA A5 — Espectro vibracional de absorc¢éo na regido do infravermelho do
complexo [Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PFe.
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FIGURA A6 — Espectro vibracional de absorc¢éo na regido do infravermelho do
acido 2,5-dicarboxipiridinico.
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FIGURA A7 - Espectro vibracional de absorc¢éo na regido do infravermelho do
complexo [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFe.
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FIGURA A8 — Espectro vibracional de absorcédo na regido do infravermelho do
acido 2,6-dicarboxipiridinico.
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FIGURA A9 - Espectro vibracional de absorc¢éo na regido do infravermelho do
complexo [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFes.
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FIGURA A10 - Voltamograma ciclico e de pulso diferencial do complexo
[Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFs, obtidos em CH,Cl, (0,1M PTBA, 100 mV.s™,
Ag/AgCl).
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FIGURA A11 - Voltamograma ciclico e de pulso diferencial do complexo
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs, obtidos em CH,Cl, (0,1M PTBA, 100 mV.s*,
Ag/AgCI).
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FIGURA A12 — Voltamograma ciclico e de pulso diferencial do complexo

[Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PF6, obtidos em

CH,Cl; (0,1M PTBA, 100 mV.s-1,

Ag/AgCl).
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FIGURA A13 - Voltamograma ciclico e de pulso diferencial do complexo
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs, obtidos em CH,Cl, (0,1M PTBA, 100 mV.s™,
Ag/AgCI)
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FIGURA Al14 - Voltamograma ciclico e de pulso diferencial do complexo
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs, obtidos em CH,Cl, (0,1M PTBA, 100 mV.s™,
Ag/AgCl).
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FIGURA A15 — Espectros de absor¢édo na regido do UV-vis para o complexo
[Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFs (metanol).
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FIGURA A16 — Espectro de absorc¢do na regido do UV-vis para o complexo
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs (metanol).
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FIGURA AL17 - Espectro de absorcao na regido do UV-vis para o complexo
[Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PFs (metanol).
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FIGURA A18 — Espectro de absorc¢ao na regido do UV-vis para o complexo
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs (metanol).
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FIGURA A19 — Espectro de absorcao na regido do UV-vis para o complexo
[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs (metanol).
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FIGURA A20 — Espectro de RMN *H obtido para acido 2,3-dicarboxipiridinico
em DMSO-ds.
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FIGURA A21 — Espectro de RMN *H obtido para acido 2,4-dicarboxipiridinico
em DMSO-ds.
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FIGURA A22 — Espectro de RMN *H obtido para acido 2,5-dicarboxipiridinico
em DMSO-ds.
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FIGURA A23 — Espectro de RMN *H obtido para acido 2,6-dicarboxipiridinico
em DMSO-ds.
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FIGURA A24 — Espectro de RMN **C(*H) obtido para &cido 2,3-
dicarboxipiridinico em DMSO-ds.
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FIGURA A25 — Espectro de RMN *C(*H) obtido para acido 2,4-
dicarboxipiridinico em DMSO-ds.
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FIGURA A26 — Espectro de RMN **C(*H) obtido para &cido 2,5-
dicarboxipiridinico em DMSO-ds.
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FIGURA A27- Espectro de RMN C(*H) obtido para acido 2,6-
dicarboxipiridinico em DMSO-ds.

~ SOV TACDNREEO A — 1 AN O — S~ oo~ 0w
- Ao A QRN ANS e wn o N T TR ®
=N 06 06 00 06 006 [N [N [N [N [N [N 1N 8 8 8 O B i i el - —— S

AL NN NS NSNS AN NS [~~~

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

FIGURA A28 — Espectro de RMN H obtido para o complexo
[Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFs em DMSO-ds.
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FIGURA A29 — Espectro de RMN H obtido para o complexo
PFs em DMSO-ds.
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FIGURA A31 — Espectro de RMN *H obtido para o complexo
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs em CDCls-d.
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FIGURA A32 — Espectro de RMN H obtido para o complexo

[Ru(2,4¢)(dppb)(bipy)]PFs em DMSO-ds.
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FIGURA A33 — Espectro de RMN de *3C obtido para o complexo
[Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFs em DMSO-ds.
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FIGURA A34 — Espectro de RMN de *3C obtido para o complexo

[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs em DMSO-ds.
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FIGURA A43 — Espectro de RMN - HSQC obtido para o complexo

[Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFs em DMSO-ds.
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FIGURA A45 — Espectro de RMN - HSQC obtido para o complexo
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FIGURA A46 — Espectro de RMN - HSQC obtido para o complexo

[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs em CDCls-d.

140



ArAUJO NETO, |. H. APENDICE
A A AN
= k10
— ¥ -
3 - 20
. =
@ 30
{
—— . |-
% 40
y
50
B
J — . 60
;
y 70
t
7 RS
1 (=9
4 reo S
. 0w
* 100
H
E k110
| . 120
2 - S
£ - - - i F130
2 - - B
7 = ! t140
'
! k150
N
- [
+ 160
»
: : : : : : : : T T T T T T T T T T
95/ 90 85 80 75 70 65 60 S 550 45 40 35 30 25 20 15 10
m
120
L -, F125
-
o P i i
- 130
=
L&
L 135
-
- g
z F140 g
3 &
b
145
E
s "
— - 150
—<< 155
-
160
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0
3 (ppm)
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FIGURA A48 — Espectro de RMN — DEPT — 135 obtido para o complexo
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FIGURA A49 — Espectro de RMN — DEPT — 135 obtido para o complexo
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs em DMSO-ds.
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FIGURA A51 — Espectro de RMN — DEPT — 135 obtido para o complexo
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs em CDCls-d.
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FIGURA A52 — Espectro de RMN - DEPT — 135 obtido para o complexo
[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs em DMSO-ds.
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TABELA Al — Parametros cristalograficos obtidos para as estruturas de raios X

Complex [Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs [Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs [Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs
Empirical formula C45 H40 F6 N2 O2 P3 Ru CA47 H47 Cl4 N3 06 P2 Ru C47 H44 F6 N3 O4 P3 Ru
Formula weight 948.77 1054.68 1022.83

Temperature (K) 293(2) 293(2) 296(2)

Wavelength (A) 0.71075 0.71073 0.71073

Crystal system Monoclinic Monoclinic Monoclinic

Space group C2/c P21/n P21/n

a(A) 40.71(2) 17.737 13.5648(3)

b (A) 15.001(9) 12.587 12.9392(4)

c(A) 14.658(9) 20.703 28.2343(8)

a(®) 90 90 90

b (°) 95.496(7) 90.89 100.559(10)

g(®) 90 90 90

Volume (A3) 8910(9) 4621.5 4871.7(2)

z 8 4 4

Density (calculated) ( Mg/m3) 1.415 1.516 1.395

Absorption coefficient (mm-1) 0.523 0.692 0.487

F(000) 3864 2160 2088

Crystal size (mm3) 0.260 x 0.260 x 0.200 ?7X?X7? 0.210 x 0.100 x 0.090
Theta range for data collection 1.977 to 27.485° 2.965 to 26.359°. 1.811 to 25°

Index ranges -52<=h<=52, -19<=k<=19, -18<=I<=18 ?<=h<=?, ?7<=k<=?, ?7<=|<=? -12<=h<=14, -14<=k<=14, -31<=I<=31
Reflections collected 39930 ? 73392

Independent reflections 10192 [R(int) = 0.0614] 9425 [R(int) = ?] 6755 [R(int) = 0.0700]
Completeness to theta = 25° 100.0 % 99.8 % 99.7 %

Refinement method Full-matrix least-squares on F? Full-matrix least-squares on F2 Full-matrix least-squares on F2
Data / restraints / parameters 10192 /0/563 9425/0/568 6755/0/632
Goodness-of-fit on F2 1.140 1.043 1.070

Final R indices [1>2sigma(l)] R1 =0.0563, wR2 = 0.1403 R1=0.0519, wR2 = 0.1359 R1 =0.0396, wR2 = 0.1084
R indices (all data) R1 =0.0744, wR2 = 0.1610 R1 =0.0629, wR2 = 0.1450 R1=0.0582, wR2 = 0.1217
Extinction coefficient 0.00268(15) n/a 0.00068(13)

Largest diff. peak and hole (e.A-3)  0.848 and -0.938 2.234 and -0.584 0.814 and -0.263
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FIGURA A 53 — Espectros de absorcao na regido do UV-Vis do complexo
[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs com a adicdo de sucessivas aliquotas de DNA.
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FIGURA A54 — Espectros de absorcédo na regido do UV-Vis do complexo
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs com a adicdo de sucessivas aliquotas de DNA.
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FIGURA AbL5 — Espectros de absor¢édo na regido do UV-Vis do complexo
[Ru(2,6)(dppb)(bipy)]PFs com a adicéo de sucessivas aliquotas de DNA.
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FIGURA A56 — Espectros de absor¢édo na regido do UV-Vis do complexo
[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs com a adicdo de sucessivas aliquotas de DNA.
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FIGURA A57 — Voltametria de onda quadrada do complexo
[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs em diferentes quantidades de ct-DNA.
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FIGURA A58 — Voltametria de onda quadrada do complexo
[Ru(2,3)(dppb)(bipy)]PFs em diferentes quantidades de ct-DNA.

148



ARAUJO NETO, J. H.

APENDICE

14 -

12 -

10 4

Corrente (uA)

——— amostra
—— 1 adicéo
—— 2 adicéo
—— 3 adicdo
— 4 adicdo
—— 5 adicéo

0

|
200

|
400

I I
600 800
Potencial (mV)

| |
1000 1200 140C

FIGURA A59 — Voltametria de onda quadrada do complexo
[Ru(2,4)(dppb)(bipy)]PFs em diferentes quantidades de ct-DNA.
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FIGURA A60 — Voltametria de onda quadrada do complexo
[Ru(2,5)(dppb)(bipy)]PFs em diferentes quantidades de ct-DNA.
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FIGURA A61 — Voltametria de onda quadrada do complexo
[Ru(2,4e)(dppb)(bipy)]PFs em diferentes quantidades de ct-DNA.
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ANEXO

Parte deste trabalho foi publicado na revista Inorganic Chemistry

Frontiers, e pode ser consultado no arquivo a seguir.™

151



9]

10

20

30

40

INORGANIC CHEMISTRY

ROYAL SOCIETY

FRONTIERS

PEERS

Chinese Chemical Society

RESEARCH ARTICLE

Cite this: DOI: 10.1039/c8qi00941d

Received 4th September 2018,
Accepted 25th October 2018

DOI: 10.1039/c8qi00941d

rsc.li/frontiers-inorganic

Introduction

One of the biggest challenges of the scientific community is to
develop new drugs to treat diseases that affect humanity. In
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Esterification of the free carboxylic group from the
lutidinic acid ligand as a tool to improve the
cytotoxicity of Ru(i) complexes
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€ and

In this study, we report on the selective esterification of the carboxyl group in a coordinated ligand based
on the Fischer reaction. The new [Ru(N-O)(bipy)(dppb)IPFs complex 1 was used as a precursor to obtain
the ester derivative [Ru(N-Oet)(bipy)(dppb)IPFs (2), and in order to establish the influence of either the
free carboxyl group or the ethoxycarbonyl group on biological properties, the [Ru(pic)(bipy)(dppb)IPFe
complex (3) was synthesized for comparison (dppb = 1,4-bis(diphenylphosphino)butane, bipy = 2,2'-
bipyridine, N-O = mono-deprotonated 2,4-pyridinedicarboxylic acid, N-Og; = 4-ethoxycarbonyl-2-pyri-
dinecicarboxylic acid). All three complexes interact weakly with human serum albumin (HSA) with K,
values ranging from 10'-10% M™%, suggesting a spontaneous interaction with this protein by electrostatic
(1-2) or van der Waals interactions (3). Moreover, complex/DNA-binding experiments indicate that com-
plexes 2 and 3 interact weakly with DNA, while no interaction is observed between complex 1 and DNA,
probably due to the repulsion involving the free carboxylate group/DNA-phosphate. Anti-Mycobacterium
tuberculosis (MTB) activity and cytotoxicity assays against one normal cell line V79 (hamster fibroblast)
and three human cancer cell lines A549 (lung), MCF7 and MDA-MB-231 (breast) revealed that complexes
2 and 3 exhibit good activity against MTB and tumor cells, presenting high cytotoxicity (low ICsp). On the
other hand, complex 1 is practically inactive. Therefore, the best biological results found for complex 2
can be attributed to its esterification, improving the lipophilicity and cellular uptake, in order to facilitate
its passive permeation through the tumor cell membranes allowing for cell death, as well as DNA and HSA
interactions, when compared with complex 1.

2017, the FDA (Food and Drug Administration) approved only 46
new drugs.' Almost half of them are used in oncology (24%)
and for infectious diseases (14%), areas increasingly requiring
new drugs due to the constant development of drug resistance
of these diseases or the side effects of many current commer-
cial drugs.” Recently, one specific group of compounds, known
as metallodrugs, has been developed aiming to treat cancer,
mainly after the success of cisplatin, stimulating the search for
other metal compounds that could be effective in cancer treat-
ment, with low or without toxicity.>™°

In this scenario, ruthenium-based complexes have been
one of the main protagonists, because some of them show
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great potential as anticancer agents,>’ ' with effectiveness
against metastasis and with high cytotoxicity in vitro and
in vivo, against a wide range of tumors, also showing good
activity against infectious diseases,"* such as tuberculosis,"”™°
malaria,”®?* Chagas-disease®*™” and leishmaniosis.>’*° An
advantage of ruthenium complexes is that they display pro-
perties that can benefit their biological activity, such as the
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interaction with transporter blood proteins (albumin and
transferrin),>®*' and different DNA-binding types, among
other properties, which may make them a promising class of
metallodrugs.>**®* Many reports involving ruthenium com-
plexes have been published describing their interactions with
blood proteins, precisely because this interaction facilitates
the complex transportation, increasing their solubility in
blood plasma, providing protection to complexes against pre-
mature degradation or elimination and leading to the
initiation of cell death mechanisms.>*%*°

When designing new potential drugs, the exchange of func-
tional groups may directly interfere with the biological activity
of the compounds. Based on the models described in the lit-
erature, the biochemical behavior of metal complexes can be
optimized by knowing the structural characteristics of drugs
with proven pharmaceutical efficacy.** Mimicking the structure
of natural products using metal complexes has been a good
strategy to improve the biological profile, such as antitumor
activity. For instance, Megger’s research group has used staur-
osporine as a lead structure to obtain potent organometallic
inhibitors for GSK-3, Pim-1, MSK-1, PAK-1 and PI3K
kinases.*>"*® The rational design and optimization of new
molecules not only intend to reproduce the biological activity,
but also enable us to study how these structural changes can
interfere with the properties of the compounds (solubility, bio-
molecule binding, lipophilicity and others) and establish new
biomolecular targets.** In recent years, our research group has
studied the chemical and biological properties of ruthenium
complexes containing phosphines and diimines as ligands
(Fig. 1), investigating their applications in the medicinal chem-
istry areas, such as oncology and neglected diseases. Previous
papers published by us have described the efficacy of ruthe-
nium complexes with diimine, phosphine and picolinate
ligands against cancer cells and Mycobacterium tuberculosis,
where they showed strong in vitro and in vivo activities against
tuberculosis, including multidrug-resistant bacteria,'”"*®*1¢

Diphosphine Bipyridine _|PF6'

X
F
X

Derivation

Site
R - H, COOH,
‘R COOEt

Picolinate

Ruthenium 1l core

Fig. 1 Design of Ru(i) complexes with diimine, diphosphine and picoli-
nate ligands.
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and they are the compounds cited in the Global Tuberculosis
Report 2017."

As part of our ongoing efforts to obtain new ruthenium
complexes endowed with biological activity and attempting to
understand the influence of functional groups on the activity
of this kind of complex, such as carboxyl and ester, substituted
with the picolinate ligand, this paper reports on the reactivity
of lutidinic acid (2,4-pyridinedicarboxylic acid) with Ru(u)/
phosphine/diimine precursor (Fig. 1). To the best of our
knowledge, this is the first time that esterification of the free
carboxyl group of a coordinated lutidinic acid molecule has
been reported in the literature. The complexes were character-
ized by FT-IR, multinuclear NMR spectroscopy, cyclic voltam-
metry and X-ray diffraction experiments. Afterwards, we study
the interaction of new complexes with DNA, by viscosity
measurements, and electrochemical and spectroscopy titra-
tion, and their interaction with HSA by fluorescence quench-
ing. Moreover, the cytotoxicity of the complexes against four
cell lines (V79, MCF-7, MDA-MB231 and A549), the anti-
Mycobacterium tuberculosis activity and the influence of lipo-
philicity on the complexes were evaluated, regarding their bio-
logical results.

Results and discussion
Synthesis

The complex [Ru(N-O)(dppb)(bipy)]PFs (1) [N-O = 2,4-pyridine-
dicarboxylic acid; dppb = 1,4-bis(diphenylphosphine)butane]
was synthesized from the precursor cis-[RuCl,(bipy)(dppb)],*®
by substituting the chlorido ligands with lutidinic acid, as
indicated in Scheme 1. The addition of triethylamine to the
solution was needed to facilitate the deprotonation of the car-
boxyl group adjacent to the nitrogen (more acidic), favoring
the ligand coordination to the metal center. The triethyl-
ammonium chloride formed precipitates in dichloromethane
solution, which are easily removed from the solution by fil-
tration. The complex [Ru(N-O..)(dppb)(bipy)]PFs (2) (N-Oe =
2,4-pyridinedicarboxylic acid esterificated) was synthesized
from complex 1 by Fischer esterification by adding sulfuric
acid to an ethanolic solution, leading to the esterification of
free carboxylic acid. In this esterification process, ethanol acts
as a solvent and an esterifying agent (see Scheme 1). It should
be highlighted that, even in the presence of sulfuric acid
(strong acid), the reaction proceeds without labilization of any
ligand or change in the stereochemistry of the complex, or
change in the oxidation state of the ruthenium center, obtain-
ing 100% of esterification of the free carboxyl group after
12 hours. The compound [Ru( pic)(dppb)(bipy)|PFs (pic = pico-
linic acid) (3), which is already described in the literature,'”
was also synthesized. In light of the structures of the obtained
complexes, it is expected that it will be possible to evaluate the
influence of the free carboxyl group (1), its esterification (2)
and the absence of substituents on the ring of the ligand (3)
on the chemical and biological properties of this kind of
complex.

This journal is © the Partner Organisations 2018
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[Ru(pic)(bipy)(dppb)IPFg (3)

Scheme 1 Reaction path to obtain the complexes from ruthenium salt until the final products.

Characterization

Infrared spectroscopy. IR spectra of the free ligands were
compared with those of the obtained complexes to confirm
not only the ligand coordination, but also their coordination
mode to the metal center. The displacement of some bands of
lutidinic acid, including the asymmetric and symmetric
vibrations of the carboxylic group, is good evidence of the
ligand coordination by the carboxylate group. Comparing the
intensity of the (COOH) (1700 em™") stretching vibration of
the free lutidinic acid and after its coordination to the metal
center, it can be observed that the intensity of this band
decreases due to the differentiation of carboxyl groups found
in the lutidinic acid, where one is free and another one is co-
ordinated to the ruthenium center.

Considering the shift in the asymmetric stretching of
V,5(COO™) vibrations, moving to higher energy regions, the
A em™" values for the complexes become higher than those
calculated for the free ligands, as seen in Table 1. Thus, the
coordination of the ligands’ carboxyl group to the ruthenium
metal in monodentate mode could be confirmed from the IR
spectra in relation to the A cm™ of the free carboxylate ion, for
the synthesized complexes. The presence of /(C=Ocgr) bands
relative to the carboxylic ester (1292 and 1117 em™", respect-

ively) is also observed in the IR spectrum of complex 2, con-
firming the esterification of the free (uncoordinated)
carboxylic acid. All complexes show two bands of the v(Ru-P)
vibration concerning the asymmetrical and symmetrical
stretching of phosphorus-ruthenium bands around
520-507 cm™'. Other bands were observed in the region from
420-418 cm™", characteristic of the vibration v(Ru-N) of bipyri-
dine and y(Ru-O) of the lutidinic acid. Both complexes display
characteristic bands attributed to v(P-F) and §(P-F) for the
counter-ion PF,~.%°

Electrochemical study. The electrochemical behavior of the
complexes was studied based on the oxidation potential shift
Ru(1)/Ru(ur) upon substitution of the two chlorido (good o and
n-donor) by a pyridine derivative ligand (o/r donor and
n-acceptor), such as lutidinic acid. As a result, the oxidation
potential of the new complexes increases, when compared
with the precursor, as shown in Table 1. Cyclic voltammo-
grams of the complexes exhibit a quasi-reversible process
assigned to the Ru(u)/Ru(m) one-electron couple, with Ey,
ranging from 1.30 to 1.41 V (Table 1). As expected, the E;,
values found, for the new complexes, are higher than those
reported in the literature for the cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] precur-
sor, at approximately 0.6 V, indicating that the metal center is
more stable in the new complexes than in the precursor."”

Table 1 Vibrational frequencies (cm™) of the carboxylate group in the free and coordinated ligand, 3*P(*H) shift NMR and electrochemical data (di-

chloromethane — 1.0 mM of PTBA)

Compound 125(COO7) (em™) 4(CO0) (em™ Av (em™) 5*'P(*H) (ppm) *Ip_p (Hz) Ep, (V) Ei (V) AE, (V)
N-O 1609 1415 195 — — — — —
[RuCl,(dppb)(bipy)]” — — — 42.2; 30.5 32.6 0.74 0.68 0.12

1 1658 1313 345 38.9;37.3 32.7 1.30 1.26 0.07

2 1661 1322 329 38.1; 37.1 32.6 1.41 1.33 0.16

“Taken from ref. 48.
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NMR spectroscopy. The 'H NMR spectra of complexes 1 and
2 show characteristic doublets at 9.2 and 8.5 ppm, respectively,
corresponding to the ortho hydrogen atoms of the bipyridine
ligand. Furthermore, other signals related to aromatic hydro-
gens occur in the range of 6.0-8.4 ppm, which are attributed
to the other protons present in the disphosphine, bipyridine
and lutidinic acid. The aliphatic hydrogens of disphosphine
display multiplets in the range of 1.5-3.0 ppm. Complex 2 pre-
sents two distinct signals, at 4.25 and 1.25 ppm, which can be
attributed to the hydrogen atoms of the ethyl group of the car-
boxylic ester, which was confirmed by the 'H COSY experi-
ment, showing the vicinal coupling of this chemical group.

The *C NMR spectra of complexes 1 and 2 show two
signals around 170 and 163 ppm, which are assigned to the
carbon of the coordinated and free carboxyl group, respect-
ively. The signal assigned to the free carboxyl group is close to
the one observed in the free ligand (165 ppm) and the other is
attributed to the coordinated carboxylate. This displacement
may be attributed to the deshielding effect, showing evidence
of the metal coordination to the ligands through the carboxyl
group. In complex 2, the signals around 62.0 and 13.8 are
assigned to the carbon atoms of the CH; and CH,, respectively,
of the ester formed after the esterification. In the spectra of
complexes 1 and 2, the aromatic carbon atoms were also
identified in the range of 162-123 ppm, while the signals in
the range of 20.9-22.6 ppm belong to the carbon atoms of the
CH, of the butane group in the disphosphine ligand.

The *'P('H) experiments show the presence of two doublet
signals (AX spin systems) for coordinated phosphorus of each
complex around 39 and 37 ppm, due to the magnetic non-
equivalence of the two phosphorus atoms in the cis configur-
ation, corresponding to the P trans N of bipyridine and P trans
N of lutidinic acid. The chemical shifts and coupling constants
(*Jp_p) are shown in Table 1. All *'P(*H) spectra of complexes
display septet signals of the PFs~ anion at around —144 ppm,
confirming the presence of the counter-ion in the compounds.
*1p{'H} NMR spectroscopy was helpful to monitor the syn-
thesis of complex 2 (Fig. 2) from 1, where the consumption of

N,\j PF
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Fig. 2 *'P{"H} spectra of the esterification reaction of complex 1 (D,O
capillary).
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the precursor (6 36.9 and 39.7 ppm) and the appearance of the
product (6 36.4 and 40.0 ppm) are clearly shown. After three
hours of the reaction, the ratio of precursor/product was
approximately 1:1. Within 12 hours, the full esterification of
the free carboxyl group could be observed. The stability of the
compounds was checked by *'P(*H) NMR experiments using a
mixture of trizma-HCl buffer [tris(hydroxymethyl)amino-
methane hydrochloride] or RPMI medium, with DMSO (30%).
As a result, no changes were observed in the spectra of com-
plexes after 3 days of incubation at room temperature.

Mass spectroscopy. The MALDI-TOF/MS spectrum for
complex 1 (see Fig. S15 in the ESIt) showed a signal corres-
ponding to the loss of the hexafluorophosphate ion [M — PF,]"
(850.15 m/z, 100%) and its fragmentation, consecutively gener-
ating ions corresponding to the loss of lutidinic acid and the
coordination to the calibrant (dihidroxibenzoic acid). For
complex 2, the loss of the hexafluorophosphate ion [M — PF¢]"
generates the signal at 878.195 m/z (100%) and its fragmenta-
tion generates the product ion corresponding to the loss of the
ethyl group of the ester, resulting in the corresponding frag-
mentations for complex 1.

X-ray structure. The X-ray studies confirm the proposed
structures for complexes 1 and 2, showing the presence of luti-
dinic acid, 2,2-bipyridine and bisphosphine ligands co-
ordinated to the central metal, forming slightly distorted octa-
hedral geometries. Crystallographic data revealed that both
complexes crystallized in the monoclinic space groups C2/c
and P2,/n, respectively, in the presence of the anionic counter-
ion hexafluorophosphate in the asymmetric unit. The lutidinic
acid coordinated to the ruthenium in a bidentate mono-
anionic form, via nitrogen and oxygen of the adjacent car-
boxylic group, forming a five membered chelate ring N;-Ru-
O;. Another important role of the X-ray experiments is to
confirm esterification of lutidinic acid. The Ru-P, Ru-O and
Ru-N bond lengths are shown in Table 2. The Ru-N; bond
lengths (N; = nitrogen of lutidinic acid) and Ru-N; (N; = nitro-
gen bipyridine trans phosphorus) are slightly larger than the
Ru-N, bonds (N, = trans nitrogen oxygen), due to the trans
effect, caused by the phosphorus atom of the phosphine
ligand. The molecular structures of both complexes with the
numbering schemes are shown in Fig. 3. The crystallographic
data are summarized in Table S1 of the ESL}

A useful tool used to explore the intermolecular interactions
of complexes in the solid state is the Full Interaction Map in

Table 2 Bond lengths for complexes 1 and 2 and precursor [Ru(dppb)
(bipy)Cl,l

Bond length (A) 1 2 Precursor®
Ru-N; 2.095 2.095 2.097
Ru-N, 2.064 2.077 2.088
Ru-Nj; 2.114 2.126 —

Ru-P, 2.325 2.370 2.331
Ru-P, 2.320 2.328 2.279
Ru-0, 2.118 2.101 —

“Taken from ref. 48.
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Fig. 3 Crystal structure and full interaction maps of 1 and 2, with
labeled selected atoms. The counter-ion PFg~ was omitted and the ellip-
soids are represented at 30% of probability.

This journal is © the Partner Organisations 2018
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the Mercury program,” which is based on a library of mole-
cular interactions of organic groups derived from thousands of
crystal structures deposited in the Data Cambridge Structural
Database (CSD).”* The program maps the space around the
surface of the crystalline structure showing the regions pre-
ferred for interaction with specific organic groups, considering
factors such as steric hindrance.”® Thus, the program
describes the areas of complexes capable of making hydrogen
bonds donate or receive, and showing the hydrophobic groups
present. The hydrogen bond acceptor regions are marked in
red while the blue regions act as hydrogen bonding donors
and the maps were created using carbonyl/oxygen and
uncharged (NH) nitrogen probes.

In Fig. 3, the intermolecular interaction maps show the
oxygen atoms of the carboxyl group acting as a hydrogen bond
donor, while the aromatic hydrogens are primarily hydrogen
bond acceptors. Comparing the complexes, the free unproto-
nated carboxylic group of complex 1 provides more intense
hydrogen bonding donor points than complex 2, mainly
because the esterification invalidates the ability of the carboxyl
group to act as a hydrogen bond donor. The existence of these
points in molecules plays an important role showing us the
presence of regions in the complexes capable of performing
interactions with other molecules, directly influencing the
physical and biological properties of the complex such as solu-
bility, affinity with cell membranes and interactions with
biomolecules.

Biological evaluation

DNA interaction

UV-Visible spectroscopy titration. As can be seen in Fig. 4A
and B, adding ct-DNA (calf thymus DNA) aliquots to a solution
containing the complexes shows the decrease in the intensity
of the absorption bands (hypochromic effect) attributed to the
metal-to-ligand charge-transfer (MLCT) and = — n* intraligand
bands. The absorption intensity decreases due to changes in
the electronic transition energy, caused by the interactions
between the complex/DNA. Furthermore, for complex 3, the
presence of the isosbestic point around 460 nm is observed.
This point is characterized by the same light absorption for
different forms of the compound in solution. In the case of
DNA/complex interactions, there is an equilibrium between
the two forms (free complex and bound complex) in the indi-
cated region of variations in the concentration.’®> These
observations confirm the interaction between complex 3 and
DNA.

The value obtained in the calculations of the binding con-
stant (Kp,) of complex 3 is 4.8 x 10> + 1.3 x 10> (M™") with a
hypochromism of 12.7 + 0.7 (%); complex 2 shows a binding
constant of 1.7 x 10* + 1.1 x 10° (M™") and a hypochromism of
9.7 + 0.9 (%). These values are characteristic of weak inter-
actions between the complex and DNA, which are of the
electrostatic type. This observation was already provided in the
literature for complex 3." The spectra obtained for the inter-
action of complex 2 can be seen in Fig. 4A. Complex 1 does not
interact with DNA nor has a very weak electrostatic interaction,
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Fig. 4 (A) Spectrophotometric titration spectra of complex 3 (0.1 mM) with ct-DNA (3.0 mM), IP = isosbestic point; (B) spectrophotometric titration

spectra of complex 2 (0.1 mM) with ct-DNA (3.0 mM); (C) effect of the increasing concentration of complexes 1-3 and chloroquine on the relative
viscosity of ct-DNA (0.28 mM), at 25 °C; (D) square-wave voltammograms of complex 1 (0.5 mM) and (E) square-wave voltammograms of complex 2
(0.5 mM) in Tris-HCl buffer (pH 7.4), 30% DMSO was used as a supporting electrolyte, ct-DNA (4.2 mM). Reference electrode: Ag/AgCl; working

electrode: Pt.

because of the low hypochromism obtained from adding ct-DNA,
making it impossible to calculate a binding constant for 1.
Viscosity measurements. The interactions between complexes
1-3 with ct-DNA were studied by viscosity measurements. The
plot (y/ne)*”? vs. [complex]/[DNA] provided a characteristic
curve of the relative viscosity (Fig. 4C). It is known that interca-
lation and DNA groove interactions lead to an increase in the
viscosity of the solution, however the covalent bonds with the
DNA contribute to the decrease in the viscosity of the solu-
3657 In the viscosity graph of the complexes (Fig. 4C), a
constant profile is observed for all ratios of complexes/DNA.

tion.

This trend is due to the presence of weak interactions, such as
electrostatic interactions, or even the absence of interactions
between complexes and DNA that do not cause significant
changes in the DNA viscosity. For the sake of comparison,
chloroquine, an intercalator agent of DNA, was analyzed,
showing an enhancement in the ct-DNA relative viscosity.
Therefore, the viscosity measurements corroborate with the
previous information afforded by UV-Vis spectroscopic titra-
tion, confirming the absence of covalent or intercalative
binding modes of the complexes 1-3 to the DNA molecule.
Electrochemical titration. Electrochemistry can also be used
to provide information on the possible interaction of metal
complexes with DNA. Thus, a solution containing a complex
can show changes in the voltammetric profile by adding ct-
DNA aliquots to the solution. Complexes that interact co-
valently with the DNA lead to the formation of new species in
solution, producing new redox processes, while complexes

6 | Inorg. Chem. Front, 2018, 00, 1-15

interacting with DNA in an intercalative way can shift the
redox potentials to a more positive region, while for an electro-
static mode of interaction of complex/DNA, the potential shifts
to more anodic values due to the charge transfer of DNA (nega-
tive moiety) to the complex (positive or neutral moiety).>®

In the square-wave voltammetry experiments with com-
pound 1, there was a very small decrease in the current of the
solution, which is due to the dilution effect that occurs by
adding the DNA and due to the increase in the diffusion coeffi-
cient of the solutions (see Fig. 4D and E). Furthermore, no
change in the redox potential was observed when DNA solu-
tion was added, indicating that the free carboxyl group con-
taining complex does not interact with the DNA, probably
because the complex was negatively charged in the buffer. On
the other hand, complexes 2 and 3 showed a significant
decrease in their ruthenium redox potentials with the addition
of ct-DNA, mainly after the 5th addition (the potentials
decreased by about 90 mV for both complexes). This happens
due to the charge transfer from the DNA to the complex,
increasing the ruthenium electron density and consequently
reducing the redox potential of the complexes, which is typical
of the electrostatic interaction between complex/DNA. In all
experiments, at pH = 7.4 (Trizma buffer), the free carboxyl
groups are deprotonated, forming carboxylate ions. It is known
that DNA is negatively charged due to the phosphate group in
its structure and this fact directly influences the interaction of
this molecule with negatively charged compounds because of
the repulsion between these species.’” Although 1 is cationic
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in the solid state, in solution it will provide a negative charge
of the carboxyl group, causing repulsion with the sugar-phos-
phate backbones that are on the outside of the DNA structure,
showing the absence of interactions between complex/DNA
according to the experimental data. Therefore, complex 3,
which does not have a free carboxyl group, showed an electro-
static interaction with the DNA, while the absence of the car-
boxyl negative charge in 2 (neutralized after the esterification)
also allowed the electrostatic interactions, confirming that the
presence of negative charge on the complexes weakens their
interaction with the DNA molecule.

HSA quenching. In order to study the albumin quenching,
the most abundant protein in human plasma, with complexes
1-3, human serum albumin (HSA) was used as a model, and all
experiments were performed in triplicate, at three temperatures
(298, 303 and 310 K), obtaining the interaction parameters
(Table 3). Protein quenching mechanisms normally occur by two
different modes, known as the dynamic or static mechanism.

HSA solutions, when excited at 280 nm, exhibit fluo-
rescence emission with a peak at 330 nm, which is provided
mainly by a single residue of tryptophan (Trp-214), located on
one side of the binding pocket in the second o-helix of the
subdomain IIA. Complexes 1-3 are albumin quenchers as
shown in Fig. S14,1 where the HSA fluorescence emission
decreased when complex concentrations are increased, remem-
bering that the compounds do not show intrinsic fluorescence.
The maximum scatter collision-quenching constant values (k)
occur at around 10"> M~ s™* for all of the studied complexes,
as shown in Table 3, which is higher than the maximum con-

Research Article

stant value for dynamic quenching (10" M~" s™"), indicating
the prevalence of the static quenching mechanism.

The analysis of the thermodynamic parameters of a system is
useful to evaluate the intermolecular forces involved in the
complex/HSA interaction. As shown in the interaction maps, in
the solid state, the compounds synthesized in this work may
present many intermolecular interactions, acting as donors/accep-
tors of hydrogen bonds, performing electrostatic or van der Waals
interactions. The interaction forces of complexes 1 and 2 with
HSA are electrostatic forces due to the negative values of AH° and
positive values of AS°. For complex 3, the predominating force is
the van der Waals interactions (negative for AH® and AS°). The
negative values found for the Gibbs free energy variation (AG°)
indicate that the interactions of complex/HSA are spontaneous.

The HSA-binding constant (K,) magnitude for complexes
1-3 (Table 3), calculated from Stern-Volmer plots (Fig. S14t),
is similar to those of other metal complexes reported,*>’
suggesting a weak to moderate interaction between the com-
plexes and HSA molecule. As observed in the crystallographic
interaction maps (Fig. 3), the deprotonated complex 1 has a
larger region likely to act as a donor in electrostatic inter-
actions and this factor can be correlated with the higher inter-
action constant (Kp), since albumin has several acceptor
groups for electrostatic interactions.®® High Kj, values can lead
to a lower bioavailability of the complex due the less reversibil-
ity of the protein/complex reaction'>®! since albumin acts as a
carrier of substances such as fatty acids and drugs.

Partition coefficient. As shown in Table 4, the partition
coefficients for complexes 2 and 3 were considerably larger

Table 3 Stern—Volmer quenching constant (Ks, L mol™); biomolecular quenching rate constant (Kqe L mol™* s7%); binding constant (K,, M™%);
number of binding sites (n), AG® (KJ mol™), AH® (KJ mol™) and AS® (J mol™ K) values for the complex—HSA system at different temperatures

Temp. Ksy (10%) Kq (10" Ky n AH° AGP AS°

1 298 2.15+0.18 3.47 1.95 + 0.28 x 10* 1.02 + 0.04 -11.98 —24.60 42.33
303 2.14+0.18 3.45 1.70 £ 0.55 x 10* 1.02 £ 0.05 -25.17
310 2.09 +0.14 3.37 2.05 +0.26 x 10" 1.03 = 0.04 -25.10

2 298 0.99 +0.12 1.59 9.19 + 0.69 x 10" 1.33 +0.03 -10.96 -11.60 2.14
303 0.95 +0.10 1.53 8.65 + 0.21 x 10 1.29 £ 0.02 -11.29
310 0.98 + 0.05 1.58 1.08 = 0.07 x 10” 1.31+0.01 -11.62

3 298 1.26 = 0.01 2.03 3.57 +0.21 x 10 0.97 +0.01 -31.61 -27.19 -14.81
303 1.27 £0.04 2.05 3.57 £ 0.08 x 10* 0.99 + 0.02 -26.58
310 1.26 = 0.03 2.03 5.85 +0.84 x 10" 0.98 +0.03 -27.01

Table 4
tumor (V79) cell lines

In vitro cytotoxicity values (ICso) and selective index (SI) of complexes and binders against tumor (A549, MCF7 and MDA-MB-231) and non-

ICso (1M) Selectivity index

A549 MCF7 MDA-MB-231 V79 A549 MCF7 MDA-MB-231 Log P
1 >100 >100 >100 >100 — — — 0.2 +£0.1
2 13.4+2.4 5.1+0.5 24+0.4 171+ 0.4 1.3 3.4 7.1 1.3+04
3 22.2+1.7 3.6 £0.2 4.2 +1.5 33.1+4.9 1.5 9.2 7.9 1.3+0.7
N-O >100 >100 >100 >100 — — — —
Pic >100 >100 >100 >100 — — — —
Cisplatin 14.4+1.4 13.9+2.0 24+0.2 21.6+1.2 1.5 1.9 9.0 —
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than that for complex 1, and consequently complexes 2 and 3
present higher lipophilicity. The negatively charged free car-
boxylic group of complex 1 leads to greater affinity for the
aqueous medium, mainly due to the hydrogen bonds between
water and the carboxylate group. The absence of the carboxylic
group (complex 3) or its esterification (complex 2) makes these
compounds more hydrophobic, which may enhance their per-
meability in cell membranes.**

Cytotoxicity assay. The antitumor activity of the new ruthe-
nium(n) complexes was observed in three human tumor cell
lines (MDA-MB-231, MCF7 - breast cancer, and A549 - lung
cancer) and one normal cell line (Chinese hamster fibroblasts
- V79). The tests were carried out in triplicate and at concen-
trations ranging from 100 to 0.78 pM. The cell viability after
treating the cancer cells with different concentrations of com-
plexes 2 and 3 and the positive control (cisplatin) after 48 h of
incubation indicates that the cell growth was significantly
reduced after the treatment. Complex 1, negative control, and
lutidinic and picolinic acids did not present any cytostatic
effects at the tested concentrations (Table 4). It is interesting
to note that complex 2 exhibited similar or better activity than
cisplatin in all of the tested cells, including the selectivity
index being higher in MCF7 cells than for the control drug.
With these lower ICs, values, complexes 2 and 3 indicate their
potential to inhibit cancer cell growth even at lower concen-
trations, when compared to cisplatin.

Other important information relates to the comparison of
the IC5, data with log P. Thus, complex 1 has the lowest lipo-
philicity, among the three complexes and it is not cytotoxic
against the tested cell lines, while complexes 2 and 3 show
higher lipophilicity and exhibit prominently ICs, values.

Therefore, it may be suggested that the free carboxyl-con-
taining complex (1) has reduced diffusion by the cell mem-
brane lipid, compared to the considerably more lipophilic
complexes 2 and 3, which can permeate the cell membrane
more easily and exhibit, therefore, increased cytotoxicity.

Thus, complexes 2 and 3 present higher bioavailability, bene-
fiting from membrane diffusion facilitated by lipophilicity and
transport by albumin. In addition, once in the intracellular
environment, the complexes also benefit from the possibility of
interacting with DNA, triggering mechanisms of cell death.

Cellular uptake experiments. The cellular uptake of com-
plexes 2 and 3 and cisplatin was determined in MDA-MB-231
cells, with an energy dispersive X-ray spectrometer (EDS), after
3 h of treatment with 250 uM of complex concentration.®® *®
Cells without treatment were used as the negative control
(untreated). Cisplatin was used as the positive control, and
platinum cellular uptake was determined. Five cells were ana-
lyzed in each treatment. Fig. 5 shows the metal content in the
cells treated with 1, 2 and cisplatin, which was considerably
higher than the negative control, showing that all the com-
plexes can be accumulated in the MDA-MB-231 cells. These
results indicate that the cells treated with the esterified
complex (2) display a ruthenium content (medium values)
approximately 35% higher than 1. This fact corroborates with
the high lipophilicity observed for complex 2, which may con-
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Fig. 5 Total intracellular accumulation of ruthenium/platinum in
MDA-MB-231 cells after 3 h of treatment with 250 uM concentration of
cisplatin (positive control) complexes 1 and 2 by using a energy disper-
sive X-ray spectrometer. All measurements were performed in five cells
and presented with the corresponding standard deviations (SDs).

tribute to a greater cellular uptake for this complex, as pre-
viously discussed.

Clonogenic and morphological observations. The
MDA-MB-231 cells treated with complex 2 showed morphologi-
cal changes after the first 48 h at the ICs, concentration
(2.5 pM), displaying a spindle shaped form and confluence,
morphological changes and a loss of adhesion (Fig. 6A). This
is evidence of the dose-dependence apoptotic cell death
mechanism, which is an important property of potential anti-
proliferative agents. The clonogenic survival assay is an in vitro
experiment based on the skill of a single cell to develop into a
colony and it is a good method for evaluating cell growth inhi-
bition. This experiment provides information about the inten-
sity of cell damage caused by the complexes and the ability of
these cells to recover after treatment with the complexes. To
evaluate the ability of 2 to curb the colony formation of
MDA-MB-231, the cells were treated with increasing concen-
trations of 2, and the resulting colonies were counted and
photographed (Fig. 6B). The number of colony cells and their
sizes were reduced substantially in a concentration-response
tendency, as shown in Fig. 6C and D.

No colony was observed at 2.5, 5.0 and 7.5 pM suggesting
that complex 2 suppresses the proliferation of MDA-MB-231
cells at dosages higher than the IC5, value, which is consistent
with the result of the MTT assay, proving the inability of the
cells to recover from damage caused by the complex at the IC5,
concentration.

Anti-Mycobacterium tuberculosis assay

All  ligands and complexes were evaluated against
Mycobacterium tuberculosis (H37Rv ATCC 27294) using the
Rezasurin Microtiter Assay (REMA) technique that determines
the minimum inhibitory concentration (MIC). It can be seen
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Fig. 6 Morphological study under an inverted microscope (100x) of MDA-MB-231 with different concentrations of 2 (A), clonogenic survivor assay
of MDA-MB-231 with different concentrations of 2 (B), graph of colony number in each concentration of the clonogenic assay (C) and graph of the

medium colony size in each concentration of the clonogenic assay (D).

Table 5 In vitro minimum inhibitory concentration (MIC) values to
Mycobacterium tuberculosis

MIC (pg L) MIC (M)
1 >25 >25
2 7.02 +1.62 6.87 +1.12
3 0.91¢ 0.95¢
N-O >25 >25
Pic >25 >25
Cisplatin — —
Izoniazid 0.03 0.4
Ethambutol 20.7 5.6

“Taken from ref. 17 and 18.

from Table 5 that the complexes acted against the bacteria in a
similar way to that observed in the cytotoxicity assays, where
only complexes 2 and 3 were active. The ligands and complex 1
did not exhibit activity against the bacteria. Partition coeffi-
cient data also correlate with the MIC data, as can be observed
in some reports in the literature,*® and the greater lipophilicity
of complexes 2 and 3 causes an increase in efficacy against
tuberculosis due to the facilitation of transport through mem-
brane diffusion as observed for cancer cells.

Conclusions

In this work, we report on the synthesis of two new [Ru(N-O)
(bipy)(dppb)]PF, (1) and [Ru(N-Oc)(bipy)(dppb)]PFs (2) com-

This journal is © the Partner Organisations 2018

plexes. Complex 2 was synthesized by esterification of the free
carboxylic group present in the picolinate ligand of complex 1.
These complexes were fully characterized by analytical and
spectral methods (IR, voltammetry, *'P NMR, *C NMR, and
'"H NMR), and by X-ray crystallography, confirming the selec-
tive esterification of the free carboxyl group in complex 1. The
[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs complex 3 was synthesized in order
to establish the influence of the presence of the free carboxyl
group and its esterification on the activity of complexes 2 and 3.
All complexes are stable in the solutions used for the bio-
logical tests. Complexes 2 and 3 interact with DNA in electro-
static mode, while complex 1 showed no interaction with the
DNA, due to the repulsion between the free carboxylic group
and the phosphate moieties of DNA. The albumin quenching
studies indicated that all ruthenium complexes display weak/
moderate affinity with the protein. Complexes 1 and 3 present
the highest binding constant value (K};), among the three com-
plexes, and the intrinsic fluorescence of the HSA was
quenched through a static quenching mechanism for all com-
plexes. The thermodynamic parameters (positive for AS® and
negative for AH° and AG°) indicate that the interactions
between the complexes and the protein are electrostatic for 1
and 2, while complex 3 interacts with HSA by van der Waals
interactions (negative for AH°, AS° and AG®). Complexes 2 and
3 showed greater lipophilicity and poor interaction with DNA,
which are desirable biological properties for growth inhibition
of tumor cells and Mycobacterium tuberculosis, as observed in
the low IC5o/MIC values obtained and complex 2 displays a
good cellular uptake, showing promising results.
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Experimental
Materials, measurements and methods

The synthesis of the final complexes (1-3) was performed
based on a series of classical coordination reactions, starting
from the primary RuCl;-3H,O salt. Firstly, the reflux of a
mixture of ruthenium(ur) chloride with an excess of triphenyl-
phosphine, in methanol, provides us with a neutral complex
[RuCl,(PPh;);], an analogue of the Wilkinson catalyst. In this
reaction, triphenylphosphine acts as the reducing agent,
resulting in a pseudo-octahedral complex of ruthenium(u).®”
As presented in Scheme 1, [RuCl,(PPh;);] reacts with bidentate
phosphine and bypiridine ligand in a sequence of substitution
reactions to give the precursor cis-[RuCl,(bipy)(dppb)].

RuCl;-3H,0, 1,4-bis(triphenylphosphine)butane (dppb), tri-
phenylphosphine (PPh;), 2,2"-bipyridine (bipy) and 2,4-pyridi-
nedicarboxylic acid (N-O) were purchased from Sigma-Aldrich.
The precursors [RuCl,(PPh;);],°® [RuCly(dppb)],[p-(dppb)]*°
and cis[RuCl,(dppb)(bipy)]*® were prepared according to the
published procedures. All procedures involving the solutions
of the complexes (precursor and products) were performed
under an inert atmosphere (argon). The solvents used in the
manipulations were purified by standard methods. The
vibrational spectrum in the infrared region was recorded on an
FT-IR Bomem Michelson 102 spectrometer in the
4000-250 cm™" region using KBr pellets. The solutions used in
ultraviolet-visible absorption spectroscopy were prepared in
CH;0H and recorded on a Hewlett-Packard (HP) diode array-
8452A. Conductance data, using 1 mM solutions of complexes
at room temperature, were obtained in CH3;OH, using a
Micronal model B-330 connected to a platinum electrode, with
a 0.089 cm™' constant cell, showing the results in S cm?
mol". Elemental analysis was performed with an EA 1108
CHNS microanalyzer (Fisons Instruments). Electrochemical
experiments (cyclic and pulse voltammetry) were carried out at
room temperature, in CH,Cl,, with 0.10 M Bu,NClO, (TBAP),
using a Bioanalytical Systems Inc electrochemical analyzer,
model BAS-100B/W. The working and auxiliary electrodes were
stationary platinum; a system of Ag/AgCl in Luggin capillary
probe was used as a reference electrode. Under these con-
ditions, the ferrocene couple (Fc'/Fc) oxidized at 430 mvV.
MALDI-TOF/MS experiments were performed by adopting the
MALDI Bruker Daltonics Ultraflextreme equipment, using dihi-
droxibezoic acid as a calibrator. NMR experiments (‘H, '*C
{"H}, >'P{'H}, "H-"H COSY, 'H-"°C HSQC and DEPT-135) were
performed on a Bruker DRX 400 Ultrashield™ (400.132 MHz
for hydrogen frequency, 100.623 MHz for carbon frequency
and 161.976 MHz for phosphorus frequency), referenced with
TMS (tetramethylsilane). In the 'H, “C{'H}, '"H-'H COSY,
"H-"*C HSQC and DEPT-135 experiments, 25 mg samples of
2,4-pyridinedicarboxylic acid or final metal complexes were
dissolved in deuterated dimethylsulfoxide (DMSO-dg,
Cambridge Isotope Laboratories, Inc., USA). *'P{"H} experi-
ments are reported in relation to H;PO, (85% v/v) and per-
formed in CH30H or reaction medium, using a capillary con-
taining D,O.
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[Ru(N-O)(dppb)(bipy)]PFs (1). In a Schlenk flask containing
25 mL of CH;CH,OH, the ligand 2,4-pyridinedicarboxylic acid
(N-O) (0.066 mmol, 11 mg) and (CH;CH,);N (0.132 mmol,
19 pL) were added. After the complete solubilization of the
ligand, 0.066 mmol (50 mg) of cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] was dis-
solved and after 20 minutes 0.012 g (0.066 mmol) of KPF, was
added. The solution was kept under reflux, under an inert
atmosphere and was stirred for 3 h. Next, the solution was
evaporated and 10 mL of CH,Cl, was added; a white powder
was formed, (CH3CH,);N-HCI and KCl was filtered off using a
sintered filter plate. For each reaction, the final solution was
evaporated until dry and dissolved in 3 mL of methanol and
reciprecipitated with 10 mL of HCI solution (0.1 mol L ™). The
orange powder was filtered off, washed with water and dried
under vacuum. Yield: 55 mg (83%). Anal. calc. for
[C45FsH4oN304P;RU]-2H,0: exp. (calc) C, 52.64 (52.43); H, 4.41
(4.30); N, 4.23 (4.08)%. Molar conductance (S cm” mol ™,
CH;OH) 81.8. IR (cm™): (vCH + vOH) 3056, (VCH) 2926-2860;
(VCOOHgree) 1726; (1,sCOO7) 1658; (VC=N) 1603; (1C=C and
vC=N) 1483, 1466, 1434 and 1313 (1,COO"); (vP-CH) 1094;
(vP-CH,) 1073; (VP-F) 842; (Vying) 698; (VP-CH) 648; (5P-F) 557;
(vRu-P) 516 and 507; (vRu-O) 530; (vRu-N) 419. MALDI-TOF/
MS (CH;OH/DHB) [M — PF¢]": 850.151 m/z, [M — (N-O) +
(DHB)]": 837.151 m/z. *'P(*H) NMR (161.976 MHz, DMSO-d,
298 K) §(ppm): 37.12 (d) and 39.16 (d); Yp_p = 32.72 Hz. 'H
NMR (400.132 MHz, DMSO-ds, 298 K) §(ppm): 9.08 (1H, d,
bipy) and 8.42 (1H, br. s, bipy) both C-H of bipy adjacent to
the coordinated nitrogen atoms; 8.19 (3H, m, 1bipy and 1lig);
8.06 (2H, m, bipy and lig); 7.95 (1H, s, lig); 7.81 (1H, t, bipy);
7.65-7.49 (6H, m, 3bipy + 3dppb); 7.28-7.02 (12H, m, dppb);
6.69 (3H, m, dppb); 6.04 (2H, t, dppb); 3.59 (br. H,O);
3.30-2.71 (4H, m, CH,-P dppb); 1.72-1.55 (4H, m, CH, dppb).
3C NMR (100.62 MHz, DMSO-dg) 8(ppm): 170.65 (C=O¢oorq Of
lig); 164.70 (C=Opge of lig); 157.68 (CH of bipy); 154.66 (C of
bipy); 150.17 (C of lig); 148.72 (CH of dppb); 147.53 (CH of
bipy); 141.80 (CH of lig); 138.03-126.66 (C of dppb, C of lig
and C bipy); 124.60 (CH of lig); 124.55 (CH of lig); 123.40 (CH;
of bipy); 39.45 (DMSO); 26.65-25.10 (P-CH, of dppb);
21.93-20.90 (CH, of dppb). UV-Vis (CH;OH, 10~° M) A/nm
(e/M™' em™): 290 nm (13 898) and 402 nm (3270).

[Ru(N-O.¢)(dppb)(bipy)]PFs (2). In a Schlenk flask contain-
ing 25 mL of CH3CH,OH, the ligand 2,4-pyridinedicarboxylic
acid (N-O) (0.066 mmol, 11 mg) and (CH;CH,);N
(0.132 mmol, 19 pL) were added. After the complete solubil-
ization of the ligand, 0.066 mmol (50 mg) of cis-[RuCl,(dppb)
(bipy)] was dissolved in the reaction solution. The solution was
kept under reflux and was stirred for 3 h. After this time,
500 uL of H,SO, was added, and the solution was kept under
reflux and stirred again for 24 h. For each reaction, the solu-
tion was evaporated and 10 mL of CH,Cl, was added. The
formed white powder (CH;CH,);N-HCI and KCl was filtered off
using a sintered filter plate. Next, the solution was evaporated,
solubilized in 3 mL of methanol and 0.012 g (0.066 mmol) of
KPF, and 10 mL of HCI solution (0.1 mol L") were added. The
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orange powder was filtered off, washed with water and dried
under vacuum. Yield: 51 mg (76%). Anal. calc. for
[C47FsH44N30,4P;RU|PF4-2.3H,0: exp. (calc) C, 52.97 (53.01); H,
4.78 (4.61); N, 4.03 (3.95)%. Molar conductance (S cm* mol ™,
CH;OH) 85.6. IR (cm™): (vCH + vOH) 3057, (vCH) 2931-2864;
(VCOO¢ster) 1728; (1,sCOO7) 1661; (VC=N) 1610; (vC=C and
vC—N) 1483, 1464 and 1434; (6, CH;) 1368; (1,CO0™) 1313;
(vP-CH) 1095; (vP-CH,) 1072; (vP-F) 842; (1ring) 699; (vP-CH)
651; (6P-F) 557; (vRu-P) 512 and 507; (vRu-O) 530; (vRu-N)
420. MALDI-TOF/MS (CH;OH/DHB) [M — PF¢|": 878.195 m/z,
[M - (CH,CH,;)]": 850.151 m/z, [M — (N-O) + (DHB)]": 837.151
m/z. *'"P("H) NMR (161.97 MHz, DMSO-d,, 298 K) §(ppm):
3712 (d) and 39.16 (d); */pp = 32.65 Hz. 'H NMR
(400.132 MHz, DMSO-d,, 298 K) 6(ppm): 9.08 (1H, d, bipy) and
8.44 (1H, br. s, bipy) both C-H of bipy adjacent to the co-
ordinated nitrogen atoms; 8.19 (3H, m, 1bipy and 1lig); 8.07
(2H, m, bipy and lig); 7.97 (1H, s, lig); 7.82 (1H, t, bipy);
7.67-7.51 (6H, m, 3bipy + 3dppb); 7.29-7.02 (12H, m, dppb);
6.78-6.71 (3H, m, dppb); 6.03 (2H, t, dppb); 4.27 (2H, m, CH,
lig); 3.40 (br, H,0); 2.72 (4H, m, CH,-P dppb); 1.75-1.55 (4H,
m, CH, dppb); 1.25 (3H, t, CH; lig). ">*C NMR (100.62 MHz,
DMSO-dg) 8(ppm): 170.31 (C=O¢o0rq Of lig); 162.97 (C=O0¢ee Of
lig); 157.71 (CH of bipy); 157.63 (C of bipy); 154.64 (C of bipy);
150.58 (C of lig); 149.40 (CH of dppb); 147.55 (CH of bipy);
138.11-126.77 (C of dppb, C of lig and C bipy); 124.60 (CH of
lig); 124.18 (CH of lig); 123.48 (CH; of bipy); 62.03 (CH; of lig);
39.45 (DMSO); 26.57-24.93 (P-CH,, of dppb); 21.86-20.87 (CH,
of dppb); 13.78 (CH, of lig). UV-Vis (CH;0H, 10™> M) A/nm
(/M em™): 288 nm (16 628) and 388 nm (6644).

X-ray structure determination

Single-crystals of complex 1 (red) and complex 2 (orange) were
grown from slow evaporation of methanol/dichloromethane/
water (1:1:0.3) complex solution at room temperature. X-ray
diffraction experiments were carried out at 298 K using an
appropriate single-crystal assembled on a glass fiber. Intensity
data from complex 1 were collected on a Rigaku XtalLAB Mini
diffractometer with an X-ray generator operating at 50 kV and
12 mA, using MoKa radiation of wavelength 0.71073 A. The
structures were solved with SHELXS-97"° using direct
methods, and all non-hydrogen atoms were refined with aniso-
tropic displacement parameters with SHELXL-97.”" The hydro-
gen atoms were calculated at idealized positions using the
riding model option of SHELXL-97. Tables and structure rep-
resentations were generated using Olex2”> and MERCURY,>*”?
respectively. The main crystal data collections and structure
refinement parameters for 1 and 2 are summarized in Table 1.

Human serum albumin (HSA) binding experiments

Interaction of the ruthenium complex with HSA was investi-
gated using fluorimetric titration at three temperatures (298,
303 and 310 K), with a solution of 7.5 uM HSA, trizma buffer -
pH 7.4 (4.5 mM Trizma-HCl, 0.5 mM Trizma-Base [tris(hydro-
xymethyl)aminomethane] and 50 mM NacCl), and the complex
solubilized in DMSO. The experiment was performed in tripli-
cate using an opaque 96-well plate; in each well, the concen-
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tration of HSA (5.0 pM) and DMSO (5%) was maintained,
varying the complex concentration (0-50 pM) obeying the
[complex]/[HSA] molar ratio of 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, and 10,
respectively. The fluorescence quenching was followed by the
extinction of the emission intensity of the tryptophan residue
at 330 nm (wavelength 280 nm excitation). The measurements
were performed on a fluorimeter BioTek Synergy H1. Data were

analysed using the Stern-Volmer eqn (1):**7%7°
Fo
T 14 Kq70[Q] =1 + Ksv[Q] (1)

where F,, and F are the fluorescence intensities in the absence
and presence of the quencher, respectively, [Q] is the quencher
concentration, and Kgy is the Stern-Volmer quenching con-
stant. This equation can be written as K = Ksy/7,, where K is
the biomolecular quenching rate constant and z, is the average
lifetime of the fluorophore in the absence of the quencher
(6.2 x 107° s). Kgy is calculated by performing the linear
regression of a plot of Fy/F vs. [Q]. The binding constant (Kp)
can also be calculated using the fluorescence quenching data
using eqn (2):

Fo—F
OT = log Ky, + n log[Q] (2)

log
where 7 is the number of binding sites (in the HSA molecule).
The thermodynamic parameters were calculated from eqn (3)
(Van’t Hoff) and (4):

Inky = ———+°0 (3)

AG° = —RT In K = AH® — TAS® (4)

where R is the gas constant, AH° is the standard enthalpy vari-
ation, AS° is the standard entropy variation, AG° is the stan-
dard free Gibbs energy (calculated using eqn (4)) and T is the
temperature. The enthalpy and entropy variation of the reac-
tion can be determined from the linear relationship between
In K, and the reciprocal absolute temperature (1/7).>*°*

DNA interaction experiments

All manipulations involving DNA were performed using ct-DNA
(calf thymus DNA) solution, prepared by the addition of
approximately 40 mg of ct-DNA in 20 mL of Trizma buffer
(4.5 mM trizma-HCl, 0.5 mM trizma-base and 50 mM of NaCl)
at pH 7.4. The exact DNA concentration was determined by
UV-vis spectroscopy, measuring the absorption intensity at
260 nm, using the molar absorption coefficient value of
6600 M~ " cm™". The ct-DNA solution is protein-free, where the
ratio of UV absorbance at 260 and 280 nm is about 1.8: 1.

Spectroscopic titration

UV-Visible spectroscopic titration is a technique widely used to
evaluate the interaction between complexes and DNA. This
technique can determine the affinity of a complex and ct-DNA
by calculating the intrinsic binding constant (K), based on
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the maximum absorption at a given wavelength for each
complex, using the neighbor-exclusion eqn (5).

[DNA] -~ [DNA] 1
(8a — &f) B (Eb —é¢f)  Kp(ep —ef)

(5)

where [DNA] is the ct-DNA concentration in base pairs, ¢, is
the apparent extinction coefficient, & corresponds to the
complex extinction coefficient in free form and ¢, refers to the
coefficient of dissolution of the complex in bound form. Each
set of data, using the above equation, provides a line with a
slope of 1/(e,, — &) and a y-intercept of 1/Ky(e, — &¢), where Kj,
is determined from the ratio between the slope and intercept.

Titrations were performed using two quartz cells (1 cm). In
cell 1 (white), 1800 pL of trizma buffer and 200 pL of DMSO
were added, in cell 2 (complex) 1800 pL of trizma buffer and
200 pL of complex solution (1 mM) in DMSO were added. After
that, 15 pL of ct-DNA was successively added to both cells;
after each addition, the solutions were homogenized for about
1 minute, followed by obtaining the spectra of 1 and 2 on a
Hewlett Packard (HP) diode array-8452A.

Viscosity

Viscosity evaluation was performed using an Ostwald viscometer
(purchased from Sigma-Aldrich) in a water bath (296 K). In this
experiment, the ct-DNA concentration in trizma buffer (pH -
7.4) was kept constant (0.28 mM) in all samples, while the
complex concentration was increased from 0 to 0.28 mM, fixing
the DMSO percentage at 10%. The flow times were measured
with an automated timer at least 5 times and the experiments
were performed in duplicate. The data are presented as (17/7,)"*
versus the [complex]/[DNA] ratio, where 5 and 7, are the specific
viscosities of DNA in the presence of the complex and in the
absence of the complex, respectively. The values of  and 7, were
calculated using the expression (¢ — ¢,)/t,, where ¢ is the observed
flow time and ¢, is the flow time of buffer alone. The relative
viscosities of DNA were calculated as 7/n,.

Electrochemical titration

The electrochemical study of the interaction between the DNA
and the complexes 1-3 was carried out by the square wave vol-
tammetry (SWV) technique. Firstly, the electrochemical response
was recorded of a solution of 0.5 mM of the complex in trizma
buffer [tris(hydroxymethyl)Jaminomethane hydrochloride, pH -
7.4] with 30% of DMSO. Aliquots of ct-DNA (30 uL-4.2 mM) were
added to the solution, and after each addition the SWV was
recorded. In SWV, a three-electrode system was used, in which
glassy carbon was used as th working electrode (CG), the auxiliary
electrode was stationary platinum foil, and as the reference elec-
trode a system of Ag/AgCl in a Luggin capillary probe was used.
The SWV was recorded with a Bioanalytical Systems Inc electro-
chemical analyzer, model BAS-100B/W.

Partition coefficient (log P)

The log P value was determined by the “shake flash” method,”®
using octanol as the organic phase and water as the aqueous
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phase. The compounds were solubilized to 90 pL, partitioned
into three tubes containing 30 pL each. After this, 750 pL of
n-octanol and 750 pL of water were added and kept under stir-
ring at 1000 rpm for 24 h at 296 K. The phases were separated
and the concentration of the complex in the organic phase was
determined by UV-Vis spectroscopy, using a calibration curve
previously prepared for the compounds, in n-octanol. The log P
value was calculated by eqn (6):

logP = Iog& (6)

Ca

where C, and C, are the molar concentrations of the complex
in the organic and aqueous phase, respectively, in which C,
can be found by subtracting the initial concentration in the
organic phase from the concentration (C,).

Cell culture assay

In vitro cytotoxicity assays on cultured human tumor cell lines
still represent the standard method for the initial screening of
antitumor agents. Thus, as the first step to assess its pharma-
cological properties, the ruthenium complexes were evaluated
against the human lung tumor line A549 (ATCC No. CCL-185),
the human prostate tumor line DU-145 (ATCC No. HTB-81),
two human breast tumor lines MCF-7 (ATCC No. HTB-22) and
MDA-MB-231 (ATCC No. HTB-26), and the normal cell line V79
(ATCC No. CCL-76). The cells were routinely maintained in
Dulbecco’s Modified Eagle’s medium or RPMI 1640 sup-
plemented with 10% of fetal bovine serum (FBS), at 37 °C in a
humidified 5% CO, atmosphere. For the cytotoxicity assay,
1.5 x 10" cells per well were seeded in 200 pL of complete
medium in 96-well plates (Corning Costar). Each complex was
dissolved in sterile dimethylsulfoxide (DMSO) from 40 to
0.01 mM; one microliter of each complex sample was added to
200 pL medium. The cells were exposed to the complex for a
48 h period. The conversion of 4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) to formazan by metaboli-
cally viable cells was monitored by using an automated micro-
plate reader at 540 nm.

Cellular uptake experiments

The analysis of the subcellular distribution of ruthenium in
MDA-MB-231 cells was performed by EDS (energy-dispersive
X-ray spectroscopy).®>’” Briefly, cells were fixed in 0.1 M sodium
cacodylate buffer (pH 7.4) containing 2.5% glutaraldehyde and
2% paraformaldehyde for at least 2 h. After washing, the cells
were dehydrated in an acetone series and embedded in Polybed
epoxy resin (Polysciences; Warrington, PA). Ultrathin sections
were examined under a JEM-1230 TEM integrated with an EDS
microanalytics system (JEOL USA, Inc., Peabody, MA, USA).

Morphology

The MDA-MB-231 cells in 24-well plates were observed by
employing a microscope (Nikon, T5100, 40x), with a Motic
Moticam 1000 camera. The cells were seeded at 1 x 10° cells
per well and allowed to grow at 37 °C in 5% CO, overnight
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thereafter, treated or not (control) with different concen-
trations of the complexes for 24 and 48 h.

Clonogenic assay

MDA-MB-231 tumor cells were harvested, counted, and seeded
(300 cells) in Petri dishes. Cells were allowed to grow overnight
and then treated with different concentrations of complexes
for 48 h. The medium was changed for a new one without any
compounds. After incubation for an additional 10 days, the
cells were rinsed with PBS, fixed with a solution of methanol :
acetic acid (3: 1) for 5 min and stained with 0.5% crystal violet
for 25 min. The relative survival rate was calculated from the
number of single cells that formed colonies of >50 cells. The
size and number of the colonies were calculated using the
Image J software.

Anti-Mycobacterium tuberculosis assay

The anti-M. tuberculosis activity for the ligands and ruthenium
complexes was determined using the REMA (Resazurin
Microtiter Assay) method.”® Stock solutions of the compounds
were prepared in DMSO and diluted in Middlebrook 7H9
broth (Difco, Detroit, MI, USA) supplemented with oleic acid,
albumin, dextrose and catalase (OADC enrichment BBL/
Becton-Dickinson, Sparks, MD, USA) so that the final drug
concentration ranging from 0.1 to 25 g mL™' could be
obtained. The serial dilutions were performed on a Precision
XS Microplate Sample Processor (Biotek™). Rifampicin was
dissolved in distilled water, and used as a standard drug. A
suspension of the MTB Hjz,Rv ATCC 27294 was cultured in
Middlebrook 7H9 broth supplemented with OADC and 0.05%
tween 80. The culture was frozen at 80 °C in aliquots. After two
days, CFU mL™" of an aliquot was calculated. The concen-
tration was adjusted to 5 x 10° CFU mL™" and 100 uL of the
inoculum was added to each well of a 96-well microtiter plate
together with 100 pL of the compounds. Samples were setup
in triplicate. The plate was incubated for 7 days at 37 °C. After
24 h, 30 pL of 0.01% resazurin (solubilized in water) was
added. The fluorescence of the wells was recorded after 24 h
by using a TECAN Spectrafluor. The MIC was defined as the
lowest concentration resulting in 90% inhibition of the growth
of MTB.
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