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RESUMO

“NITROSILO COMPLEXOS DE RUTENIO: SINTESE, CARACTERIZACAO E
AVALIACAO DE SUAS POTENCIALIDADES CITOTOXICAS”

O comportamento do o6xido nitrico (NO) em sistemas bioldgicos esta sob intensa
investigacao nos ultimos anos devido a seu papel possivelmente crucial em uma
variedade de processos fisiolégicos. Grande progresso nesta area foi alcangado
estudando-se nitrosilo complexos de metais de transicdo. Neste sentido, complexos
de ruténio sdo sem duvida os mais estudados e sua relagdo com 6xido nitrico, agéo
como drogas potenciais, € bem explorado na literatura. Deve ser apontado que
compostos de ruténio normalmente exibem menos problemas de toxicidades gerais
que outras metalo-drogas como mostrado através de testes clinicos com uma
variedade de complexos de ruténio, incluindo alguns contendo O6xido nitrico
coordenado. Especificamente para uso como agentes anti-cancer, complexos de
ruténio sao muito promissores, mostrando atividade contra tumores que
desenvolveram resisténcia a cisplatina ou em que a cisplatina é inativa. Atualmente
duas drogas anti-cancer baseadas em ruténio, NAMI-A - [ImH][trans-
RuCly(DMSO)(Im)] e KP1019 - [ImH][trans-RuCls(Im)z] (Im = imidazol), completaram
com sucesso testes clinicos fase | e estao programados para entrar em testes fase Il
em breve. Além disso, a sintese e avaliacdo das propriedades bioldgicas dos
complexos de ruténio com ligantes de importancia biologica tém chamado bastante a
atencao de pesquisadores da area de bioinorganica, pois o efeito sinérgico do
ligante e do metal residual pode ser esperado, uma vez que compostos de
coordenacdo administrados dissociam-se dentro do corpo. Mais adiante efeitos
benéficos podem vir de principios farmacéuticos baseado em moléculas de
coordenacao, por exemplo, protegcdo exercida pela ligagdo metal-ligante contra
degradagao enzimatica do ligante ativo, modulacao de hidrofobicidade/hidrofilicidade
da molécula da droga, e com isto otimizagcdo da permeabilidade das membranas.
Assim estes assuntos tém sido estudados em nosso laboratério, e nosso grupo de
pesquisa esta interessado em nitrosilos complexos de ruténio que contém fosfinas
como ligantes, primeiramente para explorar as propriedades estrutural,
espectroscépica e eletroquimica de tais espécies com foco no efeito do tipo de

isdbmero e co-ligantes nas caracteristicas eletrénicas do NO*. Mais recentemente
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foram testadas alguns dos compostos em ensaios de citotoxicidade com uma
linhagem celular de tumor humano, para avaliar seus potenciais antitumorais.
Resultados preliminares foram muito promissores e nos estimulam a explorar este
potencial em outros derivados de nitrosilos ruténio. Neste trabalho relatamos a
sintese e caracterizacdo de nitrosilo complexos de formula geral cis-
[RuClx(NO)(dppp)(L)]PFs, onde L é piridina (py) [1], 4-Metilpiridina (4-Mepy) [2] ou 4-
Fenilpiridina (4-Phpy) [3], e dppp = 1,3-bis(difenilfosfina)propano, obtidos do
precursor fac-[RuCl3(NO)(dppp)], € de nitrosilo complexos de férmula geral cis-
[RuCI(NO)(dppb)(N-N)](ClO4)2, onde N-N é 2,2'-bipiridina (bipy) [4], 4,4'-dimetil-2,2'-
bipiridina (Me-bipy) [5], 4,4'-dimet6xi-2,2'-bipiridina (MeO-bipy) [6], 4,4'-dicloro-2,2'-
bipiridina (Cl-bipy) [7], e 1,10-fenantrolina (fen) [8], e dppb = 1,4-
bis(difenilfosfina)butano. As atividades citotoxicas preliminares contra a linhagem
celular tumoral MDA-MB-231 (cancer de mama humano) foram avaliadas para os
compostos [1]-[3] e cis-[RuClx(NO)(BPA)] (HBPA=2-hidroxibenzil-2-
piridilmetil)amina, fac-[RuCIlsNO(dppf)], RuCl3(NO).2H.0, os ligantes dppp e dppf
livres e cisplatina, esta ultima para comparagao com os novos compostos derivados.
Viabilidade celular foi analisada através de reducao por MTT e as curvas de dose-
sobrevivéncia obtidas apds 24 horas de tratamento com a droga, mostraram uma
boa atividade com valores de ICsp de 21 £ 15; 7,4 +£3,7; 7,1 £2,6;87+£23e 10+ 3
uM para os complexos [1], [2] e [3], respectivamente e cis-[RuClz(NO)(BPA)] e fac-
[RuCIsNO(dppf)].
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ABSTRACT

“‘NITROSYL RUTHENIUM COMPLEXES: SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND
EVALUATION OF ITS CYTOTOXIC POTENTIALITIES”

The behavior of nitric oxide (NO) in biological systems has been under intense
investigation in recent years in view of its possibly crucial role in a variety of
physiological processes. Great progress in this area has been achieved by studying
nitrosyl transition metal complexes. In this sense ruthenium complexes are by far the
most studied and their relation to nitric oxide, acting as potential drugs, has been well
explored in the literature. It should be punted out that ruthenium compounds normally
exhibit fewer general toxicity problems than other metal-based drugs as showing by
clinical experiments with a variety of ruthenium complexes, including some
containing coordinated nitric oxide. Specifically for use as anticancer agents,
ruthenium complexes are very promising, showing activity against tumors that have
developed resistance to cisplatin or in which cisplatin is inactive. Nowadays two
ruthenium-based anticancer drugs, NAMI-A — [ImH][trans-RuCl4(DMSO)(Im)] and
KP1019 — [ImH][trans-RuCl4(Im)2] (Im = imidazole), have successfully completed
phase | clinical trials and are scheduled to enter phase Il trials in the near future.
Also, the synthesis and evaluation of biological properties of ruthenium complexes
with ligands of biological importance has attracted much attention of researchers of
the bioinorganic area because the synergic effect from the ligand and metal residue
can be expected once the administered coordination compound dissociates inside
the body. Further beneficial effects can come from pharmaceutical principles based
on coordination molecules, for example protection exerted by the metal-ligand bond
against enzymatic degradation of the active ligand, modulation of
hydrophobicity/hydrophilicity of the drug molecule and through this optimization of
permeability of membranes. Thus these subjects have been performed in our
laboratory and our research group has been interested in nitrosyl ruthenium
complexes containing phosphine ligands, first to explore the structural, spectroscopic
and electrochemical properties of such species with a focus on the effect of the type
of isomer and co-ligands on the NO™ electronic characteristics. More recently was
tested some of the compounds in cytotoxicity assays with a human tumor cell line, in

order to evaluate their antitumor potential. Preliminary results were very promising
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and stimulate us to explore this potential in other nitrosyl ruthenium derivatives. In
this work we report the preparation and characterization of nitrosyl complexes with
the general formula cis-[RuCl>(NO)(dppp)(L)]PFs, where L is pyridine (py) [1], 4-
Methylpyridine (4-Mepy) [2] or 4-Phenylpyridine (4-Phpy) [3] and dppp = 1,3-
bis(diphenylphosphino)propane, obtained from the fac-[RuCI3(NO)(dppp)] precursor,
and of nitrosyl complexes with the general formula cis-[RuCI(NO)(dppb)(N-N)](ClO4),,
where N-N is 2,2’-bipyridine (bipy) [4], 4,4’-dimethyl-2,2’-bipyridine (Me-bipy) [5],
4,4’-dimethoxi-2,2’-bipyridine (MeO-bipy) [6], 4,4’-dichloro-2,2’-bipyridine (Cl-bipy)
[7], e 1,10-phenantroline (fen) [8], and dppb = 1,4-bis(diphenylphosphino)butane.
The preliminary cytotoxity activities against the MDA-MB-231 tumor cell line (human
breast carcinoma) were tested for the compounds [1]-[3] and cis-[RuCly(NO)(BPA)]
(HBPA=2-hydroxybenzyl-2-pyridylmethyl)amine, fac-[RuClsNO(dppf)],
RuClI3(NO).2H.0, the free ligands dppp and dppf and cisplatin, this last one for
comparison with the new derived compounds. Cell viability was assayed by MTT
reduction and the dose-survival curves obtained after 24 h drug treatment, showed a
good activity with ICso values of 21 £15;7,4 £3,7; 7,1 £2,6; 87 £ 23 and 10 £ 3 uM
for the complexes [1], [2], [3], respectively and cis-[RuClx(NO)(BPA)] and fac-
[RuCIsNO(dppf)].
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1. INTRODUCAO

Durante muito tempo o NO (éxido nitrico) foi conhecido apenas como uma
substancia téxica que em grandes concentracées causava danos a natureza
(PANDEY, 1983). A partir de 1987, com a descoberta de sua atuagao no corpo
humano como o fator relaxante derivado do endotélio (EDRF, do inglés endothelium-
derived relaxing factor) (PALMER et al, 1987; IGNARRO et al, 1987), ocorreu um
ressurgimento do interesse por esta molécula resultando na publicacdo de milhares
de artigos anualmente envolvendo-o. Este desenvolvimento culminou na escolha do
NO como a molécula do ano pela revista Science em 1992 (CULOTTA &
KOSHLAND, 1992) e na entrega do Prémio Nobel de medicina em 1998 para Robert
F. Furchgott, Louis J. Ignarro e Ferid Murad por suas descobertas relativas a

atuacao do NO como molécula sinalizadora no sistema cardiovascular.

1.1 Aspectos gerais do oxido nitrico (NO)

O NO é um gas incolor (P.E. = -151,7°C), termodinamicamente instavel (AG®
= 86,57 KJ.mol™", AS® = 217,32 J.mol" K™, que se decompde em N, e O, em altas
temperaturas. A maxima solubilidade em &gua do NO (25°C e 1 atm) é
aproximadamente 2 mM, pouco maior do que a observada para o O,. Devido a
possuir certa caracteristica lipofilica a solubilidade do NO em solventes apolares €
aumentada de 6 a 8 vezes em relacdao a agua. Desta maneira as velocidades de
reacdes do NO em ambientes hidrofébicos sdo aumentadas sobre as observadas
em agua (IGNARRO, 2000).

O NO possui a configuragao eletronica da camada de valéncia (62s)? (62s')?
(62pz)? (m2p)* (n2p)" e torna-se evidente pela sua estrutura de Lewis que tem um
elétron desemparelhado, e desta forma é formalmente uma espécie radical livre
(FONTECAVE & PIERRE, 1994; IGNARRO, 2000), como mostra a FIGURA 1.1.

oﬁo + oéo e .N: :()::

FIGURA 1.1: Estrutura de Lewis para a molécula de NO.

Embora seja uma molécula paramagnética, pois possui um elétron
desemparelhado no orbital m2p’, ndo é detectado por ressonancia paramagnética

eletrénica (RPE) ja que em solugédo ou no estado sélido ocorre formacao de dimero
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(FONTECAVE & PIERRE, 1994; CLARKE & GAUL, 1993). A combinagdo dos
orbitais atbmicos do nitrogénio e oxigénio, para formar o NO, fornece o seguinte
conjunto de orbitais moleculares (FIGURA 1.2).
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FIGURA 1.2: Diagrama de orbital molecular para o NO.

Desde que o numero total de elétrons de valéncia do NO é 11, os orbitais ¢
ligante e antiligante de menor energia junto com os orbitais ligantes © e ¢ estao
todos preenchidos. Entretanto o Gltimo elétron deve ocupar um orbital © antiligante.
Na terminologia de orbital molecular, a estrutura eletrbnica do NO é:
KK(05°)%(0s )?(my2)*(0,°)%(xy ). Assim a ordem de ligagao liquida no NO é 2,5 ja que
um elétron ocupa orbital © antiligante (RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992).

1.2 Nitrosilo complexos metalicos

O estudo da coordenagdo do NO a um centro metalico é uma é&rea de
grande interesse na quimica inorganica. A molécula de NO pode ligar-se ao centro
metdlico via nitrogénio formando nitrosilos complexos (M — NO) ou via oxigénio,
formando isonitrosilos complexos (M — ON) (RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992).
Na pratica a ligagdo da molécula de NO com centros metalicos é dominada pela
primeira forma, sendo a forma isonitrosil observada apenas como um estado meta-

estavel (MS-1) em alguns nitrosilos. O NO coordenado pode adotar duas diferentes
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geometrias de ligagdo (linear ou angular) refletindo as diferentes interagbes da
ligacdo metal-NO (FIGURA 1.3).

%+
Z

2-  + 4+ -+ . o
M—N=0 <—> M=N=0 M=N,  <—> N
Linear Angular

FIGURA 1.3: Formas possiveis de coordenacao do NO a um centro metalico.

A forma linear € caracterizada por comprimentos de ligacdo M-N curtos (=
1,60-1,75 A), alta frequéncia de estiramento do NO (VvNO: 1650-1985 cm™) e
reatividade eletrofilica. O oposto disto é observado na forma angular, caracterizada
por maiores comprimentos das ligagdes M-N (= 1,80-1,95 A), menores freqiiéncias
vibracionais do NO (vNO 1525-1590 cm™) e reatividade nucleofilica (RICHTER-
ADDO & LEGZDINS, 1992).

A ligacao € linear quando € observada uma configuragdo formalmente
equivalente a NO* ou NO° com uma hibridizagdo aproximadamente sp do &tomo de
nitrogénio, na qual os orbitais ©* total ou parcialmente vazios estdo propicios a
receber densidade eletrénica do metal. A ligagdo angular é observada quando a
coordenacao se da com um centro metélico rico em elétrons. Assim o NO tem sua
densidade eletrénica n* aumentada comportando-se formalmente como NO  com
uma hibridizagao aproximadamente sp? do 4tomo de nitrogénio (RICHTER-ADDO &
LEGZDINS, 1992) (FIGURA 1.4).
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FIGURA 1.4: Representagéo da ligacao de valéncia na ligacdo metal-nitrosil.(a)
envolvendo NO* e (b) envolvendo NO™ (McCLEVERTY, 2004).
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A geometria linear é mais comum e consiste de doagéo eletronica do orbital
¢ do NO para o metal e doagéo de densidade eletrdnica dos orbitais ndn ocupados
do metal para os orbitais © do NO, caracterizando a retrodoacdo (FIGURA 1.5). Na
geometria angular o metal doa um elétron para o NO formando o NO’, que entdo se

liga ao metal por uma interagdo o deixando um par de elétrons localizado em um

%Z%? /%Fié/
MO >N—0
/) '(\
(—.
FIGURA 1.5: llustracdo da retrodoacao na ligacao entre o centro metalico e o NO
(RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992).

orbital sp® do nitrogénio.

Para propésito de contagem de elétrons o ligante nitrosilo nos complexos de
ligagao linear é considerado ser o ion nitrosénio, NO*, e nos complexos angulares
nitroxil, NO". Em outras palavras, na ligacao linear o NO doa um elétron para o metal
anteriormente a sua ligagdo (portanto NO¥), enquanto na ligacdo angular o metal
doa um elétron para o NO (formando NO’) que entao se liga ao metal. Entdo o NO é
considerado como sendo um doador de trés elétrons na ligagéo linear (um elétron
para o metal formando NO* e dois elétrons para formar a ligagdo M-NO), e doador
de um elétron na ligagao angular (dois elétrons para formar a ligacdo M-NO menos
um doado do metal para o NO) (RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992). Deve ser
percebido que estas atribuicbes sdo meramente formalismos para a contagem de
elétrons nestes complexos e nem sempre refletem as propriedades do ligante NO
(RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992).

Durante a coordenagdo ao ion metdlico uma transferéncia interna de
elétrons entre 0 metal e o NO pode ocorrer. A configuragdo eletrdnica resultante da
ligagcdo metal-NO pode ser descrita predominantemente por uma das trés formas
ilustradas a seguir (FIGURA 1.6) dependendo do carater do metal e dos demais
ligantes (FONTECAVE & PIERRE, 1994).
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[M(n-1)+ _ No+] [Mn+ _ No] [M(n+1)+ _ No-]
| | i

FIGURA 1.6: Possiveis configuragdes eletrénicas na ligagao metal-NO.

1.3 Envolvimento fisiolégico do 6xido nitrico

O oxido nitrico é continuamente sintetizado em todo o corpo humano e
mamiferos em geral, pela enzima cNOS (6xido nitrico sintetase constitutiva),
possuindo expressivo numero de funcbes regulatérias e sinalizadoras essenciais
para uma boa saude. A sintese do NO in vivo ocorre pela oxidagdo do aminoacido L-
arginina que passa a citrulina, catalisada pela enzima NO sintetase (NOS) utilizando
NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) e O, como co-substratos,
segundo reagao abaixo (FIGURA 1.7) (IGNARRO, 2000).

H.M HaM H;M
—NHy —N-OH =0

HN, o0 HO HN o=0 HP HN

K y
H;N— MADPH NADF® H.N NADPH MNADP HN—

\=D —\.=|J —
HO HO H
L-arginina MN-hidrox jarginina citrulina

FIGURA 1.7: Representagao da sintese do NO in vivo (IGNARRO, 2000).

Sao expressivas as evidéncias de que o NO é importante em uma grande
variedade de processos fisiologicos dos mamiferos, incluindo regulacdo de genes,
citostase, apoptose, funcdo plaquetéria, vasodilatacdo, controle da presséao
sanglinea, sistema imunolégico; atua como um mensageiro secundario no sistema
nervoso periférico e no cérebro, nos processos de meméria e aprendizagem
(IGNARRO, 2000).

E relevante mencionar mais detalhadamente a participacdo do NO como
mensageiro celular causando a vasodilatacdo. A FIGURA 1.8 ilustra este processo,
onde se observa que mensageiros quimicos como a acetilcolina ativam a enzima
eNOS (6xido nitrico sintetase endotelial) ligando-se a receptores apropriados na
membrana da célula endotelial. Estas ligagcdes provocam a abertura de canais que
permitem que o Ca®* penetre na célula, levando a um aumento na concentracéo de

Ca®* dentro da célula e ativando a enzima eNOS. O NO produzido (mecanismo
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representado na FIGURA 1.7), difunde-se da célula endotelial para a célula
muscular, onde ativa a enzima sGC (guanilato ciclase soluvel) que participa da
conversdao do GTP (guanosina trifosfato) a cGMP (guanilato monofosfato ciclico),
que sera detalhado mais adiante. O aumento da concentracdo de cGMP ativa a
parte final do mecanismo causando relaxamento muscular e aumento do fluxo
sanguineo (BUTLER & NICHOLSON, 2003).

lumen endotélio miscula
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FIGURA 1.8: Ativagéo do relaxamento da musculatura vascular pela acetilcolina com
o NO atuando como molécula mensageira (BUTLER & NICHOLSON, 2003).

Devido ao grande envolvimento do NO em fungdes fisioldégicas importantes
nao é de se estranhar que alteracdes no seu metabolismo levem a disturbios, que
estdo relacionados a baixos ou altos niveis de NO circulando no sangue. O primeiro
caso ocorre, por exemplo, quando a enzima cNOS (éxido nitrico sintetase
constitutiva) tem sua atividade enfraquecida levando a hipertensédo essencial. Por
outro lado a superproducao é um fator importante em doengas como diabete, artrite,
epilepsia e choque séptico. A producdo excessiva de NO ocorre, por exemplo,
quando o nivel de bactérias circulando no sangue esta alto. Isto estimula a enzima i-
NOS (6xido nitrico sintetase induzida) a produzir NO (FRICKER, 1995).

Muito tem sido feito na procura por drogas que atuem junto ao NO. Para o
caso de producdo excessiva de NO ainda ndo existem drogas disponiveis
comercialmente, mas terapias alternativas tém se concentrado no desenvolvimento
de inibidores da enzima iNOS. Outra possibilidade consiste em remover o NO pelo
uso de um capturador especifico, com alta afinidade pelo NO e nao téxico, e para

este fim complexos de Ru tém se mostrado bastante promissores (CZAP et al.,
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2004; CZAP & van ELDIK, 2003). Recentemente foram relatados resultados de
testes utilizando os complexos de ruténio K[Ru(Hedta)Cl] (FRICKER, 1995;
FRICKER et al, 1997) (Hedta = acido etilenodiaminotetraacético), [Ru(edta)(H-0)]
(WANAT et al., 2002), [Rua(ttha)(H:0)2]* (CHEN & SHEPHERD, 1997) (ttha =
trietilenotetraminahexaacetato), e [Ru(tacn)(h®-dtc)(h'-dtc)]PFs (CAMERON et al.,
2003) (tacn = 1,4,7-triazaciclononano) como potenciais e eficientes capturantes de
NO em sistemas biol6gicos. Na FIGURA 1.9 estao ilustrados duas estruturas desses

complexos.
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FIGURA 1.9: Exemplos de complexos capturadores de NO (VON POELHSITZ,
2005).

As drogas vasodilatadoras ja sdo conhecidas ha muito tempo sendo as mais
utilizadas o trinitrato de glicerina e o0 complexo de ferro nitroprussiato de sédio que,
entretanto, apresentam efeitos colaterais sérios. Este fato tem estimulado a busca
por novos compostos com atividade vasodilatadora, e compostos bastante
promissores para este fim sdo os nitrosotidis (WILLIAMS, 1998) e os nitrosilo
complexos metalicos.

Muitos trabalhos tém apresentado estratégias para a liberagdo controlada de
NO de uma ampla variedade de nitrosilo complexos envolvendo alguns metais,
principalmente ruténio. Nitrosilos de ruténio tém se mostrado termicamente estaveis,
porém fotoldbeis, liberando NO quando expostos a irradiacdo ultravioleta e em
alguns casos, irradiacao visivel. Um exemplo de complexos de ruténio que atuam
como precursores foto-sensiveis de NO é a série trans-[Ru(NHs)4(L)(NO)]** (L =
P(OEt)s, piridina, 4-metil-piridina e outros N-heterociclicos), que em solu¢cdo aquosa
com irradiagdo no ultravioleta (300-370 nm) resulta em dissociagdo do NO formando
trans-[Ru(NHs)4(L)(H20)** com rendimentos quanticos variando de 0,03 a 0,30
dependendo de L, lire pH (CARLOS et al., 2004) (FIGURA 1.10).
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FIGURA 1.10: Representacédo esquematica da formacao do composto
[Ru(NHs)4(L)(H20)1** através da dissociagdo do NO (CARLOS et al., 2004).

O NO produzido no organismo age como um agente sinalizador ativando
varias enzimas que possuem uma caracteristica em comum: a presenca de um
metal, usualmente ferro, mas também cobre ou zinco. Neste sentido, muitas das
atividades biolégicas do NO podem ser atribuidas a formacao de nitrosilo complexos
com as enzimas.

Alguns autores tém sugerido que, sob condi¢des fisiolégicas, complexos
metdlicos de massa molecular baixa ou metaloproteinas sdo agentes chaves em
reacdes de nitrosacao induzidas por NO ja que o NO livre ndo é uma espécie
nitrosante. O ion metdlico, entdo, desempenharia o papel de ativador do NO
(FONTECAVE & PIERRE, 1994). A FIGURA 1.11 ilustra a nitrosacao do grupo tiol

de uma proteina formando um nitrosotiol.
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FIGURA 1.11: Nitrosagcédo de uma proteina-tiol por NO coordenado a metal
(FONTECAVE & PIERRE, 1994).

Um exemplo de como a quimica de coordenacgao participa ativamente dos
processos bioldégicos do NO, refere-se a uma classe de heme proteinas,
encontradas na saliva de certos insetos que se alimentam de sangue, conhecida
como nitroforinas (NPs). Estas substancias apresentam como fungéo armazenar NO
na glandula salivar do inseto e transporta-lo e libera-lo no tecido da vitima, onde
induz vasodilatagéo e inibe a coagulagado do sangue. Rhodnius prolixus, que carrega
o tripanossomo responsavel pela Doenca de Chagas na América do Sul, possui seis
destas proteinas nomeadas NP1-6 (DING et al., 1999).
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As nitroforinas do Rhodnius sdo heme proteinas férricas que ligam o NO
mais fortemente no pH da saliva do inseto (pH = 5), onde podem ser armazenados
por um longo periodo sem reduzir o heme ou reagir com oxigénio. Elas ajudam a
alimentacao do inseto pela liberacao de NO no tecido hospedeiro, que ocorre pela
diluicdo e aumento do pH, induzindo uma vasodilatacdo local. As nitroforinas
também sequiestram a histamina que é liberada pela vitima em resposta ao dano
provocado pelo inseto. Estas moléculas tém sido bem caracterizadas por estudos
bioquimicos, cinéticos, espectroscopicos e cristalograficos buscando-se entender o
mecanismo pelo qual o NO é transportado, protegido e liberado no hospedeiro. A
FIGURA 1.12 representa a estrutura de uma das NPs (DING et al., 1999).

FIGURA 1.12: Estrutura da NP1 mostrando os grupos His-59, heme e o NO bem

como as cadeias laterais das proteinas vizinhas (DING et al., 1999).

1.4 Nitrosilo complexos como Quimioterapicos

Complexos Ru-NO também sao investigados como potenciais agentes
antitumorais uma vez que se a liberagéo do citotéxico NO puder ser induzida dentro
das células tumorais, a morte celular pode ocorrer. Por exemplo, o cis-
(CL,CH[RuU"CI,(NO*)(terpy)]Cl foi avaliado frente a linhagem de células tumorais
A2780 (carcinoma de ovario humano) e A2780cisR, a correspondente linhagem

celular pouco ativa na cisplatina, apresentando resultados promissores neste sentido
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(KARIDI et al., 2005). Os resultados para este e outros complexos sdo apresentados
na TABELA 1.1

TABELA 1.1: Valores de ICso para o cis-(Cl,Cl)-[RuCly(terpy)(NO)]CI e compostos
similares contra linhagem de células A2780 e A2780cisR obtidos em solugbes de
DMSO.

Composto ICs50 em A2780 / uM  1C50 em A2780cisR / uM
cis-(Cl,Cl)-[RuClx(terpy)(NO)]CI 0,49 0,64
[RuCls(terpy)] 11 32,5
o-[RuCly(azpy).]Cl 0,86 0,98
Cisplatina 1,45 2,6
Carboplatina 9,4 42,8

Foi visto que o nitrosilo complexo apresentou atividade muito melhor que o
mer-[RuCls(terpy)]. E possivel que esta melhora de atividade se deva a presenca do
grupo nitrosilo no cis-(Cl,Cl)-[RuCly(terpy)(NO)]CI, entretanto uma base molecular
detalhada precisa ser estudada e outros fatores, tais como a solubilidade ou razdes
estruturais podem ser responsaveis. O complexo a-[RuCly(azpy).]Cl foi considerado
como um dos mais ativos, possuindo ICsy préximo, mas ndo melhor que o complexo
contendo NO, cis-(Cl,Cl)-[RuCly(terpy)(NO)]CI. Este complexo mostrou uma maior
atividade que a cisplatina e a carboplatina na linhagem celular A2780 e na linhagem
celular resistente A2780cisR, confirmando que a atividade do complexo cis-(CI,Cl)-
[RuClx(terpy)(NO)]CI néo € influenciada pelos mecanismos de resisténcia dessas
células.

Um outro exemplo é o trans-Ru(NH3)4P(OEt)3(NO)](PFs);. Este é um
composto muito promissor entre outros compostos sintetizados, pois o seu E°
(NO*/NQY), igual a -0,10 V vs. SCE, é acessivel a redutores bioldgicos e, apds a
transferéncia de um elétron para o fon trans-[Ru(NHs)sP(OEt)s(NO)**, NO* ¢é
reduzido a NO°, liberando assim o NO (TORSONI et al., 2002).

Foram comparados os efeitos hipotensivos e a toxicidade do trans-
Ru(NH3)4P(OEt)3(NO)](PFe)s e do Nay[Fe(CN)sNO] (SNP) em ratos machos adultos.
A dose letal aproximada para o trans-Ru(NH3)4P(OEt)3(NO)](PFe)s foi 257,5 mol.Kg™,
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dose esta que corresponde a LDs, (dose letal da droga requerida para a morte de
50% dos animais) de 30% da maioria das substancias quimicas utilizadas
(TORSONI et al., 2002). Baseado no ICs, (> 2,0 mM) e LDso (257,5 mol.Kg™), o
trans-[Ru(NHs),P(OEt)3(NO)J** foi significativamente menos toxico que o SNP (ICsp =
0,06 MM e LDsy = 15 mol.Kg"). A LDsy do trans-[Ru(NHs)4P(OEt)s(NO)** foi
comparada a LDsy de outros nitrosilos compostos como o [Ru(NHs)s(NO)ICls,
Ko[RuCIs(NO)], e Nao[Ru(CN)s(NO)], que produzem paralisia de membros,
dificuldade respiratéria e morte por insuficiéncia respiratéria em ratos. A LDsy para
estes complexos esta entre 27 e 443 mol.Kg™' (TORSONI et al., 2002).

O papel do NO na biologia do tumor é complexo, uma vez que possui tanto
papel facilitador, quanto inibidor dos processos celulares, dependendo das
condicoes, tais como combinagcdo genética das células, a concentracao local de NO
e a presencga de outros reguladores, como os capturadores de NO (LALA, 1998). Se
produzido de maneira sustentavel e em baixas concentracdes, o NO pode ajudar no
crescimento e metastases de tumores devido a potencia¢do da angiogénese (ZICHE
et al., 1997). Ele também é capaz de proteger as células tumorais da apoptose
induzida por outros estimuladores pré-apoptéticos (CHATTOPADHYA, 1999;
MELINO et al., 2000).

Entretanto, o NO produzido em maiores quantidades, por macréfagos que se
infiltram nos tumores ou pelo préprio tumor, eficientemente destrdi tumores. Por
exemplo, uma possibilidade para explicar a atividade do (Hzim)[trans-
RuCls(Him)(dmso)] (NAMI-A) é que ele interfere no metabolismo do NO in vivo
(SERLI et al., 2002). Existem muitos dados mostrando que a prevencao da sintese
do NO em macréfagos co-cultivados com células tumorais in vitro previne a agao
antitumoral do macréfago (MILJKOVIC et al., 2002; HARHAJI et al., 2004). Existem
dados também sugerindo que algumas drogas reconhecidamente antitumorais
reduzem a geracao de NO em macréfagos e/ou células tumorais, o que poderia
explicar a incompleta efetividade dos mesmos como quimioterapicos (MILUKOVIC et
al., 2004).

Recentes pesquisas no caminho fisioldégico do NO estimularam interesse em
sua quimica e bioquimica, embora estudos estivessem limitados, principalmente
devido a seu curto tempo de meia-vida. Uma dificuldade em entender alguns
aspectos da biologia do NO est4 relacionada a auséncia de agentes doadores de
NO que possam produzi-lo por estimulacdo externa, que poderia ser superada
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desenvolvendo novos agentes doadores de NO, como os nitrosilo complexos
metalicos (LUNARDI et al, 2006).

Entdo, ndo é surpresa que a procura por metalonitrosilo complexos para
serem usados como agentes potencialmente capazes de libertar NO in vivo se
tornou uma darea de pesquisa muito ativa recentemente. Uma estratégia seria
empregar um precursor que exibisse reatividade térmica relativamente baixa, mas
que fosse fotoquimicamente ativo para ceder NO quando sujeito a excitagdo
eletrénica. Deste modo, nitrosilo complexos de ruténio parecem ser candidatos muito
bons devido estes exibirem alta estabilidade em solugcao aquosa, podendo ser um
agente entregador de NO quando sujeito a reducao eletroquimica ou irradiacao por
luz. O possivel uso deste tipo de sistema em terapia clinica dirigiu os estudos para
uma melhor compreensao de suas propriedades quimicas e biolégicas (LUNARDI et
al, 2006).

Até agora, um grande numero de complexos de ruténio foram sintetizados e
testados como potenciais terapéuticos. Foram feitos estudos de seus modos de
acao, e relagcdes de estrutura—atividade foram sugeridas. Porém, muitos detalhes
ainda sao desconhecidos, e sua clarificagcdo permanece como uma tarefa

desafiadora para a pesquisa interdisciplinar.

1.5 Quimica Inorganica no Tratamento do Cancer

Embora os metais de transicdo ocupem muitas posi¢cdes-chave em
processos biolégicos, drogas baseadas em metal sdo tradicionalmente
subestimadas pela industria farmacéutica, que é dominada pela quimica organica.
Contudo, varios compostos de coordenacao foram aplicados na terapia de varias
doencas (por exemplo, complexos de ouro contra artrite, compostos de bismuto
como drogas anti-Ulcera, ou compostos de platina contra cancer) (HARTINGER et al,
2006).

Quimioterapia com complexos de Pt é um dos principais pilares no
tratamento de cancer atualmente. De milhares de complexos de Pt sintetizados e
avaliados, somente trés — cisplatina (cis-diaminadicloroplatina (Il)) (FIGURA 1.13(a)),
carboplatina (diamina(ciclobutano-1,1-dicarboxilato) platina (ll) (FIGURA 1.13(b)) e
oxaliplatina ((frans-L-diaminaciclohexano)oxalatoplatina (ll)) (FIGURA 1.13(c)) —
foram aprovados para pratica clinica mundial (em 1978, 1993 e 2002,
respectivamente), enquanto a nedaplatina (cis-diamina-glicoloatoplatina (1))
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(FIGURA 1.13(d)), a lobaplatina (1,2-diaminometilciclobutano-platina (ll)) (FIGURA
1.13(e)) e a heptaplatina (cis-malonatol {(4R,5R)-4,5-bis(aminometil)-2-isopropil-1,3-
dioxolano} platina (ll)) (FIGURA 1.13(f)) s6 foram aprovadas como agentes anti-
cancer no Japéo, China e Coréia do Sul, respectivamente (GRIFFITH et al., 2007).
As formulas estruturais dos compostos de platina citados acima estao representadas
na FIGURA 1.13 (GRIFFITH et al., 2007).

Atualmente farmacos inorgéanicos, tais como a cisplatina e compostos
relacionados, sdo utilizados com sucesso no tratamento de varios tipos de céncer
com alta incidéncia na sociedade, como ovariano e testicular (ANG & DYSON,
2006). Entretanto, existem problemas associados aos seus usos; em particular, a
cisplatina é altamente toxica, levando a efeitos colaterais e limitando a dosagem que
pode ser administrada (ANG & DYSON, 2006). Novos desenvolvimentos no desenho
de farmacos a base de platina tém procurado alguma maneira de reduzir a
toxicidade destes compostos bem como expandir a faixa de uso para outros tipos de
cancer (SCOLARO et al., 2005).
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FIGURA 1.13: Férmulas estruturais de alguns compostos de platina:
Cisplatina (a); Carboplatina (b); Oxaliplatina (c); Nedaplatina (d); Lobaplatina (e); e
Heptaplatina (f) (GRIFFITH et al., 2007).

Muitos cientistas tém direcionado suas pesquisas para a obtencdo de
complexos que apresentem eficientes atividades antitumorais com outros metais de
transicao (CLARKE et al., 1999), trazendo possiveis vantagens em relacao a platina,
tais como a presenca de sitios de coordenacgéo adicionais (complexos octaédricos),
alteracdes na afinidade do ligante pelo metal e da cinética de substituicao,
mudangas no estado de oxidagcdo e a possibilidade de utilizacdo da terapia
fotodinamica (MALINA et al., 2001).
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1.5.1 Quimica de Coordenacdao e Quimioterapicos -
Consideracoes Gerais

Utilizando a suposi¢do de que a atividade antitumoral requer um complexo
de labilidade quimica intermediaria, a quimica fundamental de coordenacdo pode
ajudar a postular os sistemas que possuem boas possibilidades de sucesso,
podendo assim, se estudar complexos relativamente simples dos metais de
transicdo que possuam as principais propriedades cinéticas e termodinamicas da
cisplatina (DREHER, 2004), ou quesejam adequadas para serem utilizadas como

quimioterapicos.

1.5.2 Complexos de Ruténio como Quimioterapicos

A quimica sintética do ruténio é bem desenvolvida, particularmente com
ligantes aminas e iminas, e prové muitas aproximacdes para novos e inovadores
metalofarmacéuticos. Devido a forte estabilizacdo de campo ligante, os estados de
oxidacao mais comuns [Ru(ll), Ru(lll), e Ru(lV)] em solucdo aquosa sao
normalmente octaédricos e sédo freqientemente bastante inertes a substituicdo de
ligantes. As vantagens de utilizar complexos de ruténio-amina no desenvolvimento
de drogas incluem: (1) métodos seguros de sintetizar complexos estaveis com
estruturas previsiveis; (2) habilidade para ajustar a afinidade dos ligantes,
transferéncia de elétrons e velocidades de substituicdo, e potenciais de reducao; e
(3) conhecimento crescente dos efeitos biologicos de complexos de ruténio
(CLARKE, 2002).

As primeiras investigacdes sistematicas de complexos de ruténio e suas
propriedades antitumorais foram feitas nos anos 80 com os compostos fac-
[RuCl3(NHs)s] e cis-[RuCl>(NH3)4]Cl, precedida pela descoberta feita nos anos 70 que
ruténio possui propriedades antitumorais (VON POELHSITZ, 2005). Em 1987,
Keppler relatou a sintese e caracterizacao estrutural do [ImH][trans-RuCls(Im)2], o
ICR, que apresenta interessantes propriedades antitumorais em modelos animais e
inspirou a sintese de compostos relacionados, como o [indH][trans-RuCl4(ind),]
(KP1019 ou FFC14A; ind = indazol) que recentemente entrou em testes clinicos fase
| (KEPPLER et al., 1990; KUNG et al., 2001; RADEMAKER-LAKHAI et al., 2004)
(FIGURA 1.14).
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FIGURA 1.14: Férmulas quimicas do ICR e KP1019.

Mais adiante realizagbes sintéticas conduziram ao desenvolvimento do
(Na)[trans-RuCl4(Him)(dmso)] (Him = imidazol). Este composto conhecido por NAMI
(acrénimo para New Anti-tumor Metastasis Inhibitor), é ativo contra carcinoma de
Lewis de pulm&o, melanoma B16 e carcinoma mamario MCa, possuindo um efeito
antimetastatico ndo apresentado pela cisplatina. O NAMI-A é derivado do NAMI pela
substituicdo do Na" por ImH*, sendo as primeiras drogas anti-cancer de ruténio a
entrar em testes clinicos (SAVA et al., 1999; SAVA & BERGAMO, 2000; BERGAMO
et al., 2002; HARTINGER et al, 2006) (FIGURA 1.15).
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FIGURA 1.15: Férmulas quimicas dos compostos NAMI e NAMI-A.

Devido sua estrutura octaédrica, oposta a geometria quadrado planar dos
complexos de Pt(ll), complexos de Ru(ll) e Ru(lll) provavelmente funcionam de
maneira diferente da cisplatina, que através de quebras de ligacbes se liga a
guaninas adjacentes do DNA, com consequente ativacdo dos mecanismos de reparo
que levam a morte celular (apoptose) (CLARKE, 2002).

Um dos principais mecanismos que tem sido atribuido a acao dos complexos

de Ru(lll) tem sido a hip6tese de ativagdo por reducdo. A idéia de explorar o baixo
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nivel de O, em muitos tumores sélidos pela seletiva ativagao por reducao de drogas
biorredutivas, foi uma vantagem terapéutica emergida nos anos 70 pelo desenho de
citotoxinas baseadas em quininas organicas. Investigagdes em drogas com metais,
ativadas por redugéo, foram iniciadas alguns anos depois, com complexos de Ru(lll)
e Pt(lV). Desde entado, a estratégia tornou-se crescentemente popular, pois varios
complexos metélicos existem em estados de oxidagdo altos bastante inertes em
solucao aquosa (por exemplo, Ru(lll), Pt(IV), Co(lll)), e sdo mais labeis em estados
de oxidacao reduzidos (por exemplo, Ru(ll), Pt(ll), Co(ll)) (REISNER et al., 2008).
Neste sentido os complexos de metais de transicdo podem servir como pré-drogas
que sao ativadas por reducdo in vivo e podem se coordenar rapidamente a
biomoléculas.

Outra possibilidade tem sido a ligacdo covalente desses complexos as
moléculas de DNA. Em revisdo publicada em 2002, Clarke relata que apesar de
anteriormente se ter encontrado apenas resultados modestos de citotoxicidade para
complexos de Ru(ll), mais recentemente atividade significante tem sido notada para
complexos com ligantes heteroaromaticos como o cis-[RuClx(azpy).] (CLARKE,
2002). Possiveis razbes apontadas pelo autor para estes bons resultados sao: (1)
diminuicao na velocidade de aquacao dos cloretos devido ao efeito n-receptor dos
ligantes iminas aumentarem a carga efetiva no metal, de forma que a velocidade de
hidrélise é da mesma magnitude da cisplatina; (2) aumento hidrofébico ou interagdes
intercaladas com o DNA, as quais podem facilitar ligacbes covalentes; (3) efeito
geomeétrico exercido pelos ligantes, os quais podem facilitar (ou inibir) ligacdes com
proteinas de &cidos nucléicos (CLARKE, 2002).

Outros complexos de Ru(ll) estudados recentemente com importantes
resultados em testes com células tumorais, sdo organometalicos contendo ligantes
arenos. Ligantes arenos estabilizam o Ru(ll) e prové uma face hidrofébica que pode
aumentar o reconhecimento e transporte por membranas celulares (CLARKE, 2002).

Estes complexos apresentam-se citotoxicos para células cancerigenas,
incluindo células resistentes & cisplatina. Em adutos de nucleotideos, {(n®-
areno)Ru(en)}** exibem alta seletividade para o N7 da guanina e, em contraste com
a cisplatina, mostra pequena interagcdo com a adenina. Reacdes destes complexos
cloro-Ru(ll)-areno com nucleotideos parecem envolver uma aquacdo inicial, e

ligacbes Ru—-OH. parecem ser mais reativas que ligacbes Ru-OH, um



1. Introdugédo 17

comportamento parecido ao de complexos anticancerigenos diamina-Pt(ll) (WANG
et al, 2005).

1.5.3 Os Ligantes Fosfinicos e Aplicacoes na Medicina

Um grande numero de estudos de compostos de coordenagdo vem se
multiplicado devido a sintese de complexos com mistura de ligantes em sua esfera
de coordenacao, ou seja, ligantes que estejam coordenados ao ruténio (Il) através
de outros atomos que néo o nitrogénio (C, P, O, S, halogéneos, etc) (KLASSEN &
DELPUP, 2002). A versatilidade dos ligantes fosfinicos esta em suas propriedades
estéricas e eletrbnicas que exercem grande influéncia na geometria desses
complexos, e desta forma, a combinacéo desses fatores determinam a reatividade e
estabilidade na esfera de coordenacao do centro metalico (LENERO et al, 2003).

Apesar da toxicidade de algumas fosfinas, muitos dos seus complexos com
metais de transicao funcionam como agentes antitumorais, porém o processo de
morte celular deve ser o mais seletivo possivel, 0 que ndo € propriamente o caso de
algumas fosfinas, as quais sao letais para as células, indistintamente. Seguramente,
a forma de atuagdo de um determinado agente quimico no organismo é o que
distingue um agente quimioterapico de um farmacoldgico, pois enquanto o primeiro é
radical em sua ac¢éo, o segundo age de forma mais amena, modificando a resposta
biologica do organismo hospedeiro ou alterando a sua reversibilidade bioquimica,
sem, contudo, necessariamente, matar as células (QUEIROZ & BATISTA, 1996).

1.5.3.1 Propriedades Gerais das Fosfinas

As fosfinas possuem um par de elétrons capaz de formar ligacdes ¢ estaveis
e orbitais hibridos, do tipo 3pc*dn vazios, capazes de receber elétrons (MARYNICK,
1984; ORPEN & CONNELLY, 1985; PACCHIONI & BAGUS, 1992). Assim sao
adequados a retrodoacgéo. Neste tipo de ligagdo quimica a densidade eletrénica é
sinergisticamente compartilhada entre o ligante e o metal, originando ligagdes mais
estaveis (FIGURA 1.16).
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FIGURA 1.16: Representagao das interacbes M-L: 1 = ligacao c; 2 = retrodoacao .

As fosfinas conseguem combinar as propriedades da ligacdo ¢ doadora forte
como as aminas, com as ligacoes m receptoras, semelhantes ao mondxido de
carbono, tornando-se ligantes muito versateis, capazes de estabilizar as valéncias
mais altas e as mais baixas de metais de transicao, além de exercerem alteracdes
fundamentais sobre a reatividade do centro metalico e apresentarem um acentuado
efeito trans labilizante (DEKOCK & GRAY, 1989; MCAULIFFE & MACKIE, 1994;
HUHEEY et al, 1993; BATISTA & QUEIROZ, 2006).

O efeito trans razoavelmente acentuado, aliado aos efeitos estéricos,
usualmente leva a formagao de complexos facilmente dissociaveis, capazes de gerar
um sitio vago de coordenacdo, condicdo esta indispensavel em catalisadores
homogéneos (pelo envolvimento de reagbes de transferéncia de elétrons ou
aproveitando a forca do ligante para estabilizar o complexo) e também de interesse
na citotoxicidade de complexos fosfinicos (BOSNICH, 1994; QUEIROZ & BATISTA,
1996).

A possibilidade de variar os grupos substituintes ligados ao a&tomo de fésforo
com grupos doadores ou receptores de densidade eletrbnica torna as fosfinas
interessantes para o estudo dos efeitos dos ligantes (L) na labilidade da ligacdo de
alguns complexos do tipo P - M - L, bem como na afinidade do centro metalico por
tais ligantes. Outro aspecto interessante da versatilidade das fosfinas refere-se ao
impedimento estérico. Aumentando-se o tamanho do substituinte R em compostos
do tipo P(OR)3; ou PR3, € possivel aumentar os angulos R — P — R (angulo de cone
de Tolman (TOLMAN, 1977).

As alteragbes nos substituintes R, de fosfinas terciarias podem causar
mudancas significativas nas propriedades quimicas e fisicas de seus complexos com
metais de transi¢do, incluindo a for¢ca da ligacdo metal-fosfina, tornando-o, por
exemplo, mais ou menos soluvel no meio desejado, 0 que é importante quando se

tem em vista processos cataliticos ou bioldgicos.
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O entendimento das propriedades exibidas pelas fosfinas, quando livres ou
coordenadas ao metal, € relevante do ponto de vista da bioquimica medicinal, pois
pode conduzir a tentativas de modelagens racionais no desenvolvimento de drogas
envolvendo estas espécies. Esta racionalidade esta estreitamente relacionada com a
perfeita compreensdo de algumas das caracteristicas impostas pelas fosfinas aos
seus respectivos complexos metalicos, embora o proprio metal exerca um papel
importante na atividade antitumoral (QUEIROZ & BATISTA, 1996).

1.5.3.2 Atividade Antitumoral de Complexos Fosfinicos de Metais de
Transicao

A importancia das fosfinas em compostos de coordenag¢ao nao esta restrita
ao seu uso apenas em catalise, pois a primeira descoberta do envolvimento de
complexos metélicos contendo estes ligantes em atividades antitumorais ocorreu ha
mais de 40 anos (SIMON et al, 1979; QUEIROZ & BATISTA, 1996; BERNERS-
PRICE et al, 1987a; BERNERS-PRICE et al, 1987b). Destaca-se que os ligantes
bifosfinicos, quando livres, sdo também ativos, ainda que em menor extensao
(SIMON et al, 1979; BERNERS-PRICE et al, 1987b; QUEIROZ & BATISTA, 1996).

Um exemplo de complexos com atividade antitumoral sdo os complexos
binucleares de ouro [Cl-Au-((Ph).P(CH.),P(Ph).)-Au-Cl], que séo ativos em varios
tipos de modelos tumorais em ratos, e os ligantes bifosfinicos correspondentes
também sdo ativos embora muito menos potentes do que os complexos de Au(l). A
atividade das bifosfinas, dos complexos em ponte ou quelatos contra a linhagem
P388 (leucemia) é perdida quando os grupos fenil sdo substituidos por grupos etil
(BERNERS-PRICE et al, 1987a), deixando claro que a alta citotoxicidade, e
atividade antitumoral sdo devidas principalmente a presenga do ligante fosfina em
sua estrutura.

A lipofilicidade introduzida nos complexos de ouro, através da coordenagao
de um alquil ou fenilfosfina, parece ser responsavel por esta maior citotoxicidade dos
complexos fosfinicos na medida em que se confere aos mesmos a propriedade
necessaria para a penetracdo na membrana celular, que é de natureza lipoprotéica
(QUEIROZ & BATISTA, 1996).

Complexos bifosfinicos de cobre(l) também exibiram atividade antitumoral
contra a linhagem P388 em ratos, e esta atividade foi comparada com a de
complexos bifosfinicos de Au(l). Ambos complexos de Au(l) e Cu(l) ([Cu(P-P).]" e
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[Au(P-P)2]*) séo pelo menos 20 vezes mais potentes do que os ligantes sozinhos
nesta mesma linhagem celular (BERNERS-PRICE et al, 1987b; LEWIS et al., 1998).

O complexo [Au(dppe)2]Cl nao perde sua atividade contra a linhagem P388
(leucemia), a qual é resistente a cisplatina, e além disso, [Au(dppe)2]Cl e cisplatina
podem ser administrados concomitantemente as suas respectivas doses maximas
toleradas em tumores de ratos, sem letalidade. A combinacao é mais efetiva contra
leucemia moderadamente avancada P388 do que a cisplatina sozinha. Esses
resultados indicam que o mecanismo ou o local de acdo do complexo bifosfinico €
diferente daquele da cisplatina (JARRETT & SADLER, 1991).

Complexos fosfinicos com outros metais, que nao o ouro, foram sintetizados
e avaliados contra diversas linhagens de células tumorais apresentando boa
atividade. Por exemplo: complexos de Ru-areno-fosfina e organometalicos de Pd(ll)
contendo dppp, dppb e dppf mostraram atividade in vitro e in vivo (BINCOLETTO et
al, 2005).

Contudo, observou-se para alguns casos, que mudangas no substituinte
fosfinico conduziram a uma maior ou menor atividade antitumoral in vivo. Neste
sentido, a relagao estrutura quimica — atividade biolégica (aumento na lipofilicidade —
aumento na poténcia citotéxica) pode ser a causa das diferentes atividades
observadas a partir da alteragdo do substituinte fosfinico, indicando distintas
capacidades de associag¢ao celular de cada complexo.

A baixa reatividade do [Au(dppe).]Cl frente a tidis, soro protéico ou
dissulfetos, permitiu sugerir que a atividade farmacologica desse complexo é
decorrente da liberacdo da bifosfina dppe, a qual deve ser o préprio agente
citotdxico, no alvo biolégico apropriado. Assim, a baixa reatividade do [Au(dppe)2]ClI
frente a tidis permite que o Au(l) libere a bifosfina téxica no alvo critico, ou seja, no
interior da célula cancerosa. Dentro deste contexto, o metal nesse complexo estaria
desempenhando um papel importante, protegendo o ligante de oxidacao in vitro e in
vivo, antes que 0 mesmo tenha a oportunidade de interagir com o alvo celular critico.
Esta propriedade é significativa, uma vez que bifosfinas oxidadas normalmente ndo
sao citotoxicas (DREHER, 2004).

A diversidade estrutural e a riqueza das fosfinas e de seus complexos
podem conduzir a uma aplicacdo ampla dos mesmos na farmacologia e na medicina.
Portanto, as fosfinas formam uma fantastica variedade de complexos, com

atividades diversas, tanto em processos cataliticos, como em sistemas biol6gicos € o
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conhecimento da quimica destes compostos pode permitir uma modelagem racional
de novas drogas onde suas solubilidades, seus potenciais redox ou mesmo a
labilidade de seus ligantes em sistemas biologicos podem ser determinantes e
indicativos da viabilidade ou ndo do uso das mesmas, como farmacos ou
quimioterapicos (QUEIROZ & BATISTA, 1996).

Em vista das caracteristicas especiais das fosfinas nosso grupo de
pesquisas encontra-se, ha cerca de duas décadas, envolvido na sintese,
caracterizacdo e aplicacbes de compostos de ruténio contendo uma grande
variedade de ligantes contendo fésforo em suas estruturas (VON POELHSITZ et al,
2007a; VON POELHSITZ et al, 2007b).

A sintese e avaliagdo de propriedades biolégicas de complexos de ruténio
com ligantes de importancia biologica tém sido estudadas em nosso laboratorio e
nosso grupo de pesquisa tem tido interesse em nitrosilo complexos de ruténio
contendo ligantes fosfinicos, primeiramente para explorar as propriedades
estruturais, espectroscoépicas e eletroquimicas de tais espécies com foco no efeito
do tipo de isbmero e co-ligantes sob as caracteristicas eletronicas do NO* (BATISTA
et al., 1997; BATISTA et al,, 1999; SOUZA et al.,1995; VON POELHSITZ et al.,
2002; VON POELHSITZ et al., 2007b; VON POELHSITZ et al., 2006a; VON
POELHSITZ et al., 2006b).

Mais recentemente aplicamos alguns dos compostos em ensaios de
citotoxicidade em uma linha de célula de tumor humano para avaliar suas
potencialidades antitumorais (VON POELHSITZ et al, 2007a). Resultados
preliminares foram muito promissores e nos estimulou a explorar esta potencialidade

em outros nitrosilo ruténio derivados.

1.6 Os Ligantes N-heterociclicos

Os ligantes N-heterociclicos sdo muito versateis, podendo variar suas
propriedades fisicas e quimicas com suas estruturas: sistemas aromaticos ou néo,
anéis de diferentes composicdes, compostos com anéis conjugados ou nao, adicao
de grupos substituintes em diferentes posicoes, etc. (GERASIMCHUK & BOWMAN-
JAMES, 1994). Estes ligantes sdo adequados a retrodoacdo, pois estes possuem
orbitais prn antiligantes vazios e um par de elétrons capaz de formar ligagbes o

fortes, podendo estabilizar ions metélicos em estado de oxidagao baixo.
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Um grande numero de complexos de ruténio (Il) com ligantes N-
heterociclicos tem sido extensivamente estudado (ALLEN & FORD, 1972). Uma das
caracteristicas destes compostos € a possibilidade de mimetizar moléculas
bioldgicas que possuem propriedades particulares no metabolismo geral: acidos
nucléicos, proteinas, enzimas, alcalbides, etc (KAIM & SCHWEDERSKI, 1994). Sao
também muito estudados devido ao seu envolvimento em catélise redox e reagdes
de transferéncia eletrénica (JURIS et al, 1988). Dentre os ligantes N-Heterociclicos
pode-se destacar os ligantes piridinicos e bipiridinicos, em especial o ligante 2,2’-
bipiridina e seus derivados.

Devido a estabilidade do ligante 2,2-bipiridina e a labilidade dos atomos de
cloro, o complexo [Ru(bipy).Cl,] tem sido muito utilizado no preparo de uma grande
variedade de complexos do tipo [Ru(bipy)2L2]™,(L=ligantes diversos, monodentados),
com a finalidade de investigar suas habilidades e propriedades redox, fotoquimicas e
fotofisicas, modificando o ligante (L) e seus substituintes (HATHCOCK et al, 1997;
DURHAM et al, 1980). Estudos realizados por Birchall et al (BIRCHALL et al, 1979),
mostraram a troca do cloro, em solvélise, a dar o produto [Ru(bipy)2(CI)(L)]CI (L =
DMSO e py), numa reacédo de primeira ordem, onde a configuragdo do produto se
mantém igual a do composto de partida (cis ou trans). Em particular complexos
desse tipo, onde se tem L = ligantes polipiridinicos, estdo entre os compostos de
metais de transicdo mais intensivamente estudados por praticamente trés décadas,
devido a uma combinagédo de estabilidade quimica e redox, propriedades fisicas e
fotoquimicas.

Sabe-se que complexos contendo moléculas aromaticas como bipiridinas,
fenantrolinas e derivados destes ligantes sdo particularmente satisfatérios para
reacoes de transferéncia de elétrons no estado excitado, sendo o complexo mais
investigado o [Ru(bipy)s]** por apresentar propriedades potenciais particulares para
o estudo do problema da conversao de energia solar (BALZANI et al, 1978).

1.7 Ensaios de Citotoxicidade — consideracoes gerais

Ensaios de citotoxicidade in vitro em linhagens de células de tumor humano
representam ainda o método padrdao para um “screening” inicial de agentes
antitumorais. Normalmente a primeira analise feita para qualquer composto potencial
farmaco é o estudo do efeito do mesmo em cultura de células (WU et al, 2003). Este
tipo de atividade pode fornecer uma estimativa de como as potenciais drogas se
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comportardo in vivo. As células normais ndo crescem em cultura de tecido, mas as
modificacdes genéticas que ocorrem em células cancerosas permitem que elas
cresgam in vitro.

Deve-se sempre analisar os resultados obtidos de estudos com células, com
precaucdo, uma vez que o ambiente utilizado € bastante diferente de um sistema
real. No inicio do experimento, as condi¢cdes de crescimento das células sao
otimizadas, assim, 0 ambiente se parece mais com aquele das células saudaveis do
corpo humano. Entretanto, conforme as células crescem e residuos de produtos séo
acumulados, o ambiente é mais representativo de células tumorais hipdxicas. Neste
ponto as células comecardao a morrer, assim a maioria dos experimentos utilizam
células de cancer crescendo sob condicdes otimizadas, que sdo incubadas junto
com o composto de interesse para observar se ele provoca a morte celular.

Uma das maneiras mais simples de se determinar a morte celular em
culturas é usando o ensaio colorimétrico com o corante MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol). Em células vivas, MTT € reduzido na
mitocdndria para formar cristais de formazan, cuja concentragao do mesmo pode ser
determinada espectrofotometricamente, apds solubilizagdo dos cristais (DMSO ou
isopropanol) (MOSMANN, 1983). Se um composto provoca danos as células, ou
inibe o crescimento celular, entdo a atividade mitocondrial € reduzida e esta reducao
pode ser quantificada espectrofotometricamente, que por sua vez pode ser
correlacionada a atividade da droga (ALLARDYCE et al, 2005).

A citotoxicidade de um composto traz informacdes sobre sua aplicagao
especifica, mas nao da qualquer informacdo sobre o mecanismo molecular de
atividade da droga. E muito dificil identificar todas as biomoléculas com as quais
uma droga interage, devido a complexidade das células dos mamiferos; cada célula
contém pelo menos 10.000 diferentes proteinas, além de muitas outras moléculas
pequenas, nucleotideos e lipideos (ALLARDYCE et al, 2005).

Sem duvida, um importante alvo biolégico para drogas anticancer contendo
metais € o DNA, uma vez que a replicacao do DNA é fundamental para a progressao
destas doencas (NOVAKOVA et al, 1995). Tipicamente as modificagbes do sistema
de controle da célula que ocorrem em células doentes as tornam mais propensas a
morrer como resultado em dano ao DNA, do que as células saudaveis (NOVAKOVA
et al, 2003). Apesar do foco no DNA como alvo para a terapia do cancer seja muito

provavel sabe-se que este nao € o unico alvo no mecanismo molecular de atividade
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de qualquer droga. Sabe-se, por exemplo, que a enzima topoisomerase Il € um alvo
comum para varias drogas, incluindo compostos anticancer, antimalaria e antivirais
(GOPAL et al, 2002). A interagdo de metalodrogas com proteinas do plasma é
também relevante e sabe-se que compostos de platina e ruténio podem se ligar a
transferrina e albumina (ALLARDYCE et al, 2005; BERGAMO et al, 2003), o que
pode ter papel importante na atividade antitumoral dos mesmos.
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2. OBJETIVOS

A quimica do NO continua a receber atencdo na medida em que novas
descobertas do seu envolvimento fisiologico sdo feitas. Sabe-se que nitrosilo
complexos metélicos estao envolvidos na bioquimica do NO e que sdo possiveis
agentes farmacoldgicos para as patologias associadas ao NO (FRICKER et al.,
1997; CHEN & SHEPHERD, 1997; BAKHTIAR & OCHIAI, 1999), fato que nos
estimula a buscar novos sistemas com tais habilidades. Dentro deste contexto os
nitrosilo complexos desempenham papel fundamental devido as propriedades
bioldgicas e bioquimicas largamente reconhecidas associadas ao NO.

Este trabalho faz parte de uma linha de pesquisa em desenvolvimento no
nosso grupo que busca compostos de coordenagcao com potenciais aplicagdes em
sistemas bioldgicos para fins antitumorais, vasodilatadores e imunoldgicos, entre
outros.

Os objetivos especificos desta dissertacdo sdo apresentados abaixo:

Obter complexos de formula geral cis-[RuCl(NO)(dppp)(L)]PFs, a partir do
precursor  fac-[RuCl3(NO)(dppp)]l, onde L sao ligantes N-heterociclicos
monodentados, e avaliar suas propriedades por técnicas espectroscopicas e
eletroquimicas, bem como avaliar suas potencialidades antitumorais in vitro. Os N-
heterociclicos monodentados utilizados no estudo foram piridina, 4-metilpiridina e 4-
fenilpiridina.

Obter complexos de férmula geral cis-[RuCI(NO)(dppb)(N-N)](PFe)2, a partir
do precursor cis-[RuCly(dppb)(N-N)], onde N-N sao ligantes N-heterociclicos
bidentados, e avaliar suas propriedades por técnicas espectroscépicas e
eletroquimicas, bem como avaliar suas potencialidades antitumorais in vitro. Os N-
heterociclicos bidentados utilizados no estudo foram 2,2-bipiridina (bipy) e seus
derivados substituidos 4,4’-dimetil-2,2-bipiridina  (Me-bipy), 4,4’-dimetéxi-2,2’-
bipiridina (MeO-bipy), 4,4’-dicloro-2,2’-bipiridina (Cl-bipy), e 1,10-fenantrolina (fen).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Atmosfera inerte, solventes, reagentes, ligantes e oOxido
nitrico

3.1.1 Obtencao da atmosfera de Argonio

Todas as preparagdes de complexos foram feitas sob atmosfera inerte. Esta
foi obtida pela passagem de fluxo de argbnio por uma coluna de purificagdo
composta de camadas alternadas de anéis de vidro (0,5 cm de diametro x 0,5 cm de
altura) e catalisador do tipo BTS - R - 3 - 11 (Fluka Chemika), mantida a 60°C para o
catalisador permanecer ativado, seguindo entao para colunas contendo silica gel e
cloreto de célcio, respectivamente. A coluna contendo o catalisador foi reativada
periodicamente com H, & 120°C durante pelo menos 24 horas. Estes procedimentos
foram necessarios para desoxigenar e secar o gas comercial de procedéncia White
Martins ou Aga.

3.1.2 Solventes

Os seguintes solventes, Synth P.A. ou Merck P.A., passaram por processos
de purificagdo segundo os métodos usuais da literatura (PERRIN et al., 1980):
diclorometano, éter etilico, e metanol. O diclorometano grau HPLC foi utilizado como
fornecido. Cloroférmio, acetona e agua deuterados foram utilizados como recebidos
da Fluka Chemika e/ou Aldrich.

3.1.3 Reagentes e produtos quimicos em geral

Tricloreto de ruténio hidratado (RuCl;.3H.O) de procedéncia Aldrich, foi
utilizado como recebido. Todos os seguintes reagentes também foram utilizados
como fornecidos: acido nitrico (Merck P.A. ou Synth P.A), acido hexafluorfosfato
(Aldrich), NaOH (Synth), Nitrito de Sédio (NaNO, - Aldrich), Na'°>NO, (ISOTEC — min
98%), Hexafluorfosfato de Amonio (NH4PFs - Aldrich ou Merck), cal sodada (Vetec),
Brometo de Potassio (KBr - Merck P.A.) e perclorato de tetrabutilaménio (PTBA —
Fluka Chemika).
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3.1.4 Ligantes

As bifosfinas 1,3-bis(difenilfosfina)propano e 1,4-bis(difenilfosfina)butano
(FIGURA 3.17) de procedéncia Aldrich, grau de pureza 97%, foram utilizadas como

recebidas, sem tratamento prévio.
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FIGURA 3.17: Férmulas estruturais das bifosfinas dppp(a) e dppb(b).

Os ligantes N-heterociclicos piridina, 4-metilpiridina, 4-fenilpiridina, 2,2’-
bipiridina, 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina, 4,4’-dimet6xi-2,2’-bipiridina, 4,4’-cloro-2,2’-
bipiridina e 1,10-fenantrolina (TABELA 3.2), foram utilizadas como recebidas da

Aldrich, sem tratamento prévio.

TABELA 3.2: Ligantes N-heterociclicos utilizados.

Nome do Ligante Férmula Estrutural

8
Piridina (py) N |
N
CHq
4- metilpiridina (4-Mepy) @
NS
N

4-fenilpiridina (4-Phpy)

2 2'-bipiridina (bipy) _/ 7\
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HaC CH,
4,4’ -dimetil-2,2’-bipiridina (Me-bipy) B 7N
N N
HsC—O, O—CHs
4,4’-dimet6xi-2,2-bipiridina (MeO-bipy) B 7 N
N N—
cl Cl
4,4’-dicloro-2,2-bipiridina (Cl-bipy) o 7N
N\ N

1,10-fenantrolina (fen)

3.1.5 Monéxido de nitrogénio

a) NO

O gés monédxido de nitrogénio foi gerado em frasco de Kipp pela reducao do
acido nitrico 33% por cobre metalico, segundo a reacao:

3 CU(S) +8 HNOs(aq) -2 NO(g) +3 CU(NOs)z(aq) +4 H20(|)

Em seguida passou por frasco lavador contendo solucdo concentrada de
hidréxido de sédio, com o objetivo de retirar possiveis residuos de acido nitrico que
poderiam estar sendo arrastados pelo fluxo de NO. Apés a lavagem em NaOH, o
gas passou por um frasco contendo cal sodada, que tem a propriedade de reter todo
o NO,, caracteristico por apresentar uma coloragdo castanha, eventualmente
presente. Este procedimento garantiu que apenas NO chegasse a saida da linha de
gas (LEVAGGI et al, 1972). Uma representacdo desse sistema de geracdao de NO
esta apresentada na FIGURA 3.18.
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Cobre metélico —Saida de NO

Algodéo

Cal Sodada

Acido Nitrico 33%
Hidréxido de Sédio conc.

FIGURA 3.18: Sistema de geracao de monédxido de nitrogénio.

b) NO*

A preparagao do NO* envolveu a reagdo de NaNO, com HCI 0,1 M, descrito
segundo o equilibrio abaixo (CAULTON, 1975):

+

NOZ- + H+ HN02 NOJr + Hzo

3.2 Sintese dos complexos precursores

Os precursores de Ru foram sintetizados seguindo métodos descritos na
literatura. A pureza dos mesmos foi avaliada por técnicas espectroscépicas (RMN
$IP{'H}, IV, UV-vis) e eletroquimicas, de acordo com a conveniéncia, para cada
complexo. Os resultados concordaram bem com os da literatura sendo considerados
suficientes para indicar a pureza dos compostos, de maneira que nao foram

realizadas andlises elementares para 0s mesmos.

3.2.1 tricloronitrosilruténio(ll) - [RuCI;NO]

O [RuCI3NO] foi obtido por modificagdo de procedimento descrito na
literatura (FAIRY & IRVING, 1966). Em um frasco tipo Schlenk de 100 mL contendo
30 mL de metanol previamente deaerado adicionou-se 0,500 g (1,91 mmol) de
RuCl;.3H20. Fluxo lento de NO foi borbulhado na solugéo, por aproximadamente 1

hora, ao término do qual fez-se vacuo no sistema e injetou-se NO novamente,
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mantendo esta atmosfera por cerca de mais 1 hora. Repetiu-se este procedimento
algumas vezes (pelo menos 5 vezes), fazendo-se vacuo no sistema e injetando NO.
Ao final de aproximadamente 5 horas, a solugéo resultante foi transferida para um
baldo com capacidade de 50 mL e roto-evaporada até secura. O baldo foi
armazenado em dessecador contendo pentdxido de fésforo sob vacuo, aguardando-
se no minimo 48 horas para sua utilizacdo, para que o composto secasse
totalmente. Rendimento: (0,50 g) 94,7%.

3.2.2 fac-[RuCI;NO(dppp)]

Obteve-se este composto através de procedimento desenvolvido em nosso
laboratério (BATISTA et al, 1997; BATISTA et al, 1999). Em um baldo de duas
bocas com capacidade para 50 mL contendo cerca de 25 mL de metanol
previamente deaerado adicionou-se 0,200 g (0,84 mmol) de [RuCI3NO] e 0,33 g
(0,76 mmol) da bifosfina. Deixou-se a mistura sob refluxo e agitagdo magnética sob
atmosfera inerte por 6 horas. O sélido laranja obtido foi filtrado em funil de placa
sinterizada extrafina e lavado com metanol e éter etilico desareados. O composto foi
armazenado em dessecador e mantido sob vacuo, aguardando-se no minimo 24
horas para sua utilizagdo. Rendimento: (0,44 g) 92,6%.

3.2.3 Sintese dos precursores fosfinicos de ruténio

3.2.3.1 [RuClx(PPh3)s]

O precursor [RuCl»(PPhg)s], foi obtido pela redugéao do tricloreto de ruténio
com trifenilfosfina, a partir de modificagdes parciais de procedimento descrito na
literatura (STEPHENSON & WILKINSON, 1966), onde 1,00 g de RuCl3.3H.O (4,80
mmol) foi dissolvido em 200 mL de metanol previamente desaerado, sob refluxo e
atmosfera inerte por aproximadamente 15 minutos. Em seguida 5,75 g de PPhs (21,9
mmol) foram adicionados. A solugdo continuou sob refluxo e atmosfera inerte por
trés horas. O precipitado marrom escuro formado foi filtrado, utilizando um funil de
placa porosa, lavado com metanol e hexano desaerados, para a retirada de excesso
de fosfina livre (PPhs), e seco a vacuo. Rendimento: (3,30 g) 90,0%.

2 RuCla.xH;0 + 7 PPhg % 2 [RUCIy(PPhg)g] + 2 HCl + O=PPhg 4+ 2 (x-1)H,0
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3.2.3.2 [RuCly(dppb)(PPh3)]

O precursor [RuClx(dppb)(PPhs)], foi sintetizado como descrito na literatura
(JUNG et al, 1984), onde 1,000 g de [RuClx(PPhs)s] (1,043 mmol) foi dissolvido em
50 mL de CH.CI, previamente desaerado, e foram adicionados 0,470 g de dppb
(1,102 mmol), permanecendo sob agitacdo e atmosfera inerte por 30 minutos. Em
seguida a solugéo foi filtrada para a retirada do produto binuclear formado e ao
filtrado foi adicionado 40 ml de etanol previamente desaerado. O precipitado verde
formado foi filtrado utilizando-se um funil de placa porosa, lavado com hexano para a
retirada de excesso de bifosfina livre (dppb) e seco a vacuo. Rendimento: (0,85 Q)
95%.

RUClx(PPha)s + dppb —2H2%%2 o [RuCIL(dppb)(PPhg)] + 2PPhs

Etanol

3.2.3.3 cis-[RuCly(dppb)(N-N)], N-N = bipy, Me-bipy, MeO-bipy, Cl-bipy e

fen

Os complexos cis{RuClx(dppb)(N-N)], foram sintetizados como descrito na
literatura (QUEIROZ et al, 1998), onde 0,500 g de [RuCl,(dppb)(PPhs)] (0,581 mmol)
foram dissolvidos em 40 mL de CH.Cl, previamente desaerado, e foram adicionados
os ligantes N-N na proporcédo de 1:3 (1,743 mmol). Os compostos permaneceram
sob refluxo em atmosfera inerte por 48 horas e presencga de luz branca. As solugées
foram roto-evaporadas até o volume de aproximadamente 5 mL, e adicionou-se 30
ml de éter-etilico previamente desaerado. Em seguida os precipitados vermelhos
formados foram filtrados, utilizando-se um funil de placa porosa, lavado com éter-

etilico e seco a vacuo. Rendimento = 95%.

CH,Cl,

P.. | N
: < Ru™" + 2N-N + PPhg
Eter

[RuClx(dppb)(PPh3)] + 3 N-N
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3.3 Sintese dos novos nitrosilos complexos

3.3.1 [RuCIx(NO)(dppp)(py)IPFs — [1]

Em um frasco tipo Schlenk de 100 mL contendo cerca de 25 mL de
diclorometano previamente desaerado dissolveu-se 0,100 g do precursor fac-
[RuCIsNO(dppp)] (0,154 mmol) e adicionou-se 0,038 mL (0,462 mmol) de piridina
(proporcéo de 1:3). Adicionou-se 0,050 g de NH4PFs (proporgéo de 1:2), dissolvidos
em metanol desarerado. Manteve-se o sistema sob refluxo, agitacdo magnética e
atmosfera inerte por 12 horas. Diminuiu-se o volume da solugdo até
aproximadamente 3 mL e precipitou-se com éter-etilico previamente desaerado. Em
seguida filtrou-se o soélido laranja obtido em funil de placa porosa, lavou-se com
agua e éter-etilico e armazenou-se em dessecador para secagem. Rendimento:
(0,098 g) 91,6%.

3.3.2 [RuCl,(NO)(dppp)(4-Mepy)] PFs - [2]

Em um frasco tipo Schlenk de 100 mL contendo cerca de 25 mL de
diclorometano previamente desaerado dissolveu-se 0,100 g do precursor fac-
[RuCIsNO(dppp)] (0,154 mmol) e adicionou-se 0,045 mL (0,462 mmol) de 4-
metilpiridina (proporcao de 1:3). Adicionou-se 0,050 g de NH4PF; (proporcao de 1:2),
dissolvidos em metanol desarerado. Manteve-se o sistema sob refluxo, agitacéo
magnética e atmosfera inerte por 24 horas. Diminuiu-se o volume da solucdo até
aproximadamente 3 mL e precipitou-se com éter-etilico previamente desaerado. Em
seguida filtrou-se o soélido laranja obtido em funil de placa porosa, lavou-se com
agua e éter-etilico e armazenou-se em dessecador para secagem. Rendimento:
(0,101 g) 92,7%.

3.3.3  [RuCl,(NO)(dppp)(4-Phpy)] PFs — [3]

Em um frasco tipo Schlenk de 100 mL contendo cerca de 25 mL de
diclorometano previamente desaerado dissolveu-se 0,100 g do precursor fac-
[RuCI3NO(dppp)] (0,154 mmol) e adicionou-se 0,071 g (0,462 mmol) de 4-fenil-
piridina (proporcdo de 1:3). Adicionou-se 0,050 g de NH4PFs (proporcao de 1:2),
dissolvidos em metanol desarerado. Manteve-se o sistema sob refluxo, agitacéo
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magnética e atmosfera inerte por 24 horas. Diminuiu-se o volume da solucdo até
aproximadamente 3 mL e precipitou-se com éter-etilico previamente deaerado. Em
seguida filtrou-se o soélido laranja obtido em funil de placa porosa, lavou-se com
agua e éter-etilico e armazenou-se em dessecador para secagem. Rendimento:
(0,107 g) 90,7%.

O esquema abaixo representa as reacoes dos compostos de [1] a [3].

X — —

CP- ...... Rl ...... Cl 3 = CHQC|2/MQOH CP“'"leU' lllll ¢
u + >
P~ | ™l “ NH,PF P | NF PFs
cl N o | |
X

3.3.4 cis-[RuCI(NO)(dppb)(bipy)]l(ClO,). — [4]

Em um baldo com capacidade para 50 mL contendo cerca de 20 mL de
etanol previamente desaerado dissolveu-se 0,100 g do precursor cis-
[RuClx(dppb)(bipy)] (0,133 mmol) e adicionou-se 0,014 g (0,200 mmol) de NaNO,
(proporgéo de 1:1,5). Adicionou-se 2 mL de HCIO, e manteve-se o sistema sob
agitagdo magnética e atmosfera inerte por 30 minutos. A solugao foi roto-evaporada
até volume aproximado de 3 mL e a adicdo de agua destilada previamente
desaerada a solugdo conduziu a precipitacdo de um soélido laranja. Em seguida
filtrou-se o solido laranja obtido em funil de placa porosa, lavou-se com agua e éter-
etilico e armazenou-se em dessecador para secagem. Rendimento: (0,102 g) 81,0%.

3.3.5 cis-[RuCI(NO)(dppb)(Me-bipy)](ClO.), — [5]

Em um baldo com capacidade para 50 mL contendo cerca de 20 mL de
etanol previamente desaerado dissolveu-se 0,100 g do precursor cis-
[RuCl(dppb)(Me-bipy)] (0,128 mmol) e adicionou-se 0,013 g (0,192 mmol) de
NaNO; (proporcao de 1:1,5). Adicionou-se 2 mL de HCIO, e manteve-se o sistema
sob agitacdo magnética e atmosfera inerte por 30 minutos. A solucédo foi roto-
evaporada até volume aproximado de 3 mL e a adicdo de agua destilada
previamente desaerada a solugcao conduziu a precipitacdo de um sélido laranja. Em
seguida filtrou-se o soélido laranja obtido em funil de placa porosa, lavou-se com
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agua e éter-etilico e armazenou-se em dessecador para secagem. Rendimento:
(0,113 g) 90,4%.

3.3.6 cis-[RuCI(NO)(dppb)(MeO-bipy)](ClO,). — [6]

Em um baldo com capacidade para 50 mL contendo cerca de 20 mL de
etanol previamente desaerado dissolveu-se 0,100 g do precursor cis-
[RuClx(dppb)(MeO-bipy)] (0,122 mmol) e adicionou-se 0,013 g (0,183 mmol) de
NaNO. (propor¢édo de 1:1,5). Adicionou-se 2 mL de HCIO, e manteve-se o sistema
sob agitacdo magnética e atmosfera inerte por 30 minutos. A solucado foi roto-
evaporada até volume aproximado de 3 mL e a adicdo de agua destilada
previamente desaerada a solugcao conduziu a precipitacdo de um sélido laranja. Em
seguida filtrou-se o soélido laranja obtido em funil de placa porosa, lavou-se com
agua e éter-etilico e armazenou-se em dessecador para secagem. Rendimento:
(0,112 g) 90,3%.

3.3.7 cis-[RuUCI(NO)(dppb)(Cl-bipy)](ClO,). - [7]

Em um baldo com capacidade para 50 mL contendo cerca de 20 mL de
etanol previamente desaerado dissolveu-se 0,100 g do precursor cis-
[RuCl,(dppb)(Cl-bipy)] (0,121 mmol) e adicionou-se 0,013 g (0,182 mmol) de NaNO,
(proporgéo de 1:1,5). Adicionou-se 2 mL de HCIO, e manteve-se o sistema sob
agitagdo magnética e atmosfera inerte por 30 minutos. A solugao foi roto-evaporada
até volume aproximado de 3 mL e a adicdo de agua destilada previamente
desaerada a solucdo conduziu a precipitacdo de um soélido laranja. Em seguida
filtrou-se o solido laranja obtido em funil de placa porosa, lavou-se com agua e éter-
etilico e armazenou-se em dessecador para secagem. Rendimento: (0,113 g) 91,9%.

3.3.8  cis-[RuCI(NO)(dppb)(fen)](CIO,), — [8]

Em um baldo com capacidade para 50 mL contendo cerca de 20 mL de
etanol previamente desaerado dissolveu-se 0,100 g do precursor cis-
[RuCl(dppb)(fen)] (0,128 mmol) e adicionou-se 0,013 g (0,192 mmol) de NaNO,
(proporgéo de 1:1,5). Adicionou-se 2 mL de HCIO, e manteve-se o sistema sob
agitagdo magnética e atmosfera inerte por 30 minutos. A solugao foi roto-evaporada
até volume aproximado de 3 mL e a adicdo de agua destilada previamente
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desaerada a solugdo conduziu a precipitacdo de um soélido laranja. Em seguida

filtrou-se o solido laranja obtido em funil de placa porosa, lavou-se com agua e éter-

etilico e armazenou-se em dessecador para secagem. Rendimento: (0,115) 92,0%.
O esquema abaixo representa as reagdes dos compostos de [4] a [8].

N
P... | ..N EtOH / HCIO P.. | .uN
“Ru s NOt EOH/HOIO. < “RU (ClO4)s
<P/ | \C| NaNO, P/ | \NO
Cl Cl

3.3.9 cis-[RuCI("®NO)(dppb)(bipy)1(ClO4); — [9]

Em um baldo com capacidade para 25 mL contendo cerca de 15 mL de
metanol previamente desaerado dissolveu-se 0,050 g do precursor cis-
[RuClo(dppb)(bipy)] (0,133 mmol) e adicionou-se 0,014 g (0,200 mmol) de Na'°’NO,
(proporgéo de 1:1,5). Adicionou-se 2 mL de HCIO, e manteve-se o sistema sob
agitagdo magnética e atmosfera inerte por 30 minutos. A solugao foi roto-evaporada
até volume aproximado de 3 mL e a adicdo de agua destilada previamente
desaerada a solugdo conduziu a precipitacdo de um solido laranja. Em seguida
filtrou-se o solido laranja obtido em funil de placa porosa, lavou-se com agua e éter-
etilico e armazenou-se em dessecador para secagem. Rendimento: (0,059 g) 93,7%.

3.4 Instrumentacao

Os compostos obtidos foram caracterizados tanto em solugdo como no
estado sélido, pelas técnicas adequadas, da maneira abaixo descrita:

3.4.1 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotdmetro BOMEM MICHELSON FT MB-102, na regiao compreendida entre
4000 e 200 cm™. As amostras sélidas foram diluidas em KBr. Este foi mantido em
estufa & 120° C e previamente triturado antes de ser utilizado.
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3.4.2 Espectroscopia de Absorcao na Regiao do UV-vis

Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV/vis) foram
obtidos utilizando-se um espectrofotometro HEWLETT PACKARD DIODE ARRAY -
8452A. Os compostos foram dissolvidos em CH.Cl, de modo a se obter solucdes de
concentragdo da ordem de 1,0 x 10 mol.L", sendo posteriormente diluidas para
concentragOes desejadas. As medidas foram feitas utilizando-se cubetas de quartzo
com caminho éptico de 1 cm na regiao compreendida entre 190 e 800 nm.

3.4.3 Medidas Eletroquimicas (Voltametria Ciclica e
Voltametria de Pulso Diferencial)

As medidas eletroquimicas foram obtidas em um potenciostato Eletrochemical
Analyzer BAS-100B. Fez-se as medidas em uma célula eletroquimica de vidro, com
capacidade para 10 mL. Utilizaram-se trés eletrodos: um de referéncia Ag/AgCl em
solugcdo 0,1 mol.L" de PTBA no solvente adequado, mantido no interior de um
capilar de Luggin-Haber; e os eletrodos de trabalho e auxiliar, de platina.
Prepararam-se as solugdes eletroliticas (PTBA - 0,1 mol.L™") de modo a se obter
concentragdes dos complexos a serem analisados da ordem de 1,0 x 10° mol.L™.
Os potenciais anddicos (E,s) e catddicos (Eyc) foram determinados diretamente dos
voltamogramas.

3.4.4 Medidas de Condutividade

As medidas de condutividade foram feitas em um condutivimetro MICRONAL
modelo B-330, equipado com cela de platina com constante igual a 0,089 cm™,
utilizando-se concentragdes da ordem de 1,0 x 10 mol.L™".

Os equipamentos acima citados estao disponiveis em nosso laboratério.

3.4.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H
e *'P{'H}

Os espectros de RMN de 'H e ¥'P{'H} foram obtidos em um espectrometro
BRUKER DRX 400 MHz (400,13 MHz para 'H; 161,98 MHz para *'P) ou em um ARX
200 MHz (81,02 MHz para *'P). Para os espectros de RMN de 'H foram utilizados os
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solventes deuterados adequados (CDCl;, CDsOD, (CD3).CO ou D,O) e os
deslocamentos quimicos foram determinados em relagéo ao tetrametilsilano (TMS).
As amostras para a RMN 3'P{'H} foram solubilizadas nos solventes comuns
adequados e um capilar contendo D,O foi introduzido no interior do tubo de RMN, e
teve a finalidade de ser a referéncia externa para a frequéncia do deutério. Os
deslocamentos quimicos na RMN *'P{'H} foram reportados relativos ao HsPO, 85%

(ag).

3.4.6 Analise Elementar

As determinacbdes dos teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre
foram realizadas em um analisador CHN modelo EA 1108 da FISONS.

Os espectréometros de RMN e o analisador CHN estao disponiveis para uso
no Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos - UFSCar.

3.4.7 Difracao de Raios X

As estruturas cristalinas dos cristais obtidos foram resolvidas pela técnica de
difracdo de raios X, utilizando-se um difratbmetro ENRAF-NONIUS CAD-4. As
estruturas foram resolvidas com o programa SHELXS 97 (SHELDRICK, 1997a)
usando métodos diretos, sucessivos mapas de Fourier-Diferenga permitiram a
localizagdo dos atomos nao hidrogénios. Excetuando-se os atomos de hidrogénio,
todos os demais foram refinados anisotropicamente. Os refinamentos foram feitos
pelo método dos minimos quadrados através do programa SHELXL 97
(SHELDRICK, 1997b). Detalhes especificos sobre coleta de dados e os parametros
para cada complexo sao fornecidos nos apéndices apropriados.

As estruturas foram resolvidas pelo grupo de cristalografia chefiado pelo
Prof.Dr. Eduardo E. Castellano do Instituto de Fisica da USP - Sao Carlos, em
colaboracéo principalmente com o Prof. Dr. Javier Ellena.

3.4.8 Espectrometria de Massas

As analises por espectrometria de massas foram feitas no laboratério de
Espectrometria de Massas do Departamento de Quimica da UFSCar, utilizando-se
um espectrémetro QuattroLC-MICROMASS. Foi utilizada a ionizagao por eletrospray
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(ESI) com insercdo direta das amostras (faixa de concentragéo utilizada: 1.10* —
1.10° mol.L™"), solubilizadas em CH,Cl,, e deteccdo no modo positivo.

3.4.9 Linhagem de células e testes de citotoxicidade

Os ensaios in vitro de citotoxicidade sobre culturas de células tumorais é o
método padrao para a busca de agentes antitumorais (CINI et al, 2003). Os ensaios
foram realizados pelo Prof. Dr. Gustavo Von Poelhsitz como parte de seu projeto de
pbs-doutorado, utilizando a estrutura disponibilizada pela Profa. Dra. Heloisa S.
Selistre-de-Araujo no Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da UFSCar.

Os novos compostos de ruténio foram avaliados pela capacidade de inibir o
crescimento in vitro de células tumorais para uma linhagem de célula de tumor
mamario humano MDA-MB-231 (CORREA et al, 2005). Os procedimentos
necessarios para realizar os ensaios de citotoxicidade séo resumidamente descritos

nos préximos itens.

3.4.9.1 Linhagem de células, condicoes de cultura e incubacao com as
metalodrogas

As células tumorais sdo mantidas em vials congelados em nitrogénio liquido.
A partir deles as células foram obtidas (descongeladas a 37°C, por cerca de 90
segundos) e subculturadas serialmente para posterior uso nos experimentos. As
células foram cultivadas como cultura de monocamada aderente em meio DMEM,
suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10%. As culturas foram mantidas a 37°C
em uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO:..

Para a realizacdo dos ensaios de citotoxicidade tripsinizou-se a cultura
celular crescendo exponencialmente. Fez-se a contagem e ajuste da concentracao
de células e aplicou-as em uma placa para microcultura de 96 pogos estéril (em
nosso caso a densidade de células foi 5 x 10* para MDA-MB-231). Armazenou-se a
placa em estufa (37°C / 5% CO,) por 24 horas para permitir a adesdo celular. Apds
este tempo o0 meio de cultura foi removido, lavou-se cada po¢o, uma vez com 200 uL
de PBS e adicionou-se 200 uL de meio de cultura DMEM sem soro. Posteriormente
as potenciais drogas nas varias concentracées foram adicionadas a placa e a
mesma foi novamente mantida na estufa pelo tempo de incubacao escolhido (24 h
ou 48 h).
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3.4.9.2 Ensaiode MTT

Os complexos de ruténio foram avaliados em linhagens celulares derivadas
de tumores humanos usando o ensaio com MTT (MOSMANN, 1983), que consiste
em uma determinagao colorimétrica de viabilidade celular durante tratamento in vitro
com a droga. Este ensaio colorimétrico de microcultura, desenvolvido como um
estagio inicial para o “screening” de drogas, mede a quantidade de MTT reduzido
pela dehidrogenase mitocondrial € assume que a viabilidade celular (correspondente
a atividade redutiva) é proporcional a producao de cristais de formazan (violeta) que,
apods solubilizado, é medido espectrofotometricamente. A densidade O&ptica
(absorbancia dos pocos) foi medida em um leitor de micro placas a 570 nm. Para
verificar o efeito do solvente DMSO, controles adicionais receberam 1% deste
solvente.

Um baixo ICsy € desejado e implica citotoxicidade ou antiproliferacéo as
baixas concentragdes da droga (WU et al, 2003). Neste trabalho o valor de [ICsq
representa a concentragao da droga que reduz a absorbancia média a 570 nm em
50% daquelas dos controles nao tratado (MARZANO et al, 2006). A viabilidade
celular foi calculada pela seguinte féormula:

Viabilidade celular (%) = (Op teste / Op controle ) x 100

onde:
Op teste = densidade 6ética do composto testado
Op controle = densidade 6tica do controle

3.4.9.3 Preparacao dos compostos para os ensaios

Os complexos de ruténio tiveram suas atividades biolégicas avaliadas em
solucbes de DMSO. As solugbes estoques foram preparadas no momento de seu
uso e usadas diretamente para as diluicdes. Como controle positivo foi utilizada a
cisplatina e como controle negativo células nao tratadas das respectivas linhagens.

Todas as manipulagdes envolvendo células e preparacdes de compostos
para ensaios biol6gicos foram feitas em capela de fluxo laminar. As células foram
semeadas em placas estéreis de 96 pocos e os compostos nas suas diferentes
concentracdes (a faixa de concentragcdes no pogo ficou entre 0,1 e 1000 uM) foram

incubados juntamente com as células por periodos de 24 e 48 horas.
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Para o “screening” inicial os complexos foram dissolvidos em DMSO estéril
(solugao estoque com concentragdo maxima de 2 mM) e diluidos a 1,5; 1,0; 0,5; 0,2;
0,1; 0,05 e 0,02 mM. Considerando que a concentragao final de DMSO junto as
células nao deve ultrapassar 1 % e que o volume de meio de cultura em cada poco €
200 uL, tomou-se uma aliquota de 2 uL de cada concentracdo de complexo e
adicionou-se aos pogos. Desta maneira as concentragcbes finais dos complexos
foram 150; 100; 50; 20; 10; 0,50 e 0,20 uM. As solugdes dos complexos foram
preparadas em fluxo laminar utilizando-se materiais estéreis (DMSO e frascos de
armazenagem) (VON POELHSITZ et al, 2007a).



4. Resultados e Discussao 41

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando os dois tipos de complexos estudados neste trabalho optou-se
por apresentar os resultados e discussdo em duas partes (4.1 e 4.2) de acordo com
a semelhancga entre os compostos. Os compostos sintetizados foram caracterizados
tanto em solugao, como no estado solido, por técnicas adequadas.

4.1 Complexos de formula geral [RuCly(NO)(dppp)(L)]PFs, L = py,
4-Mepy e 4-Phpy

4.1.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN)

A ressonancia magnética nuclear de fésforo é uma poderosa ferramenta
para a caracterizacao de complexos fosfinicos (VERKADE & QUIN, 1987). O arranjo
estereoquimico dos ligantes na esfera de coordenacao do metal pode ser elucidado
pela interpretacdo dos dados de deslocamentos quimicos e de constantes de
acoplamentos entre os atomos de fosforo ou entre o fésforo e outros elementos,
eventualmente com o proprio metal.

Os espectros de RMN *'P{'H} dos complexos sintetizados apresentaram
padrdao AX, o classico sistema de dois spins, que é caracterizado pela diferenga de
freqliéncia ressonante dos dois sinais serem muito maior que o acoplamento ([v1 - va|
>> Jq2), 0 que corresponde a observacao de dois dubletos no espectro (GUNTHER,
1996). Os valores de deslocamentos quimicos para esta série estdo apresentados
na TABELA 4.3. Todos os espectros apresentaram o sinal do PFg com
deslocamento quimico proximo de -144 ppm.



4. Resultados e Discussao 42

TABELA 4.3: Valores de deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento para
a série cis-[RuClx(NO)(dppp)(L)]PFes.

cis-[RuClx(NO)(dppp)(L)]PFe 3 P (ppm) 2Jp.p (H2)
L = py 20,9 17,7 30,8
L = 4-Mepy 20,8 17,2 30,8
L = 4-Phpy 21,1 17,4 30,0

Como se observa nos dados da TABELA 4.3, os novos complexos possuem
atomos de fésforo magneticamente nao equivalentes ap6s a troca de um atomo de
cloro do complexo precursor fac-[RuCl3(NO)(dppp)] pelos ligantes piridinicos. Os
novos complexos derivados apresentaram dois dubletos no espectro de RMN de
31P{'H}, diferentemente do complexo precursor que apresenta um singleto em 15,0
ppm (BATISTA et al, 1997). A ndo equivaléncia dos fosforos condiz com uma
geometria onde um dos atomos de P esta trans a um atomo de Cl e o outro atomo
de P esta trans a L. Os espectros obtidos sdo mostrados na FIGURA 4.19.
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FIGURA 4.19: Espectros de RMN de *'P{'H} dos complexos de férmula geral cis-
[RUCIo(NO)(dppp)(L)JPFs em CHxClo. (a) L = py; (b) L = 4-Phpy: (c) L = 4-Mepy.

Pode-se justificar a desprotecao dos atomos de fosforos dos complexos de
formula geral cis-[RuClx(NO)(dppp)(L)]PFs em relacdo ao singleto do precursor,
considerando que o efeito eletrbnico seja predominante, devido a menor habilidade
doadora dos ligantes N-heterociclicos em relacado aos cloretos do precursor, levando
assim a diminuigdo da densidade eletrénica sobre os fésforos e consequentemente
desprotegendo-o0s. Sugere-se que o sinal menos protegido refere-se ao fosforo trans
ao nitrogénio das piridinas, e o sinal mais protegido, refere-se ao fésforo trans ao Cl,
que possui deslocamento quimico mais préximo ao observado para o precursor
(atomos de cloro trans a atomos de fosforos).
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4.1.2 Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Infravermelho
(1v)

Os espectros de absorcao na regido do IV dos complexos sintetizados
apresentaram modos vibracionais consistentes com as estruturas propostas, e foram
obtidos na regido entre 4000 - 200 cm™. As atribuicdes foram feitas em comparagao
com os espectros do precursor, da bifosfina livre e de outros complexos descritos na
literatura. A maioria dos modos vibracionais dos compostos em estudo surge dos
anéis aromaticos das bifosfinas.

Os espectros de IV (em pastilhas de KBr) dos complexos sintetizados
apresentaram-se bastante semelhantes entre si e sdo mostrados na FIGURA 4.20.
Para melhor visualizagdo o espectro é apresentado na regido de 2000-200 cm™, ja
que acima de 2000 cm™ aparecem apenas bandas referentes aos estiramentos dos
grupos CH aromaticos e alifaticos e CH..
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FIGURA 4.20: Espectros de IV dos complexos de férmula geral cis-
[RuClx(NO)(dppp)(L)]PFs em pastilha de KBr. (a) L = py; (b) L = 4-Mepy.

A presenca do grupo NO coordenado ao ruténio deveria levar ao surgimento
de trés bandas. Em maior energia uma banda de estiramento do grupo NO, uma de
estiramento Ru-N e outra envolvendo a deformagédo angular Ru-NO. A primeira
referente ao vNO, é observada em uma regido limpa dos espectros, sendo a banda
mais intensa, surgindo em 1877, 1875 e 1867 cm™', respectivamente para [1], [2] e
[3]. Esses valores sdao muito préximos ao observado para o precursor fac-

[RuCl3(NO)(dppp)], que apresenta a banda referente ao vNO em 1870 cm™, sendo
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tipico de NO*. A ligacdo Ru-NO nestes casos € considerada linear, pois é
caracterizada por alta freqiiéncia de estiramento do NO* (vNO*: 1650-1985 c¢cm’™)
(RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992).

A banda de fraca intensidade em 594 cm™ atribuiu-se ao vRu-N, por estar
ausente nos espectros da bifosfina e das piridinas e presente nos espectros dos
complexos. A deformacdo angular Ru-NO ndo se define em alguns casos, fato
comum na medida em que pode ocorrer acoplamento ao vRu-N devido a
proximidade das freqiéncias destes modos vibracionais (NAKAMOTO, 1997).

Tanto as bandas referentes a deformacdo axial C-N e C-C dos anéis
piridinicos quanto as deformacdes assimétrica e simétrica do grupo CH; da 4-
metilpiridina encontram-se na mesma regido das bandas caracteristicas dos
estiramentos C-C dos anéis fenilicos (regido de 1630-1400 cm™). Devido a presenca
do anel fenilico da 4-fenilpiridima, tanto a banda atribuida a deformagéo angular fora
do plano de CH quanto as de estiramento C-C (¢) para este composto apresentam-
se com maior intensidade comparadas com as mesmas bandas para [1] e [2], como
pode ser observado na FIGURA 4.21.
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FIGURA 4.21: Espectro de IV do cis-[RuCl>(NO)(dppp)(4-Phpy)]PFs, em pastilha de
KBr.

Outras bandas envolvem as ligagdes Ru-P e Ru-Cl, mas a atribuicdo do
vRu-P nédo é simples de se fazer, pois as bifosfinas apresentam muitas bandas na
regido de baixa energia. Outra dificuldade nesta atribuicdo esta relacionada aos

efeitos de ligagdo n e o que influenciam na constante de forca M-P fazendo com que
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este estiramento e deformacdes ocupem uma larga faixa do espectro (NAKAMOTO,
1997). Quanto ao vRu-Cl, sdo observadas duas bandas (NAKAMOTO, 1997) em
torno de 330 e 290 cm™', regido de baixa energia, tipica para complexos de ruténio.

Na TABELA 4.4 sao apresentadas as freqiéncias de absorcéo
correspondentes as principais bandas, bem como as atribuicbes tentativas dos
espectros de IV para os complexos sintetizados.

TABELA 4.4: FreqUéncias correspondentes as principais bandas e atribuicoes
tentativas dos espectros de IV (RICHTER-ADDO & LEGZDINS, 1992;
DZIEGIELEWSKI et al., 1986; NAKAMOTO, 1997; WHIFFEN, 1956; SILVERSTEIN

et al., 1987; COLTHUP et al., 1990; VON POELHSITZ, 2005).

cis-[RuCly(NO)(dppp)(L)IPFs

Atribuicoes
(Intensidades) L = py L = 4-Mepy L = 4-Phpy
vCH (0) (f) 3085 — 3000 3085 - 3000 3085 - 3000
VasCH (f) 3002 3002 3002
vsCHa (f) 2904 2904 2904
vNO (F) 1877 1875 1867
c-C m 1605; 1573; 1486; 1622; 1506; 1485; 1613; 1543; 1485;
vC-C () (m) 1436 1434 1435
CH, wag (f) 1316 1316 1312
BC-H (1) 1194; 1162; 1160; 1192; 1162; 1160; 1194; 1163; 1160;
1015 1026 1013
vP-C(0) (m) 1098; 421 1095; 423 1096; 421
v anel (m) 999 1000 999
8CH, (m) 787;743 787; 741 784;746
YCH(¢) (m) 704 704 701
VP-Cgit (M) nao observado nao observado nao observado
vy anel (m) 689 689 ndo observado
vRu-N (f) 594 594 595
SP-C(¢) (m) 513; 494 512; 492 512; 494
vRu-ClI (f) 336; 297 332; 296 333; 308

F = muito forte; m = média; f = fraca; v - designa uma vibracao de estiramento; 8 - designa
uma vibracdo de deformagéo; v - designa uma vibragéo de deformagéo fora do plano; B -
designa uma vibracao de deformacéo no plano.
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4.1.3 Medidas de Condutividade Molar

As medidas de condutividade molar (A) foram efetuadas utilizando-se
concentragdes da ordem de 1,0 x 10° mol.L”", em diclorometano, & 25° C, onde
registrou-se 44,1uS.cm™, 40,4uS.cm™ e 43,4uS.cm”, respectivamente para os
complexos [1], [2] e [3]. A faixa aceita para eletrdlitos 1:1 em diclorometano a 25°C
é 12 — 77 uS.cm” (GEARY, 1971), de acordo com tabela de intervalo de
condutancias molares de eletrélitos estudada por VELHO, R. G. em trabalho de
mestrado, orientado pelo Prof. Dr. Alzir Azevedo Batista. Esses valores indicam que
houve a troca de um atomo de cloro por um ligante piridinico, 0 que & consistente
com as estruturas propostas.

4.1.4 Analise Elementar

Os resultados das andlises dos teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio
dos compostos sintetizados, mostrados na TABELA 4.5, fornecem uma indicacao de
suas férmulas moleculares, que por sua vez sao condizentes com as estruturas

propostas.

TABELA 4.5: Dados microanaliticos dos compostos sintetizados.

cis-[RuCIx(NO)(dppp)(L)]PF¢ %C (calc) %H (calc) %N (calc)
L =py 45,51 (45,82) 3,55 (3,73) 3,56 (3,34)

L = 4-Mepy 46,02 (46,48) 4,09 (3,90) 3,55 (3,29)

L = 4-Phpy 49,48 (49,89) 3,65 (3,86) 3,32 (3,06)

4.1.5 Medidas Eletroquimicas (Voltametria Ciclica e
Voltametria de Pulso Diferencial)

As técnicas eletroquimicas (voltametria ciclica e voltametria de pulso
diferencial) permitem a avaliacdo da energia necessaria para efetuar a oxidacao ou
reducdo de determinada espécie quimica. Para compostos de coordenacdo esta
energia, em forma de potencial, fornece entendimentos adicionais aos estudos de

propriedades receptoras e doadoras dos ligantes, devido ao fato de estarem
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intimamente ligadas a densidade eletrdnica nas camadas de valéncia do metal
(FAULKNER, 1983).

O comportamento eletroquimico dos compostos sintetizados foi estudado
pelo uso das técnicas de voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial. As
medidas foram realizadas utilizando o método de arranjo convencional contendo trés
eletrodos, consistindo de um eletrodo de platina como eletrodo de trabalho, um
auxiliar de platina e um de referéncia de Ag/AgCl. Os voltamogramas foram obtidos
em solucdo de CH,Cl, utilizando PTBA (0,1 mol.L™") como eletrélito suporte e
velocidade de varredura igual a 100 mV.s™.

Comportamentos variados foram observados nos estudos eletroquimicos de
nitrosilos complexos de ruténio do tipo {RUNO}®, sendo estes largamente estudados.
Baseando-se nos resultados da literatura foram feitas atribuicbes e discussdes
envolvendo eletroquimica dos nitrosilos precursores e de seus derivados.

Cabe ressaltar que nao existe consenso na literatura quanto a atribuicao de
alguns processos envolvendo o NO, principalmente em relacdo a sua reducao
irreversivel, e os produtos gerados. Baseados nestes e em outros resultados da
literatura, que seréo citados mais adiante, foram feitas as atribuicées e discussdes
envolvendo eletroquimica dos nitrosilos precursores e de seus derivados.

Os voltamogramas para os complexos [1], [2] e [3] apresentaram-se
bastante semelhantes entre si, e sdo mostrados na FIGURA 4.22. Na primeira
varredura ndo se observa nenhum processo anodico. Continuando a varredura para
potencial catodico surgem dois processos bem definidos. O primeiro, variando entre
-200 e -300 mV, é atribuido a reducdo do NO* a NO°, e o segundo, que varia entre -
650 e -850 mV, é atribuido & reducdo do NO° a NO'.
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FIGURA 4.22: Voltamogramas ciclicos dos complexos de formula geral cis-
[RuCl>(NO)(dppp)(L)]PFs. Eletrélito: PTBA 0,1 mol.L™"; solvente: CHxCly;
referéncia:Ag/AgCl; velocidade de varredura: 100 mV.s™. (a) L = py;

(b) L = 4-Mepy; (c) L = 4-Phpy.

AplGs as redugdes surgem trés processos anédicos, sendo que o primeiro,
que varia de -70 a -95 mV, atribuimos a oxidacdo do NO° (coordenado) a NO*
gerando a espécie de partida. A saida do NO gerando novos complexos e a prépria
presenca de NO livre em solucdo devem ser responsaveis pelo segundo processo
anddico, que varia de 230 a 350 mV. O terceiro processo, entre 760 e 810 mV,
atribui-se a oxidagéo do NO° livre (LOPES, 1997; BEDIOUI et al., 1994).

Fazendo-se nova varredura para potencial catédico, ocorre o surgimento de
uma reducao que varia entre 135 e 155 mV, sendo provavelmente o par do processo
anddico na regiao de 300 mV. Para verificar se esse par € dependente da primeira
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ou da segunda reducdo do NO, efetuou-se novas varreduras que foram até o
potencial da primeira redugcdo do NO (NO* a NO% como mostra a FIGURA 4.23,

indicando sua dependéncia deste processo.
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FIGURA 4.23: Voltamogramas ciclicos dos complexos de formula geral cis-
[RuCl>(NO)(dppp)(L)]PFe. Eletrélito: PTBA 0,1 mol.L™; solvente: CH,Cly; referéncia:
Ag/AgCl; velocidade de varredura: 100 mV.s™. (a) L = py;

(b) L = 4-Mepy; (c) L = 4-Phpy.

Para a melhor observacao dos processos e para fins de comparacao foram

feitas voltametrias de pulso diferencial. Os voltamogramas de pulso diferencial para

os complexos [1], [2] e [3] apresentaram-se bastante semelhantes entre si, € um

exemplo representativo € mostrado na FIGURA 4.24.
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FIGURA 4.24: Voltamogramas de pulso diferencial dos complexos de féormula geral
cis-[RuClz(dppp)(NO)(L)]PFs. Solvente: CH.Cl, (0,1 mol.L" PTBA); velocidade de
varredura: 100 mV.s™. (a) L = py; (b) L = 4-Mepy; (c) L = 4-Phpy.

Partindo-se de potenciais anddicos e varrendo até a regido negativa

observam-se os dois processos de reducdo do NO, conforme observado na

voltametria ciclica, mas com potenciais mais andédicos. Partindo-se de potenciais

catédicos observam-se quatro processos de oxidacdo. O primeiro associado a NO

—NOQ° deslocado para potenciais mais negativos em comparacdo com a voltametria
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ciclica, e melhor definido. O segundo referente 8 NO°-NO*, também deslocados
para potenciais mais negativos. Seguindo-se a varredura sdo observados mais dois
processos, um referente a um produto desconhecido e outro a oxidagcdo do NO°
livre, ambos em potenciais menos positivos quando comparados com a voltametria
ciclica.

Nao se observa em nenhum dos casos processos referentes a oxidagao do
metal, no solvente utilizado. Tem sido sugerido por alguns autores que o ruténio, em
nitrosilos complexos, s6 é eletroativo em potenciais superiores a +1,4 V. Esse
potencial alto é justificado pelo dominio que a acidez © do NO (forte m receptor)
impde em seus complexos, que pela retrodoacdo leva a diminuicado da densidade
eletrbnica sobre o metal, conseqiente estabilizando-o. A TABELA 4.6 resume 0s
valores de potenciais para os complexos da série [RuCl.(dppp)(NO)(L)]PFs.

TABELA 4.6: Valores de potenciais dos principais processos eletroquimicos da
voltametria ciclica para a série cis-[RuClx(dppp)(NO)(L)]PFes.

Potenciais (mV)

Composto Epe Epe Epa NO° — NO*
NO* — NO° NO° — NO NO° — NO* livre
L = py -205 -753 -87 +806
L = 4-Mepy -210 -688 -89 +768
L = 4-Phpy -295 -828 -19 +828

Para o precursor fac-[RuCl3;(NO)(dppp)] observa-se apenas a primeira
reducdo do NO (NO* — NO°) em -850 mV, nao sendo observada a segunda redugao
(NO° — NO). Isto ja era esperado devido o fato de o precursor possuir um cloro a
mais do que os compostos em questdo. Desta maneira, como o cloro é melhor
doador (o e m) que os ligantes piridinicos, o centro metélico no precursor apresenta-
se com mais densidade eletrénica, o que torna bem mais dificil a adicdo de um
elétron sobre o NO*, levando assim os dois processos de reducdo do NO para
potenciais mais catddicos que aqueles observados para os compostos acima
citados. Resumindo, ap6s a troca de um atomo de cloro pelo N-heterociclico, o
centro metalico fica mais deficiente em elétrons em relagao ao precursor, tornando o

potencial do NO*™ mais acessivel.
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Uma comparacao como esta também pode ser feita com compostos do tipo
trans-[RuCI(NO)(dppe)2]**, que apresenta processo eletroquimico do NO* reversivel
a +100mV (vs Ag/AgCl) (ZAMPIERI et al.,, 2002). Este potencial mais positivo é
resultado da presenca dos ligantes fosforos (n-receptores / o-doadores), o que deixa
o centro metélico com menos densidade eletrénica e conseqlentemente se torna
mais facil adicionar um elétron sobre o NO™.

Comportamento analogo a série cis-[RuCl>(NO)(dppp)(L)]PFs foi observado
para complexos do tipo trans- [Ru(NHs)sP(OEt)sNOJ** (LOPES, 1997) com variados
substituintes no ligante fosfito, onde o processo redox envolvendo o NO*
coordenado ndo € bem definido, e observam-se dois processos adicionais, o par
redox associado a espécie sem NO gerada em solucao e, em torno de 800 mV, um
processo irreversivel atribuido a oxidagao do NO livre (BEDIOUI et al, 1994), como
representado pela FIGURA 4.25.
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FIGURA 4.25: Voltamograma ciclico do trans-[Ru(NHs)sP(OEt)sNOJ**, em solucéo
aquosa. Eletrodo referéncia: calomelano (LOPES, 1997).

Complexos do tipo trans-[RuCl(cyclam)NOJ** e trans-[Ru(NHs)sL(NO)I**, L =
N-heterociclicos apresentam somente um par redox envolvendo o ligante nitrosilo,
sugerindo que o centro de ruténio seja eletroativo apenas em potenciais mais
anodicos (BORGES et al, 1998). Seguindo-se a varredura para potenciais mais
catodicos observa-se processo irreversivel atribuido & reducdo do NO° a NO, e
consequiente perda deste ultimo. A FIGURA 4.26 apresenta o voltamograma do
trans-[RuCl(cyclam)NOJ?* (LANG & DAVIS, 2000).
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FIGURA 4.26: Voltamograma ciclico do trans-[RuCl(cyclam)NOJ** em CHsCN.
Eletrodo referéncia: Ag/AgCl (LANG & DAVIS, 2000).

A densidade eletronica sobre o ligante NO* pode ser relacionada com os
dados de VNO bem como pelos valores de potencial na voltametria (PIPES &
MEYER, 1984). Neste trabalho tal correlacdo entre vNO em CHxCl; e 0 E, para a
primeira reducdo do NO*™ no mesmo solvente esta apresentada na FIGURA 4.27.

1877 mpy
1876
1875 [ ]
1 4-Mepy
1874
1873

1872

vNO (cm™)

1871—-
1870—-
1869—-
1868—-

1867 4-Phpy

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-300 290 -280 -270 -260 -250 -240 -230 -220 -210 -200
Epc (mV vs. Ag/AgCl)

FIGURA 4.27: Correlagao entre potencial de redu¢cao do NO* em CH.Cl, e o
estiramento do NO para a série cis-[RuCl>(NO)(dppp)(L)]PFs.

Analisando a FIGURA 4.27, pode-se dizer que a for¢a oxidante do NO (seu
carater NO*) esta relacionada a extens&o da interacdo dn — © (NO) que é afetada

pelo outros ligantes do sistema. Assim, a troca de ligantes trans ou cis ao NO
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promove modificages nesta interagéo e altera os valores de E,. do NO bem como
vNO.

Na literatura algumas boas correlacdes entre estes dois parametros sao
encontradas (de SOUZA et al., 2003; DOVLETOGLOU et al., 1996). E possivel
observar uma boa linearidade dos dados, onde o complexo com vNO menos
energético, possui maior densidade eletrénica sobre o NO* e conseqiientemente a
reducao ocorre em potencial mais negativo (¢ mais dificil adicionar elétrons onde

existe maior densidade eletrénica).

4.1.6 Espectroscopia Eletronica (UV/vis)

Os  espectros  eletrbnicos dos  complexos da  série  cis-
[RuCl>(NO)(dppp)(L)]PFe foram registrados em solugdo de diclorometano e
apresentaram absorcdes na regido do visivel e ultravioleta. As atribuicbes das
bandas observadas nos espectros eletronicos foram feitas por comparagéao com os
espectros das bifosfinas livres, com o precursor fac-[RuCl3(NO)(dppp)] e com
complexos da literatura que tiveram suas estruturas eletrénicas calculadas, como o
[RuCl3(NO)(PPh3)(HPz)] (MALECKI et al, 2005). Os espectros apresentaram-se
bastante semelhantes entre si, e estdo apresentados na FIGURA 4.28.
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FIGURA 4.28: Espectros de absorcao UV/Vis dos complexos de férmula geral cis-
[RUCl>(NO)(dppp)(L)]PFs em CH.Cl,. (a) L = py;
(b) L = 4-Mepy; (c) L = 4-Phpy.

Observou-se na regiao do ultravioleta uma banda e um ombro em energias
muito proximas e com altos valores de € (~ 50000 L.mol".cm™). A banda em maior
energia, ja presente na bifosfina livre e no ligante piridina, é do tipo IL (transicées de
carga interligante), correspondendo a transicdes intraligantes do tipo 1 — © dos
anéis aromaticos da molécula. O ombro encoberto na transicao intraligante da
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fosfina e da piridina, observado também no complexo precursor, considerando o alto
valor de € e comparacao com complexos da literatura (MALECKI et al, 2005), é na
realidade uma mistura de transicbes, mas foi atribuido principalmente a
transferéncia de carga dos orbitais dos ligantes para o orbital d do metal (TCLM) (g
— dru/ 7ph — dru / T — dru / el + Ten + T — dRy) € transicdes interligantes.

Na regido préxima ao visivel foram observadas bandas com valores de ¢
entre 4800 e 5600 L.mol".cm™. Considerando o valor relativamente alto de ¢ tais
bandas sao atribuidas a transi¢cées do tipo TCLM (ngy > d/ tph > d/ m. — d/ 7o +
Tiph + T — d / (d + 7w + 7pn + mL) — d) e transigdes interligantes ((me + ®pn + ©L) —
1*NO / nci — n*NO) (MALECKI et al, 2005).

Um forte indicio que esta transicao possui envolvimento do orbital #* do NO
pode ser observado para compostos do tipo trans-[RuCI(NO)(dppe)2]**, estudado
anteriormente em nosso laboratério em trabalho de doutorado de VON POELHSITZ,
em 2005. Foi feita uma reducdo do composto trans-[RuCI(NO)(dppe):]** com
amalgama de Cd, e o espectro eletrdnico para este composto, apds a reducao, deu
origem a uma banda em 267 nm além da banda em 315 nm. Pode-se entender tal
variacdo e o surgimento desta banda em 267 nm, considerando que o NO° é menos
receptor © que o NO* e, portanto, o centro metalico estda mais rico em elétrons nesta
condicao e consequientemente as transicobes TCLM se tornam mais energéticas.
Outra conseqiiéncia é que a ocupacéo do orbital ©* do NO° elimina a transi¢ao para
este orbital, também justificando o grande deslocamento observado. Os espectros
eletrénicos que apresentam diferencas entre a espécie com NO° e com NO* sdo
apresentados na FIGURA 4.29.
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FIGURA 4.29: Espectros eletrénicos do trans-[RuCI(NO)(dppe)z]>* em CH,Cls. (a)
amostra sem sinal no RPE (NO*); (b) amostra com sinal RPE (NO°) (VON
POELHSITZ, 2005).

Essa banda em torno de 330 nm ndo é observada no precursor fac-
[RuCl3(NO)(dppp)], ficando encoberta pelos processos intraligantes. Uma possivel
explicagdo baseia-se na baixa capacidade de deslocalizacado eletrdnica da dppp
coordenada. Entretanto, apdés a troca de um cloro do precursor pelos N-
heterociclicos, os orbitais dos fésforos na dppp apresentam-se menos ocupados,
tornando a transicdo de TCLM menos energética comparada com o precursor
(fésforos trans a atomos de cloro).

Na TABELA 4.7 sdo apresentados os comprimentos de onda em que as
bandas aparecem com suas respectivas absortividades molares (g), as
concentracbes em que foram calculadas e as possiveis transicoes responsaveis

pelas bandas.
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TABELA 4.7: Resultados obtidos do espectro UV/Vis para a série cis-
[RuCl2(NO)(dppp)(L)]PFs

}Vmax. (nm) (8 (L.mol'1.cm'1) )
concentragdo (mol.L™)

Complexo
A B (o} D
L =py 270 (50595) 278 sh (48505) 328 (5568) 450 (157)
3,9x10° 3,9x10° 1,56x10 5,0x10
L = 4-Mepy 270 (40024) 278 sh (38420) 326 (4833) 434 (157)
3,125x10° 3,125x10° 6,25x10° 5,0x10*
L = 4-Phpy 268 (48183) 278 sh (56728) 336 (5120) 452 (163)
3,125x10° 3,125x10° 1,25x10 5,0x10
sh = ombro

A - TCLL (transicdes interligantes) / © — © (intraligante fosfinico)

B - TCLM (TCC| - dRu / TPy — dRu / T, — dRu / Tc| + Ttph + L. — dRu)

C-TCM (ngy > d/mpp >d /. >d/ g+ tph+ 1. > d/ (d + Tty + ey + ) > d) €
TCLL (transi¢des interligantes) ((wtci + en + L) = T°NO / 7tg) — ©*NO)

D — TCLL (transic¢oes interligantes) ((nci + men + m) = T*NO / gy = n*NO) / (d + 7e) +
e + ) — ©T'NO / d — n*NO e transicao de campo ligante (d-d)

Utilizando-se concentracdes em torno de 3,5 x 10 mol.L™" foi possivel
observar uma banda bastante larga na regido do visivel, em torno de 440 nm com
valores de & < 200 L.mol”".cm™, também presente no precursor. Essas bandas na
regido de menor energia correspondem a transicoes de campo-ligante (d-d) do
ruténio, responsavel pela cor laranja do complexo, e sao caracterizadas pelo baixo
coeficiente de absorgao molar (¢) por serem proibidas pelas regras de selecéo. Sao
atribuidas as transicdes entre os diferentes niveis de energia correspondentes a
redistribuicAdo de elétrons em orbitas d parcialmente preenchidos (transicées de
campo ligante (d-d)) além de transi¢des interligantes (TCLL) ((rtc + Ten + 7)) — ©*NO
/ me = m*NO) / (d + e + Ten + m) — T*NO e TCML (d — ©*NO) (MALECKI et al,
2005).

4.1.7 Difracao de Raios X

A técnica de difracdo de raios X aplicada a cristais crescidos
adequadamente € uma das mais poderosas técnicas para a determinacdo da
estrutura de um composto no estado sélido (LADD & PALMER, 1994).
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Os cristais dos complexos sintetizados neste trabalho foram obtidos por
evaporacao lenta de solugdo do composto em diclorometano e éter etilico a
temperatura ambiente, e suas estruturas foram determinadas. Os complexos [1], [2]
e cis[RuCly(NO)(dppp)(4-Vnpy)]PFs  (ndo  caracterizado neste trabalho)
cristalizaram-se no sistema cristalino ortorrémbico, pertencendo ambos ao grupo
espacial P2:2,2+, e apresentaram coordenagao essencialmente octaédrica em torno
do centro metalico.

Os parametros cristalograficos de refinamento das estruturas estao
apresentados na TABELA 4.9 e os valores de distancias [A] e angulos [7] estdo
apresentadas na TABELA 4.10. A sugestao de P trans Cl e P trans L para ambos os
complexos é suportada pelos dados das estruturas de raios X (FIGURA 4.30), e os
comprimentos de ligagdes interatbmicas mais importantes estao listados na TABELA
4.8. Até o momento nao foi possivel obter cristais do complexo com L = Phpy, mas
estamos trabalhando para a sua obtencao a partir de diferentes técnicas.

O ligante nitrosilo € praticamente linear, apresentando ZRu-N-O igual a
177.8(4)°, 177.7(4)° e 178.0(5)° para [1], [2] e cis-[RuClx(NO)(dppp)(4-Vnpy)]PFs
respectivamente. Esse fato em conjunto com os comprimentos das ligagdes Ru-N e
N-O, bem como a freqiiéncia de estiramento do NO em torno de 1876 cm’
confirmam o NO coordenado na forma NO*, sendo muito similar com o observado
para outros nitrosilos ruténio complexos (VON POELHSITZ et al, 2006a).

A importéncia da interacdo dy, d,, (Ru) + 1 (NO) para a ligacdo nos
complexos {RuNO}® & ilustrada pelos dados de distancia de ligagdo Ru-L, cis e trans
ao NO. Analisando-se os dados da FIGURAS 4.30 pode-se observar que a distancia
Ru-CI (CI trans NO) € menor do que a observada para o cloro trans P, de modo
geral em torno de 2,35 A para Ru-Cl trans NO e 2,40 A para Ru-Cl trans P. Este
efeito pode ser justificado com base na aproximacao orbital molecular, que enfatiza
o papel extremamente importante do orbital = (NO) na transferéncia de carga do Ru
para o NO e, portanto, seu papel na ligacao metal-ligante. Os orbitais © do NO sao
agora polarizados tal que existe um aumento de densidade eletrdnica especialmente
sobre o 4&tomo de O (BOTTOMLEY, 1978).
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FIGURA 4.30: Estruturas ORTEP dos complexos de formula geral cis-
[RuClx(NO)(dppp)(L)]PFs. Elipsdides térmicas com 50% de probabilidade. (a) L = py;
(b) L = 4-Mepy; (c) L = 4-Vnpy.

TABELA 4.8: Principais valores de distancias [A] e angulos [7].

Composto d(Ru-CI)? d(Ru-Cl)® d(Ru-NO) d(N-O) ZRu-N-O

L =py 2,3509(11) 2,4082(12) 1,722(4) 1,158(5) 177,8(4)
L = 4-Mepy 2,3442(11)  2,4014(11) 1,736(4) 1,128(4) 177,7(4)
L = 4-Vnpy 2,3475(16)  2,4050(14) 1,722(5) 1,155(6) 178,0(5)

& trans ao NO.
® trans ao P.
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TABELA 4.9: Dados cristalograficos de refinamento das estruturas dos compostos
de formula geral cis-[RuCl>(NO)(dppp)(L)]PFs.

L = py L = 4-Mepy L = 4-Vnpy

Férmula Empirica CaoH31ClLFgNoOPsRu  Ca3H33CloFgN>OP3sRu CasHssClaFgN-OPsRu
Peso Molecular 838.47 852.49 864.51
Temperatura 293(2) K 293(2) K 293(2) K
Comprimento de Onda  0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A
Sistema Cristalino Ortorrdbmbico Ortorrémbico Ortorrébmbico
Grupo Espacial P2,2,2; P2,2:2; P2,2:2;
Dimensses daCon 37 ILEINA  pmiisme0h  aorid

¢ =20.5270(6) A c =20.7537(6) A c =20.8470(9) A
Volume 3442.7(2) A 3490.42(15) A® 3583.8(2) A®
z 4 4 4
Densidade (calculada)  1.618 Mg/m® 1.622 Mg/m?® 1.604 Mg/m?®
22‘;2222‘9 de 0.813mm’ 0.803 mm”’ 0.783 mm”’
F(000) 1688 1720 1748

Tamanho do Cristal
Angulo Teta para
aquisicao

Faixa de indices

Reflexoes coletadas

Reflex6es
Independentes

Coleta até teta = 25.04°
e 27.51°

Correcao de Absorcao

Max. e min. de
transmissao

Método de Refinamento

indices R Final [I>20(1)]
indices R (todos os
dados)

Parametro de Estrutura
Absoluta

Residual max., min.

0.30 x 0.22 x 0.03
mm?

3.29 a 25.04°
13<h<13,-17<k
<17,-24< /<24
17987

6073 [R(int) =
0.0940]

99.4 %
Gaussiano

0.976 e 0.832

Full-matrix least-
squares on F?

R1 =0.0402, wR2 =
0.0868

R1=0.0516, wR2 =
0.0925

0.02(3)

0.531 e -0.648 e.A®

0.14x 0.10 x 0.02
mm?

3.26 2 27.51°
-14<h<14,-18<h
<18,-26 <h<26
20380

7975 [R(int) =
0.0475]

99.6 %

Semi-empirico de
equivalente

0.902 e 0.882

Full-matrix least-
squares on F?

R1 =0.0411, wR2 =
0.0917

R1=0.0668, wR2 =
0.1023

-0.05(3)

0.422 ¢ -0.656 e.A®

0.06 x 0.33 x 0.20
mm?

2.96 a 25.68°
-13<h<14,-17<k
<16,-25< /<24
16873

6767 [R(int) =
0.0476]

99.5 %
Gaussiano

0.951 e 0.830

Full-matrix least-
squares on F?

R1 =0.0412, wR2 =
0.1113

R1=0.0610, wR2 =
0.1225

-0.03(4)

0.930 € -0.907 e.A®
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TABELA 4.10: Comprimentos de ligacdes [A] e valores de angulos [ selecionados

para os compostos de férmula geral cis-[RuCl>(NO)(dppp)(L)]PFe.

L=py

Ru-N(1)
Ru-N(2)
Ru-CI(1)
Ru-P(1)
Ru-P(2)
Ru-CI(2)
O(1)-N(1)
N(1)-Ru-N(2)
N(1)-Ru-Cl(1)
N(2)-Ru-ClI(1)
N(1)-Ru-P(1)
N(2)-Ru-P(1)
Cl(1)-Ru-P(1)
N(1)-Ru-P(2)
N(2)-Ru-P(2)
Cl(1)-Ru-P(2)
P(1)-Ru-P(2)
N(1)-Ru-Cl(2)
N(2)-Ru-Cl(2)
Cl(1)-Ru-ClI(2)
P(1)-Ru-Cl(2)
P(2)-Ru-Cl(2)
C(121)-P(1)-Ru
-Ru
-Ru
-R
-R
-R

—_

(
(
(
(
(
( u

u

)R
C(1)-N(2)-Ru
C(5)-N(2)-R

1.722(4)
2.216(4)
2.3509(11)
2.3884(11)
2.3957(12)
2.4082(12)
1.158(5)
90.59(15)
178.66(13)
89.59(11)
96.95(12)
170.52(11)
83.01(4)
95.22(13)
92.64(10)
83.44(4)
92.39(4)
92.26(13
85.16(10
89.08(4)
88.80(4)
172.23(4)
111.99(15
114.04(15
114.52(16
(
(

)
)

109.48(15
114.01(15
116.82(15
177.8(4)
121.0(3)
121.5(4)

)
)
)
)
)
)

L = 4-Mepy
Ru-N(1) 1.736(4)
Ru-N(2) 2.204(3)
Ru-CI(1) 2.3442(11)
Ru-P(2) 2.3858(11)
Ru-P(1) 2.3989(10)
Ru-CI(2) 2.4014(11)
N(1)-O 1.128(4)
N(1)-Ru-N(2) 90.68(15)
N(1)-Ru-CI(1) 178.36(12)
N(2)-Ru-CI(1) 89.58(10)
N(1)-Ru-P(2) 96.52(12)
N(2)-Ru-P(2) 171.32(10)
Cl(1)-Ru-P(2) 83.36(4)
N(1)-Ru-P(1) 94.67(12)
N(2)-Ru-P(1) 91.88(9)
Cl(1)-Ru-P(1) 83.70(4)
P(2)-Ru-P(1) 92.36(4)
N(1)-Ru-Cl(2) 92.79(12)
N(2)-Ru-Cl(2) 85.79(9)
Cl(1)-Ru-CI(2) 88.84(4)
P(2)-Ru-Cl(2) 89.01(4)
P(1)-Ru-Cl(2) 172.21(4)
C(111)-P(1)-Ru 110.29(14)
C(121)-P(1)-Ru 117.11(13)
C(131)-P(1)-Ru 113.85(14)
C(221)-P(2)-Ru 112.40(16)
C(231)-P(2)-Ru 113.85(15)
C(211)-P(2)-Ru 115.39(15)
O-N(1)-Ru 177.7(4)
C(1)-N(2)-Ru 122.9(3)
C(5)-N(2)-Ru 121.3(3)

L = Vnpy

Ru-N(2) 1.722(5)
Ru-N(1) 2.195(5)
Ru-CI(1) 2.3475(16)
Ru-P(2) 2.3848(16)
Ru-P(1) 2.4008(13)
Ru-CI(2) 2.4050(14)
O-N(2) 1.155(6)
N(2)-Ru-N(1) 90.4(2)
N(2)-Ru-CI(1) 177.53(16)
N(1)-Ru-CI(1) 88.85(13)
N(2)-Ru-P(2) 97.09(16)
N(1)-Ru-P(2) 170.47(13)
Cl(1)-Ru-P(2) 83.89(5)
N(2)-Ru-P(1) 94.23(15)
N(1)-Ru-P(1) 92.81(13)
Cl(1)-Ru-P(1) 83.44(5)
P(2)-Ru-P(1) 92.48(5)
N(2)-Ru-Cl(2) 93.35(16)
N(1)-Ru-Cl(2) 84.74(13)
Cl(1)-Ru-CI(2) 88.93(5)
P(2)-Ru-Cl(2) 88.95(6)
P(1)-Ru-Cl(2) 172.05(5)
C(121)-P(1)-Ru 110.89(19)
C(111)-P(1)-Ru 116.91(18)
C(8)-P(1)-R 112.94(8)
C(211)-P(2)-Ru 112.9(2)
C(221)-P(2)-Ru 115.3(2)
C(1 0)-P(2)-Ru 113.42(8)

-N(2)-Ru 178.0(5)
C(5)-N(1 )-Ru 121.3(3)
C(1)-N(1)-Ru 121.2(4)
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A natureza m-aceptora do NO* aumenta a doagao = através do ligante cloro
trans, e de acordo com o efeito estrutural trans a distancia Ru-Cl trans NO é mais
curta comparada as outras distancias Ru-Cl (MALECKI et al, 2005). O efeito trans do
ligante NO no complexo é representado na FIGURA 4.31.

Esse resultado é encontrado somente para o NO, sendo que nenhum ligante
analogo (N2, CO, RN,) apresenta o encurtamento trans. Os resultados podem ser
explicados simplificadamente considerando que o NO age como bom = receptor e
pobre ¢ doador e que preferencialmente sobre a competicdo entre NO e o ligante L
trans pelos mesmos orbitais existe mutuo fortalecimento quando L é um bom ¢
doador e ndo w receptor, como no caso o Cl (BOTTOMLEY, 1978). As distancias
Ru-NO e Ru-trans-Cl ficam mais curtas, o que tem sido descrito na literatura como
efeito trans inverso (COE & GLENWRIGHT, 2000).

encurtamento da
ligagao trans

— —p
= doagao o = doagao ®
— —> 4

FIGURA 4.31: Representacao simplificada de orbitais para complexos contendo o
ligante nitrosil linear com ligante trans ¢ e © doador CI' (COE & GLENWRIGHT,
2000).

4.1.8 Ensaios de Citotoxicidade — Atividade Antitumoral

Para propésito de comparagao, outros compostos também foram avaliados
na linhagem celular MDA-MB-231 (cis-[RuCl>(NO)(BPA)] (HBPA = 2-hidroxibenzil-2-
piridilmetil)amina (LANZNASTER et al, 2004; HEINRICH et al, 2007), fac-
[RuCI3NO(dppf)] (VON POELHSITZ et al., 2007a), RuCI;NO.2H,0, e dppf e dppp
livres), e também foram dissolvidos em DMSO estéril. As estruturas dos complexos
cis-[RuCl>(NO)(BPA)] e fac-[RuCIsNO(dppf)] estdo representadas na FIGURA 4.32.
As células foram expostas ao complexo por um periodo de 24 ou 48 horas. Solugao
de MTT (0,5 mg.mL™") foi adicionada as culturas de células e incubadas por um
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periodo de 3 horas. Depois disso, 100 uL de isopropanol foi adicionado para

dissolver os cristais formazan.

@\/CH2 PE
ONu.. | . NS on
CI/Rlu\O 2 @/ I \Cl
b oo
@ (b)

FIGURA 4.32: Estrutura dos complexos cis[RuCl(NO)(BPA)] (a) (LANZNASTER et
al., 2004; HEINRICH et al., 2007) e fac-[RuCIsNO(dppf)] (b) (VON POELHSITZ et al.,
2007a).

A escolha da linhagem MDA-MB-231 deveu-se a baixa atividade da
cisplatina neste tipo de cancer, assim buscamos compostos que possam ser ativos
nos tipos de cancer nos quais a cisplatina € pouco Util como quimioterapico.

As porcentagens de viabilidade celular foram calculadas dividindo a
absorbancia média das células tratadas com o complexo de ruténio por aquela do
controle; % de viabilidade celular vs concentracdo da droga (escala logaritmica) foi
plotada para determinar o 1Csy (concentragdo de droga a qual 50% das células sao
viaveis relativas ao controle), com seu erro derivado calculado da média de trés
experimentos.

As células foram expostas aos novos compostos por um periodo de 24 ou 48
horas para permitir que o composto pudesse alcancar o DNA ou outro objetivo
biol6gico desconhecido. Os complexos de [1]-[3], cis-[RuCl>(NO)(BPA)] (HBPA=2-
hidroxibenzil-2-piridilmetillJamina e fac-[RuCIsNO(dppf)] foram testados, e para
proposito de comparacao, a citotoxicidade da cisplatina foi avaliada sob as mesmas
condigbes experimentais. Os valores de ICsy, calculados das curvas de dose-
sobrevivéncia obtidas ap6s 24 ou 48 horas de tratamento com droga de ensaio MTT,
sao mostrados na TABELA 4.11.
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TABELA 4.11: Valores de ICsp na linhagem celular MDA-MB-231 de nitrosil
complexos de ruténio, cisplatina, e ligantes dppp e dppf, medidos em solucao de
DMSO.

Complex I1C50 (M)
cis-[RuCl(NO)(dppp)(py)]PFs* 21+15
cis-[RuCl,(NO)(dppp)(4-Mepy)]PF¢? 74+37
cis-[RuCl,(NO)(dppp)(4-Phpy)]PF¢? 71426
fac-[RUCI(NO)(dppf)]° 10+ 3"
cis-[RUCI,(NO)(BPA)° 87 + 23

RuCI;sNO.2H,0°¢ > 200"

dppp° > 200"

dppf ® 97 + 8*

Cisplatina 63 + 5"

2 este trabalho; ® VON POELHSITZ et al, 2007a; ® concentragdo maxima utilizada =
200 pM.
24 horas; * 48 horas.

O RuCIsNO.2H,O mostrou-se inativo na linhagem celular utilizada (ICsp >
200 uM). Entretanto, o ligante dppf apresentou alguma atividade, ainda que baixa. O
valor de ICsp encontrado foi de 97 + 8 uM, aproximadamente dez vezes maior que o
encontrado para o complexo fac-[RuCl3;(NO)(dppf)]. Comparado com a cisplatina,
farmaco de referéncia, o complexo fac-[RuCl3(NO)(dppf)] é cerca de seis vezes mais
ativo, indicando sua potencialidade como agente antitumoral. A FIGURA 4.33
apresenta os graficos representativos de viabilidade celular para esses complexos.
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FIGURA 4.33: Viabilidade celular determinada pelo ensaio de MTT. (a)
RuCl3(NO).2H.0; (b) dppf livre; (¢) fac-[RuCl3(NO)(dppf)]; (d) cisplatina. Linhagem
celular MDA-MB-231.

Considerando a falta de atividade do precursor RuCIsNO.2H,O parece

razoavel sugerir que a atividade deste complexo se deve a presenca da dppf em sua

estrutura, sendo esta o real agente citotoxico e tendo a atividade aumentada quando

coordenada a unidade “RuCI3NO”. O complexo cis-[RuCly(NO)(BPA)] apresentou

uma atividade moderada (FIGURA 4.34). Nota-se para este composto que uma

atividade significativa é observada acima de 50 uM e o ICs, estimado fica em 87 + 23

uM. Como o complexo precursor RuCIzNO.2H,O ndo apresentou atividade até 200

uM, sugerimos que a atividade citotoxica observada possa estar relacionada a

presenca do ligante BPA.
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FIGURA 4.34: Viabilidade celular determinada pelo ensaio de MTT para o complexo
cis-[RuClz(NO)(BPA)] na linhagem celular MDA-MB-231.

Os novos complexos [1]-[3] mostraram uma boa atividade contra a linhagem
celular testada, e os valores de ICsy encontrados, proximos a 7 uM, sdo semelhantes
entre si, quando considerado o erro da medida envolvida no complexo em que L =
py. A FIGURA 4.35 mostra a viabilidade celular vs. concentracdo plotada para
complexo [2].
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FIGURA 4.35. Viabilidade celular vs. concentracao do complexo [2], com barras de
erros representando 95% do limite de confiancga.

Interessantemente, estes valores de 1Csq estdo perto dos observados para o
complexo fac-[RuCl3(NO)(dppf)] (ICso = 10 £ 3 uM) e muito menor que o valor de I1Csg
encontrado para o cis-[RuCIlo(NO)(BPA)] (87 £ 23 uM) recentemente estudado em

nosso grupo (BATISTA et al, 1997). Comparado com a cisplatina (metalodroga de
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referéncia) os nitrosilos complexos contendo fosfinas sao de trés a nove vezes mais
ativos na linhagem celular MDA-MB-231, indicando sua potencialidade como um
agente antitumoral. Vale mencionar que o fac-[RuCl3;(NO)(dppf)] que contém o
ligante dppf em sua estrutura também é mais ativo que o complexo com o ligante
BPA sem fosfina.

A dppp livre mostrou baixa atividade na linhagem celular MDA-MB-231. O
complexo fac-[RuCl3(NO)(dppp)], do qual os novos derivados [1]-[3] foram obtidos,
mostrou problemas de solubilidade durante os ensaios biolégicos de maneira que
nao foi possivel a estimativa do valor de ICs,. Porém o complexo semelhante fac-
[RuCl3(NO)(dppf)] mostrou um valor de ICsq de 10 £ 3 uM na mesma linha celular em
um periodo de 48 horas. Comparando este valor com aquele determinado para os
novos complexos, encontramos valores bem similares. Esse fato, de um modo geral,
indica que os novos complexos catidnicos, formados apds a substituicdo de cloreto
do precursor, podem possuir um mecanismo diferente de acdo comparado com o
mecanismo do precursor, jA que os valores de ICsy continuam baixos. Esta
informacao também pode sugerir que os ligantes fosfinicos (no caso a dppp € a
dppf) podem realmente ser as espécies citotdxicas efetivas.

Varios trabalhos acerca dos mecanismos de acdo dos complexos metalicos
tém sido realizados, pois através desses conhecimentos novos complexos com
especificas configuracées, que podem ser ativos em determinadas linhagens
celulares, podem ser sintetizados. Entre estes trabalhos destacam-se os estudos
relativos a estrutura-atividade de alguns complexos (GROESSL et al, 2007; HOTZE
et al, 2004; WANG et al, 2005).

Ja é conhecido que ligantes fosfinicos apresentam boas atividades em
algumas linhagens de células tumorais e que sua complexacdo a metais de
transicdo aumenta sua atividade (BERNERS-PRICE, 1987a; BERNERS-PRICE,
1987b). Como ja discutido em alguns trabalhos, e apontado por Queiroz em uma
revisdo publicada em 1996, a presenca de grupos fenil substituidos na fosfina
aumenta sua lipofilicidade, o que parece ser responsavel pela maior citotoxicidade
de complexos fosfinicos na medida em que confere aos mesmos a condicao
necessaria para a penetragdo na membrana celular, que é de natureza lipoprotéica
(QUEIROZ & BATISTA, 1996).

Além da presencga da fosfina em nossos complexos, o NO pode ter também
um papel importante, pois através de sua reducao em meio biol6gico 0 mesmo pode
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sair da esfera de coordenacdo do metal gerando um sitio vago através do qual o
complexo pode se ligar a proteinas, por exemplo, albumina ou transferrina que estao
presentes no sangue e, no caso da transferrina, pode ser responsavel pelo
transporte e entrada do complexo nas células (CLARKE, 2002). Neste sentido o
papel do ruténio seria o de carreador da fosfina até a célula tumoral e sua labilidade
intracelular seria responsavel pela atividade antitumoral de nossos complexos.

Os resultados encontrados para estes novos compostos de [1]-[3] sdo muito
promissores, uma vez que esse sistema apresenta possibilidade de troca de ligantes
L na posicao trans ao P em busca da otimizag&o dos resultados de citotoxicidade.

4.2 COMPLEXOS DE FORMULA GERAL [RuCI(NO)(dppb)(N-
N)]I(Cl104)2, N-N = bipy, Me-bipy, MeO-bipy, Cl-bipy e fen

4.21 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN)

Os espectros de RMN *'P{'H} dos complexos sintetizados também
apresentaram padrao AX (vi - vo| >> Ji2), correspondendo a observacdo de dois
dubletos no espectro (GUNTHER, 1996), indicando a nao equivaléncia dos atomos
de fosforos, sendo os deslocamentos quimicos praticamente insensiveis a variagao
dos ligantes N-heterociclicos. Os espectros obtidos sdo mostrados na FIGURA 4.36.

O complexo precursor [RuCly(dppb)(bipy)], apresenta na RMN de *'P{'H}
dois dubletos em 42.0 e 31.0 ppm (QUEIROZ et al., 1998). Comparando-se 0s
valores de deslocamento quimico dos novos complexos com o valor do precursor,

observa-se uma maior protecao dos atomos de fosforo.

2+
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FIGURA 4.36: Espectros de RMN de *'P{"H} dos complexos de férmula geral cis-
[RUCI(NO)(dppb)(N-N)](ClO4)2. em CHxCl>. (a) N-N = bipy; (b) N-N = Me-bipy;
(c) N-N = Meo-bipy; (d) N-N = Cl-bipy; (e) N-N = fen.

Pode-se justificar a protecdo dos atomos de fésforo dos complexos de
formula geral cis-[RUCI(NO)(dppb)(N-N)](CIO4)2 em relagdo aos dubletos do
precursor, considerando que o efeito eletrdnico seja predominante, devido a maior
habilidade aceptora do grupo NO em relagéo ao cloreto do precursor. Isso ocorre,
pois apds a troca de um cloreto pelo grupo NO, o metal diminui a retrodoacao com o
fésforo trans a NO, devido o fato deste grupo ser forte aceptor © e competir com o
fosforo pelos elétrons do Ru. Isto leva a diminuigdo da densidade eletrénica sobre o
fésforo, deixando-o mais protegido.

Contudo, sao possiveis dois isdbmeros dos complexos [4]-[8] para fésforos
nao equivalentes, conforme FIGURA 4.37.

2+ 2+
N N
CP. ...... | LN CP. ...... | N
P~ |U\No P~ |
cl NO

FIGURA 4.37: Possiveis isdmeros de formula
molecular cis-[RuUCI(NO)(dppb)(N-N)J**.
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Para determinar qual dos isébmeros (I ou ll) corresponde aos complexos
sintetizados, e para uma atribuicdo inequivoca dos deslocamentos quimicos, o
composto cis-[RuCI(**NO)(dppb)(bipy)](ClO4). foi isolado. O mesmo procedimento foi
feito em nosso laboratério para a atribuicdo dos fésforos do composto cis-
[RuCI(NO)(dcpe)(bipy)](PFe)2. O espectro obtido é mostrado na FIGURA 4.38.

2+

Deslocamento (ppm)

FIGURA 4.38: Espectro de RMN *'P{"H} do complexo cis-
[RUCI(**NO)(dppb)(bipy)](CIOs)> em CHCl.

O complexo com a geometria | apresenta o NO frans ao P o0 que levaria a
uma alteragdo da multiplicidade do sinal, que passaria a um duplo dubleto devido ao
acoplamento de um fésforo com o outro e com o "°N. Na estrutura Il ambos os
fosforos estao cis ao NO, de tal maneira que ambos sentiriam o mesmo efeito deste
ligante, porém devido ao pequeno valor da constante de acoplamento cis, existe a
possibilidade de ndo serem observadas alteragées na multiplicidade.

Pode-se observar que apenas o sinal mais protegido teve a multiplicidade
alterada passando de dubleto para duplo dubleto, mostrando que o NO esta
posicionado trans ao P, o que confirma a geometria | como a correta. O valor da
constante de acoplamento 2Jsp.1sn foi determinado como sendo 64.8 Hz, um valor
tipico para acoplamento de fosforo trans posicionado a nitrogénio (CARLTON &
WEBER, 1996). Os valores de deslocamentos quimicos para esta série estdo
apresentados na TABELA 4.10.
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TABELA 4.12: Valores de deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento
para a série cis-[RuCI(NO)(dppb)(N-N)](CIO4). e valores de pKa para as bipiridinas

livres.
cis-[FluCI('\ll\l);zz(dppb)(N- 5Pa(ppm) & Ps (ppm) 2Jpp (H2) pKach:ls"I‘iI?:sntes
N-N = bipy 28.8 14.9 32.4 4,44
N-N = Me-bipy 29.1 15.3 34.8 4,92
N-N = MeO-bipy 28.9 15.5 34.0 5,74
N-N = Cl-bipy 31.2 14.7 33.2 2,61
N-N = fen 31.4 14.6 33.2 4,86

E interessante comparar os deslocamentos quimicos dos fésforos nos
complexos desta série com o encontrado para o mer-[RuCl3;(NO)(dppb)] (13,6 e 10,1
ppm) que também apresenta NO trans ao P (VON POELHSITZ, 2005). A primeira
observacao € que ambos os dubletos sdo mais protegidos no mer-[RuCls(NO)(dppb)]
0 que, novamente, deve ser reflexo de uma esfera de coordenagcdo mais doadora
neste complexo e por conseqiéncia os fésforos doam menos densidade eletrdnica
ficando mais protegidos.

Este fato torna-se mais evidente ao se verificar que o Pg trans NO se
apresenta cerca de 5,0 ppm deslocado para campo alto (protegido) no mer-
[RuCl3(NO)(dppb)] do que nos compostos da série cis-[RuCI(NO)(dppb)(N-N)J**, uma
vez que a acidez = do NO pode ser satisfeita com a densidade eletrénica do Ru,
devido aos trés atomos de Cl, enquanto no caso do cis-[RuCI(NO)(dppb)(N-N)J** o
fésforo acaba doando densidade eletrénica para compensar a acidez do NO, se
aproximando mais do Ru, tornando-se menos protegido (VON POELHSITZ, 2005).

Observando-se os espectros de RMN *'P{'H} das FIGURA 4.36 e FIGURA
4.38 nota-se claramente uma diferenca de intensidade e da largura da linha de base
entre os dubletos. Os sinais do P trans NO sao para todos os casos menos intensos
e mais largos que os P trans N das bipiridinas. Esta caracteristica deve estar
relacionada a maior mobilidade do ligante NO em relagcdo ao N das bipiridinas que
leva a uma variagdo da densidade eletrénica sobre o P aumentando a faixa de

deslocamento quimico do mesmo (diminuicdo de intensidade e alargamento do
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sinal). Evidéncias para isto foram obtidas por DE ARAUJO (2002) para 0 composto
mer-[RuCl3(NO)(diop)], cujo espectro é semelhante aos dos compostos desta série.
Realizando-se experimentos & baixa temperatura (até -27°C), observou-se aumento
da intensidade do dubleto correspondente ao fosforo trans NO, chegando a se
igualar ao sinal do fésforo trans N das bipiridinas (FIGURA 4.39), ou seja, a
temperatura mais baixa mantém o NO mais fixo levando ao estreitamento do sinal.

0,
Py=29 ppm 25°C

| Pg = -4.8 ppm
|

I
M,
T

FIGURA 4.39: Espectros de RMN *'P{'"H} do mer-[RuCl3(NO)(diop)] em
CDCl;z a 25 e -27°C (DE ARAUJO, 2002).

Para estes complexos tentou-se correlacionar os valores de pKa dos ligantes
N-heterociclicos com os deslocamentos quimicos de *'P{'"H} do &tomo de fésforo
trans ao nitrogénio das bipiridinas (Pg), como mostra a FIGURA 4.40. Os valores de
pKa’s dos ligantes bipiridinicos utilizados encontram-se na TABELA 4.10.

L]
MeO-bipy

pKa dos ligantes N-heterociclicos

T T T T T T T T T T
31,5 31,0 30,5 30,0 29,5 29,0 28,5

3 (ppm) para Py

FIGURA 4.40: Correlagao entre os valores de pKa dos ligantes N-heterociclicos vs.
deslocamento quimico do Pg para os complexos de [4] a [7].
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Através da FIGURA 4.40 pode ser observada certa variacdo no
deslocamento quimico de acordo com a variacdo da basicidade dos ligantes
bipiridinicos, ou seja, quanto mais basico o ligante N-heterociclico (mais doador) o
deslocamento quimico do fésforo frans a ele encontra-se em campo mais alto
(atomo de fosforo mais blindado). Isto explica novamente o fato de haver uma esfera
de coordenacdo mais doadora no complexo com o ligante mais basico e por
consequéncia o fésforo doa menos densidade eletronica ficando mais protegidos. O
complexo com o ligante 1,10-fenantrolina ndo foi mencionado porque sua estrutura
se difere das correlacionadas, ndo podendo-se fazer uma relagdo direta com os

outros complexos.

4211 Reatividade do complexo cis-[RuCI(NO)(dppb)(Me-bipy)](ClO,),:
Labilidade do grupo NO*.

Considerando que o o6xido nitrico € essencial em muitos processos
fisioldégicos, sua natureza radicalar e alta reatividade podem levar a formacao de
varios derivativos em meio bioldgico, por isto o estudo mecanistico da formagéao e
quebra da ligacao M-NO sao importantes na elucidagao da quimica in vivo do NO. A
reatividade do complexo cis-[RuCI(NO)(dppb)(Me-bipy)](ClO,). foi entdo avaliada
frente ao ligante piridina, em metanol, sendo isolado o composto correspondente cis-
[RuCl(dppb)(Me-bipy)(py)]CIOa.

Solubilizou-se o composto [5] em metanol previamente deaerado e
adicionou-se excesso de piridina. A solugdo mudou de cor instantaneamente,
passando de amarela para laranja. Os deslocamentos quimicos nos espectros de
RMN de *'P{'H} que anteriormente apresentavam-se em 29,1 e 15,3 ppm (3Jp.p =
34,8 Hz) passaram para 39,1 e 38,3 ppm (3Jp.p 35,6 Hz) apds a adicdo da piridina,
como mostra a FIGURA 4.41.
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FIGURA 4.41: Espectro de RMN ®'P{'H} para o composto cis-[RuCl(dppb)(Me-
bipy)(py)]CIO4 em CHxCl>.

Em alguns sistemas, mais especificamente onde dois atomos de fosforo
estdo trans a ligantes diferentes, porém similares, um singleto pode ser observado
nos espectros de RMN *'P{'H}, o que se descreve na literatura como resultado de
uma “degenerescéncia acidental” (JAMES et al., 2001; VALLE et al., 2008).

O tempo de relaxacao de spin de compostos de fosforo varia amplamente e
podem ser fortemente dependentes dos solventes (efeito de solvatacdo ou
viscosidade destes) e da temperatura. A constante de acoplamento spin-spin de
fosfinas pode também variar com a temperatura, usualmente devido a alteragcdes no
efeito rotacional sobre a ligacao do fésforo. Varios fatores estdo relacionados a
multiplicidade em um espectro de fésforo como a temperatura, angulo diedro, angulo
de cone, solvente, etc. (VERKADE & QUIN, 1987; VALLE et al., 2008).

Muitas espécies organometalicas apresentam menos sinais de ressonancias
na RMN do que seria predito para suas estruturas estaticas. Isto normalmente ocorre
porque as moléculas ndo séo rigidas, e 0s nucleos envolvidos sao trocados a uma
taxa mais rapida que a escala de tempo da RMN (CRABTREE, 2005).

As vezes a troca acontece a uma taxa que é comparavel com a escala de
tempo da RMN. Quando isto acontece, normalmente podemos reduzir a velocidade
da troca esfriando a amostra, até que vemos o espectro estatico; isto € chamado de
limite de baixa-temperatura. Por outro lado, se aquecermos a amostra, a taxa de
troca pode subir a extensdo que o espectro médio é completamente observado,
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chamado de limite de alta-temperatura. Entre este dois extremos, sdo vistos
normalmente como sinais de ressonancias alargados (CRABTREE, 2005).

Por exemplo, se aquecermos a amostra, 0s sinais se tornam cada vez mais
alargados, e aumentam até que os dois picos se fundem (coalescem). Isto acontece
porque a troca é agora muito mais rapida que a escala de tempo da RMN e s6 uma
ressonancia media € vista. Ao resfriar a amostra, as mesmas mudangas ocorrem ao
contrario, um processo conhecido como decoalescencia (CRABTREE, 2005; VALLE
et al., 2008).

Observagdes similares foram feitas por VALLE, em 2005, em trabalho de
mestrado em nosso grupo, onde foi feita a troca de um cloreto do composto cis-
[RuCly(dppb)(bipy)] por diferentes ligantes L, gerando os composto da série cis-
[RuCl(dppb)(bipy)(L)]PFs, onde L = py, 4-Mepy, 4-Phpy, 4-Vnpy, 4-aminopy ou 4-
toupy (VALLE et al.,, 2008). Alguns destes compostos também apresentaram uma
coalescéncia dos dubletos em temperatura ambiente e/ou solventes diferentes.

Neste sentido experimentos de RMN a diferentes temperaturas e diferentes
solventes foram efetuados, onde o composto cis-[RuCl(dppb)(bipy)(4-Mepy)]PFs em
CH,CI, apresentou um singleto a 20°C e com variacdo da temperatura para 0, 10, 30
e 35°C este singleto de desdobrou em 2 dubletos (FIGURA 4.42(a)). Esse mesmo
composto a 20°C, mas em CDCI; apresentou 2 dubletos no espectro de RMN
¥1P{'H}, que coalesceram ao diminuir a temperatura a 10°C (FIGURA 4.42(b))
(VALLE et al., 2008)

(@) | (b) |
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10°C
e 0C

0 38, 6 384 2 380 378 37,
Deslocamento quimico (ppm)
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) 385 380 375 370 365
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FIGURA 4.42: Espectros de RMN *'P{'H} com variacéo de temperatura do
complexo cis-[RuCl(dppb)(bipy)(4-Me-py)]PFes em CD-Cl. (a)
e em CDClI3 (b) (VALLE et al., 2008).
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42.1.2 Reatividade do complexo cis-[RuCI(NO)(dppb)(bipy)](ClO4)2:
Labilidade do CI.

Considerando que compostos contendo em suas estruturas bifosfina, NO,
bipiridina e porfirina seriam muito interessantes, tentou-se fazer a troca do 4&tomo de
cloro do complexo cis-[RuCI(NO)(dppb)(bipy)](ClO4). pela porfirina, sendo que esta
Ultima encontra-se na janela terapéutica, o que possibilitaria a utilizacdo destes
compostos em terapia fotodinamica.

A labilidade do atomo de Cl do complexo cis-[RuCI(NO)(dppb)(bipy)](CIO4)2
foi avaliada primeiramente frente ao ligante piridina, que é muito semelhante aos
anéis piridinicos da porfirina, em metanol utilizando-se AgClO4, sendo isolado o
composto correspondente cis-[RuCl(dppb)(bipy)(py)]CIOs4.

No escuro, solubilizou-se o composto [4] em metanol previamente deaerado
e adicionou-se AgCIO4 em quantidade estequiométrica. Apds aproximadamente 1
hora, adicionou-se quantidade estequiométrica de piridina. Os deslocamentos
quimicos no RMN de *'P{'H} que anteriormente apresentavam-se em 28,8 e 14,9
ppm passaram para 27,3 e 19,1 ppm ap6s a adicdo da piridina, como mostra a
FIGURA 4.43.

2+ +

Pu. | .uN MeOH / AgCIO, <P. ...... | N
<|:>/R|U\No + piridina P~ | NO
Cl py

r— 1 1. 1.~ 1 111 11T 1 "1
34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 1z

Deslocamento quimico (ppm)

FIGURA 4.43: Espectro de RMN *'P{"H} do complexo cis-
[Ru(NO)(dppb)(bipy)(py)](ClO4); em CHCl..
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Apb6s a troca do atomo de CI por piridina, tentou-se fazer o mesmo com

porfirina, utilizando-se o0 mesmo procedimento. O espectro obtido esta representado

na FIGURA 4.44.

2+

<P ..... | N MeOH / AgCIO,
A
P~ | NO + TPyP
Cl
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
32 30 28 26 24 2 20 18 16 14 12 AC

Deslocamento quimico (ppm)

FIGURA 4.44: Espectro de RMN *'P{'H} do complexo
[Ru(NO)(dppb)(bipy)(TPyP)](ClO4)s em CHzCl,.

12+

Os espectros indicam a troca do atomo de Cl pela piridina e pela porfirina,

sendo que os compostos necessitam de uma purificacdao, bem como melhoramento

da rota sintética.
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4.2.2 Espectroscopia de Absorcao na Regiao do Infravermelho
(V)

Os espectros de absorcao na regido do IV dos complexos sintetizados
apresentaram modos vibracionais consistentes com as estruturas propostas, e foram
obtidos na regido entre 4000 - 200 cm™. A maioria dos modos vibracionais dos
compostos em estudo surge dos anéis aromaticos das bifosfinas (WHIFFEN, 1956;
NAKAMOTO, 1997; VON POELHSITZ, 2005).

Os espectros (em pastilhas de KBr) dos complexos sintetizados
apresentaram-se bastante semelhantes entre si (FIGURA 4.45). Para melhor
visualizagdo o espectro é apresentado na regido de 2000-200 cm™', ja que acima de
2000 cm™ aparecem apenas bandas referentes aos estiramentos dos grupos CH
aromaticos e alifaticos e CHa.
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FIGURA 4.45: Espectros no |V dos complexos de formula geral cis-
[RUCI(NO)(dppb)(N-N)](CIO4). em pastilhas de KBr. (a) N-N = bipy; (b) N-N = Me-
bipy; (¢) N-N = Meo-bipy; (d) N-N = Cl-bipy; (e) N-N = fen.

A presenga do grupo NO coordenado ao ruténio foi confirmada pela
observacdo de uma banda de intensidade forte em torno de 1892 cm™. E
interessante destacar que no mer-[RuCl3(NO)(dppb)], que apresenta o NO trans ao
P, o valor de VNO é 1868 cm™ (VON POELHSITZ, 2005). Para entender esta
significativa diferenga é necessario considerar os outros ligantes da esfera de
coordenacao. No caso do mer-[RuCl;(NO)(dppb)] em relagcdo aos complexos da
série cis-[RUCI(NO)(dppb)(N-N)]?*, a presenca de dois cloretos adicionais é o
principal fator para a baixa freqiéncia do vNO. Os cloretos adicionais do composto
mer-[RuCls(NO)(dppb)] deixam o Ru mais rico em elétrons, fazendo entdo maior
retrodoacao para o NO, o que diminui a freqiéncia de vNO. Outro fator colabora
para a maior freqiiéncia de vNO nos complexos cis-[RuCI(NO)(dppb)(N-N)]?*, como
a acidez m dos ligantes N-heterociclicos (VON POELHSITZ, 2005).

Com excecao de freqUéncias caracteristicas, como de alguns grupos
substituintes (NO), as atribuicbes sao aproximadas e muitas vezes complicadas de
se fazer. Isto ocorre devido os modos vibracionais ndo serem puros, mas tratarem
de uma mistura de estiramentos e deformagdes. Na TABELA 4.11 sdo apresentadas
os principais modos vibracionais dos espectros de IV para os complexos de [4] a [8]
(COOK et al., 1984; PAVIA et al., 1996; SILVERSTEIN et al., 1987; COLTHUP et al.,
1990).
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TABELA 4.13: Principais modos vibracionais para a série cis-[RuCI(NO)(dppb)(N-
N)](CIOs)2.

Modos vibracionais bipy Me-bipy MeO-bipy Cl-bipy fen

Vs (C-H). (f) 3055 3053 3052 3051 3055

vs (C-H).i (f) 2925 2924 2926 2924 2925

v NO (F) 1892 1892 1890 1898 1892

v C=N (f) 1600 1618 1615 1599 1630

Vas (C = C) (m) 1435 1434 1435 1434 1434

v P-C; v ClO, (wag) 1090 1089 1090 1089 1090
8 (C-H)ar (M) 745 745 744 744 746
4 (C-H) (m) 696 696 696 697 697
6P-C(¢) (m) 513 516 510 515 513
vRu-Cl (f) 304 297 308 304 307

F = muito forte; m = média; f = fraca; v - designa uma vibracao de estiramento; 9§ -
designa uma vibragao de deformacéo; y - designa uma vibracao de deformagéo fora
do plano; B - designa uma vibra¢ao de deformagéo no plano.

Para os complexos de [4] a [7], onde foi feita a variacdo dos ligantes
bipiridinicos, fez-se uma correlagao dos valores de pKa dos ligantes N-heterociclicos
vs. v NO (FIGURA 4.46), com o intuito de avaliar a influéncia destes ligantes mesmo
nao estando trans ao NO.
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FIGURA 4.46: Correlacao entre os valores de pKa dos ligantes N-heterociclicos vs. v

NO para os complexos de [4] a [7].

A FIGURA 4.46 mostra que com o aumento da basicidade do ligante N-
heterociclico ha uma diminuicdo da energia de estiramento do NO, pois quanto mais
doador (mais basico) é o ligante, mais rico em elétrons fica o centro metalico, e
consequentemente maior densidade eletronica no grupo NO* Este comportamento é
esperado devido a habilidade do ruténio, através da retrodoacéo, de enfraquecer a
ligacdo N-O, mesmo este estando cis ao ligante N-heterociclico.

4.2.3 Medidas de Condutividade Molar

As medidas de condutividade molar (A) foram efetuadas utilizando-se
concentragdes da ordem de 1,0 x 10° mol.L™", em acetona, a 25° C, e os valores
estdo apresentados na TABELA 4.12. Estes valores indicam que houve dissociagao
de um cloreto dos complexos, gerando espécie ibnica, na propor¢cao de 1:2 da
esfera de coordenacado e do contra ion ClO4 para as solugbes dos compostos em
questdo. A faixa aceita para eletrélitos 1:2 em acetona & 25°C é 122 — 335 uS.cm’
(GEARY, 1971), de acordo com tabela de intervalo de condutancias molares de
eletrélitos estudada por VELHO, R. G. em trabalho de mestrado, orientado pelo Prof.
Dr. Alzir Azevedo Batista. Esses valores indicam que houve a troca de dois atomos
de cloro, o que é consistente com as estruturas propostas.
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TABELA 4.14: Valores de condutividade molar para os compostos de férmula geral
cis-[RuCI(NO)(dppb)(N-N)](CIO,)..

Composto A (uS.cm™)
cis-[RuCI(NO)(dppb)(bipy)](ClO,), 149,7
cis-[RUCI(NO) (dppb) (Me-bipy)](CIOx)s 122,6
cis-[RuCI(NO)(dppb)(MeO-bipy)](CIO.), 153,2
cis-[RuCI(NO)(dppb)(Cl-bipy)](ClO4)» 160,1
cis-[RuCI(NO)(dppb)(fen)](ClO,) 164,7

4.2.4 Analise Elementar

Os resultados das andlises dos teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e
enxofre dos compostos de [4] a [8], mostrados na TABELA 4.15, fornecem uma

indicagcéo de suas férmulas moleculares.

TABELA 4.15: Dados micro analiticos dos compostos de féormula geral cis-
[RuCI(NO)(dppb)(N-N)](ClO4)e.

Composto %C (calc) %H (calc) %N (calc)
[4] - C3sH3sN3Cl309P2RU.72CH3CN. V2CeHy4 50,97 (49,86) 4,40 (4,43) 4,83 (4,85)
[5] - CaoHaoN3ClsOgP,RU.V2CH3CN. ¥2CeH;s 53,88 (50,83) 4,96 (4,70) 4,50 (4,71)
[6] — CaoHaoN3ClsO11PoRU.%2CH3CN. %:CeHis 50,95 (49,31) 4,62 (4,56) 4,56 (4,57)
[7] - C3sH34NsClsOsP>RuU.%2CH5CN. 2CeHys 48,24 (46,68) 4,29 (3,96) 5,07 (4,54)
[8] — CuoH3sN3Cls0sPsRU.V2CHSCN. V2CeH1s 53,15 (51,03) 4,42 (4,33) 4,64 (4,73)

Como se observa através dos dados da TABELA 4.15, todos os compostos
apresentam aproximadamente a mesma porcentagem de erro, sendo que todos
parecem ser mais “leves” (menor peso molecular) do que as férmulas propostas.
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Na tentativa de se averiguar o motivo desse erro, novas conformagdes foram
propostas adicionando moléculas de solventes, supondo que o composto poderia
estar solvatado. Os novos valores encontram-se mais proximos dos obtidos
experimentalmente, indicando entdo a possibilidade da presenca de solventes

solvatando a molécula.

4.2.5 Espectrometria de Massas (ESI-MS)

A espectrometria de massas (ESI-MS — modo positivo) foi uma importante
ferramenta para a confirmagdo da composicdo da esfera de coordenacdo. Os
espectros de massas obtidos apresentam como caracteristica o pico do ion
molecular, que carrega a “impressao digital” do Ru devido aos varios picos m/z
adjacentes correspondentes a distribuicao isotdpica deste metal (VON POELHSITZ,
2005).

O espectro de massas do complexo cis-[RuCI(NO)(dppb)(Me-bipy)]** - [51,
mostrado na FIGURA 4.47, apresenta o pico base com m/z = 747,9, propondo-se a
estrutura correspondente a espécie sem NO [Ru''Cl(dppb)(Me-bipy)]* (P.M. teérico =
747,24 g.mol™). Nas condigbes experimentais utilizadas nao se observaram

fragmentagdes significativas para este complexo.
_ H3C -1+

Complexo_01_Camilla_01 45 (0.985) Sm (Mn, 3x0.75); Cm (36:50-(8:29+67:74))
100+ 747.9

1: Scan ES+
3.28e5

775 718 785 790 795

FIGURA 4.47: Espectro de massas do cis-[RuCI(NO)(dppb)(Me-bipy)]** em
CHxCl,. m/z= 727 a 800.

A distribuicao isotépica experimental foi comparada com a teoérica, fazendo-
se entdo os espectros simulados sem e com o grupo NO (FIGURA 4.48). O espectro
simulado sem o grupo NO apresenta o pico base com m/z = 747,1, apresentando
grande semelhangca com o espectro experimental (m/z = 747,9), confirmando a
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estrutura proposta correspondente a espécie [Ru"Cl(dppb)(Me-bipy)]* (P.M. tedrico =
747,24 g.mol™). O espectro simulado com o grupo NO apresenta o pico base com
m/z = 777,1, confirmando a estrutura proposta do cis-|[RuCI(NO)(dppb)(Me-bipy)]**
(P.M. teérico = 777,25 g.mol”). Pode-se observar também que essas linhas
aparecem no espectro experimental, mesmo que com baixa intensidade, como
demarcado através de um circulo vermelho na FIGURA 4.47.

Complexo_01_Camilla_01 {0.047) Cu (0.50); Is (1.00,1.00) C40H40CIP2N2Ru 1: Scan ES+
747.1 2.26e12
1004
+
N/_\ (a)
. <P | N
u
P~ | ™~
Cl
0
777.1
2+ 779.1
N 776.1 (b)
N
= <P---..,. | ,,,,,,, N «— 775,1
u 780.1
U 7741 1z
P | NO _781.1
Cl 771.1 7821
0 T T ; T ; ; T r r T T r T T m/z

730 735 740 745 750 755 760 765 770 775 780 785 790 795

FIGURA 4.48: Espectros de massas simulados. (a) [RuCl(dppb)(Me-bipy)]*;
(b) cis-[RuCI(NO)(dppb)(Me-bipy)]**. m/z = 727 a 800.

O espectro de massas do complexo cis-[RuCI(NO)(dppb)(MeO-bipy)]** - [6],
mostrado na FIGURA 4.49, apresenta o pico base com m/z = 779,9, propondo-se
também a estrutura correspondente a espécie sem NO [Ru"Cl(dppb)(MeO-bipy)]*
(P.M. teérico = 779,24 g.mol™"). Entretanto, para este complexo, nas condigcbes
experimentais utilizadas, além do pico base, foi observado o pico iénico com m/2z =
405,1 (FIGURA 4.50). E possivel ver este pico principalmente porque esta molécula
ja € um ion com duas cargas positivas, correspondendo ao complexo bicarregado
cis-[RuCI(NO)(dppb)(MeO-bipy)I** (P.M. = 809,25 g.mol™") (VON POELHSITZ, 2005).
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Complexo_02_Camilla_01 45 (0.985) Sm (Mn, 3x0.75); Cm (35:57-10:24)
100- 779.9

1: Scan ES+
2.21e5

FIGURA 4.49: Espectro de massas do cis-[RuCI(NO)(dppb)(MeO-bipy)]?* em CH:Cl..
m/z =769 a 825.
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FIGURA 4.50: Espectro de massas do cis-[RuCI(NO)(dppb)(MeO-bipy)]?* em CHCl..
m/z =350 a 900.

Novamente a distribuicdo isotdpica experimental foi comparada com a
tedrica, fazendo-se o espectro simulado sem e com o grupo NO (FIGURA 4.51). O
espectro simulado sem o grupo NO apresenta o pico base com m/z = 779,1,
apresentando grande semelhanga com o espectro experimental (m/z = 779,9),
confirmando a estrutura proposta correspondente a espécie sem NO
[Ru"Cl(dppb)(MeO-bipy)]* (P.M. tedrico = 779,24 g.mol”). O espectro simulado com
o grupo NO apresenta o pico base com m/z = 809,1, confirmando a estrutura
proposta do cis-[RuCI(NO)(dppb)(MeO-bipy)]?* (P.M. tedrico = 809,25 g.mol™"). Pode-
se observar novamente que essas linhas aparecem no espectro experimental, ainda
com baixa intensidade, como demarcado através de um circulo vermelho na
FIGURA 4.49.
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FIGURA 4.51: Espectros de massas simulados. (a) [RuCl(dppb)(MeO-bipy)]";
(b) cis-[RuCI(NO)(dppb)(MeO-bipy)]?*. m/z = 769 a 825.
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os complexos das séries  cis-[RuUCl(NO)(dppp)(L)]" e cis-
[RUCI(NO)(dppb)(N-N)]** mostraram-se estaveis tanto no estado sélido quanto em
solucéo e a formacao de complexos catidnicos € uma abordagem interessante para
melhorar a solubilidade em solventes polares dos nitrosilos complexos fosfinicos.

A caracteristica marcante destes complexos é a presenca de dois dubletos
no espectro de RMN ®'P{'H}. Para a série cis-[RuClo(NO)(dppp)(L)]* o espectro de
RMN 3'P{'H} passa de um singleto do precursor fac-[RuCls(NO)(dppp)] para dois
dubletos, comprovando a ndo equivaléncia dos atomos de foésforos. A substituicao
do cloreto no precursor fac-[RuCl3(NO)(dppp)] merece ser explorada utilizando-se
outros ligantes, no sentido de modificar as caracteristicas eletrénicas do composto,
que pode influenciar na saida do NO.

Para a série cis-|[RUCI(NO)(dppb)(N-N)]?*, os dois dubletos no espectro de
RMN 3'P{'H} estdo mais protegidos comparados com os dubletos do precursor,
devido a habilidade aceptora do NO, o que diminui a retrodoacao do metal com o P,
diminuindo assim a densidade eletrbnica sobre 0 mesmo. Para assinalar qual
dubleto corresponde a cada fésforo foi obtido o complexo cis-
[RuCI(">NO)(dppb)(bipy)](PFs)2. A presenca do '"NO fez com que o dubleto em
campo mais alto se desdobrasse em um duplo dubleto, demonstrando que o sinal
em campo mais alto corresponde ao fosforo trans ao NO.

Considerando que o o6xido nitrico € essencial em muitos processos
fisiologicos e que devido a sua natureza radicalar e alta reatividade podem levar a
formacao de varios derivativos em meio biolégico, se fez necessério a verificagdo da
quebra da ligacao M-NO, que é importante na elucidacdao da quimica in vivo do NO,
podendo ser avaliados futuramente os efeitos do meio na formacédo e quebra da
ligacdo M-NO e sua subsequiente substituicdo. Apbés a adicdo de piridina ao
composto cis-[RuCI(NO)(dppb)(Me-bipy)](ClO4). houve a troca do NO por piridina,
comprovada por mudanca no espectro de RMN *'P{"H}.

Nos espectros de |V para ambas as séries, o0 vNO ocorre entre 1867 e 1898
cm’™’, mostrando que os complexos sdo do tipo {Ru'-NO*}. Este fato, junto com as
distancias N-O e o éangulo aproximadamente linear Ru-N-O observados nas
estruturas cristalinas resolvidas mostram que os complexos sdo mesmo do tipo {Ru'"-
NO*}.
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Os voltamogramas ciclicos da série cis-[RuClz(NO)(dppp)(L)]" sao
caracterizados por duas ondas irreversiveis entre -0.190 e -0.295 V e entre -0.688 e
-0.828 V respectivamente para as reducdo NO* — NO° e NO° — NO". Com relagao
ao precursor fac-[RuCl3(NO)(dppp)] € de nosso interesse utilizar ligantes
ambidentados, como por exemplo a pirazina, para se obter complexos binucleares.

A fim de verificar a influéncia da basicidade da bifosfina nas propriedades do
NO, para ambas as séries pode-se sintetiza-las variando-se as bifosfinas, para
verificagdo da influéncia desses ligantes na quimica do NO. Espera-se que o
aumento da basicidade da bifosfina resulte na diminuicdo da energia do estiramento
NO e que os potenciais de reducdo tornem-se mais negativos, pois o NO* estaria
mais rico em elétrons.

Para a série cis-[RuCl>(NO)(dppp)(L)]" também pode-se sintetizar compostos
utilizando ligantes piridinicos com diferentes pKa’s, como por exemplo a 4-
aminopiridina. Isso permitird obter uma boa correlacdo entre o vNO e os potenciais
de redugao do NO. Pode-se ainda efetuar uma eletrélise dos complexos da série 1 e
fazer um RMN 3'P{'H}, para verificar a formacéo de produtos sem o grupo NO, como
proposto ocorrer através da andlise dos voltamogramas ciclicos.

Os compostos da série cis-[RuUCI(NO)(dppb)(N-N)]** precisam ser purificados
e caracterizados ainda por voltametria ciclica, pulso diferencial, UV-vis, e RMN de 'H
e '3C, bem como atividade antitumoral.

Neste trabalho também foram avaliadas as potencialidades como agentes
antitumorais os complexos [1] a [3], os quais mostraram uma boa atividade contra a
linhagem celular testada, e os valores de ICso encontrados, proximos a 7 uM, sao
semelhantes entre si. Comparado com a cisplatina (metalodroga de referéncia) os
nitrosilos complexos contendo fosfinas sdo de trés a nove vezes mais ativos na
linhagem celular MDA-MB-231, indicando sua potencialidade como um agente
antitumoral.

Os valores de ICsy do composto fac-[RuCl3(NO)(dppf)] e dos complexos de
[1] a [3] s&o bem similares. Esse fato, de um modo geral, indica que 0s novos
complexos catiénicos, formados apds a substituicdo de cloreto do precursor, podem
possuir um mecanismo diferente de acdo comparado com 0 mecanismo do
precursor, ja que os valores de ICso continuam baixos. Esta informagdo também

sugere que os ligantes fosfinicos (no caso a dppp e a dppf) podem realmente ser as
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espécies citotdxicas efetivas, como proposto anteriormente (BERNERS-PRICE et al.,
1987a; BERNERS-PRICE et al., 1987b) e seus complexos sdo usados somente para
carregar estas moléculas aos objetivos biolégicos. Mas os resultados encontrados
para estes novos compostos sdo muito promissores, uma vez que esse sistema
apresenta possibilidade de troca de ligantes L na posicao trans ao P em busca da
otimizagéo dos resultados de citotoxicidade. Pode-se também efetuar os testes de
citotoxicidade com os ligantes N-heterociclicos livres, além de calcular a LDsy para
0s novos complexos obtidos. Esse calculo seria muito interessante ja que, mesmo
com valores de ICs, satisfatérios, se a LDsy for alta, os compostos podem ser
agentes antitumorais muito promissores.

Como sugestao para trabalhos futuros pode-se utilizar os compostos de
ambas as séries para a troca de Cl por porfirina. Esses compostos seriam muito
interessantes por conterem em suas estruturas bifosfina, NO, dependendo da série
bipiridina, e porfirina, sendo que esta ultima encontra-se na janela terapéutica, o que
possibilitaria a utilizacdo destes compostos em terapia fotodinamica. Ja foram feitos
alguns testes com rotas experimentais utilizando-se AgCIO, que necessitam de
melhoramentos, mas que indicaram a formacao do produto.

Um melhor planejamento para a preparagcdo de novos complexos também se
faz necessario, levando-se em conta a possibilidade de saida do NO. Além do mais
pbde-se perceber que a quimica do NO ainda apresenta interessantes desafios e
precisa ser explorada na busca por compostos com atividades farmacoldgicas.

Em resumo, este trabalho permitiu explorar diversos aspectos da quimica
dos nitrosilo complexos bifosfinicos de ruténio, dentre eles: sintese, estrutura,
reatividade, espectroscopia, correlagdes entre propriedades do complexo e do NO e
comportamento eletroquimico. Neste sentido acreditamos ter contribuido para um
melhor entendimento da quimica desta classe de compostos que podera ser de
grande utilidade na eventualidade de algum composto apresentar atividade anti-

tumoral promissora.
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