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RESUMO

CoMPOSTOS DE METAIS DE TRANSICAO NEUROATIVOS: INVESTIGACOES FOTOQUIMICAS,
FOTOFISICAS, FisICO-QUIMICAS E CITOTOXICIDADE PARA DROGAS NEUROATIVAS EM FASE
Il

Neste trabalho estdo descritas as propriedades fotoquimicas e fotofisicas de
complexos do tipo cis-[Ru(a-diimina)2(4Apy)-]** em que 4Apy = 4-aminopiridina, a-
diimina = 1,10-fenantrolina (phen) (1), 4,7’-difenil-1,10’-fenantrolina (Phzphen) (2),
2,2 -bipiridina  (bpy) (3) e 4,4-dimetil-2,2’-bipiridina (Mesbpy) (4). Os quatro
complexos foram caracterizados utilizando as técnicas espectroscéopicas de RMN de
'H, UV-vis, emisséo e de HPLC. As estruturas de Raio-X dos complexos 1 e 3 foram
obtidas e sédo descritas. Os quatro complexos sédo térmicamente estaveis por muitas
horas em solucdo aguosa e ndo aquosa e sao coloridos. Os espectros de absorcao
eletrénica sdo caracterizados por dois ombros largos para os complexos derivados
do ligante phen e por um pico e um ombro para os complexos derivados do ligante
bpy. Os quatro complexos apresentaram dois estados excitados emissivos a
temperatura ambiente em solucéo fluida; os tempos de vida de emissao (Tem) Sao
dependentes do solvente (CH3CN e DMF), do comprimento de onda de excitacéo e
do ligante a-diimina usado e sao atribuidos a populacéo de dois estados excitados
de MLCT com spins tripleto e singleto *MLCT e MLCT). Os experimentos de
fotdlise continua em acetonitrila para os complexos cis-[Ru(a-diimina)>(4Apy)2]*",
acompanhada pelas técnicas espectroscopicas (UV-vis, luminescéncia, RMN de *H
e HPLC), levaram a dissociacdo do ligante 4Apy produzindo o complexo mono-
acetonitrila (para 2, 3 e 4) e o complexo bis-acetonitrila (para 1). O valor obtido para
o rendimento quantico de substituicdo (@ups) para irradiacdo com luz de 420 nm foi
significativo para o complexo 1 (0,233), mas diminuiu para os demais complexos: 2
(0,044), 3 (0,145) e 4 (0,152). A andlise da cinética da reacédo fotoquimica mais lenta
(complexo 2) para a mais rapida (complexo 1) resulta em um valor de kgps (a
constante de velocidade para a reacao de fotossubstituicdo) sete vezes maior para o
complexo 1 em relagédo ao complexo 2.

Nossos dados espectroscépicos e os calculos de DFT/TD-DFT confirmam que

ambos os ligantes a-diimina e 4Apy atuam como bons doadores o-. Entre os ligantes
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a-diimina estudados, o ligante phen € o que apresenta o maior comportamento
doador o- para o atomo de Ru (Il) (no complexo 1) quando comparado com o0s
outros ligantes Phyphen, bpy e Me,bpy (nos complexos 2, 3 e 4, respectivamente).
Com base nestes dados é razoavel supor que quanto maior a densidade eletronica
sobre o Ru(ll) mais fraca fica a ligacdo Ru-4Apy favorecendo a labilizagdo deste
ligante. De acordo com estas consideracoes experimentais e da analise
computacional de distribuicdo de cargas NBO (do inglés, Natural Bond Orbital) sobre
o atomo de Ru(ll) é alta para o complexo 1 (+0,287) e relativamente baixa para os
complexos 2, 3 e 4 (~+0,63). Esta analise mostra também que a carga negativa
sobre o ligante phen é significativamente reduzida para ~0,12 (1) e ~0,05 nos
complexos 2, 3 e 4 sugerindo, como esperado, uma doagéo o forte e retro-doacéo
fraca no complexo 1 quando comparado com o0s outros complexos. Como
consequéncia, o campo ligante do complexo 1 diminui, 0 que leva a uma diminuicéo
nas diferengas de energia entre os orbitais t,y € eg* do centro metalico de Ru(ll).
Desta maneira, espera-se que 0s estados excitados de MLCT e MC se aproximem
aumentando a viabilidade de fotolabilizacdo do ligante 4Apy no complexo 1. A
liberacdo do ligante 4Apy em 1 é também demonstrada pela proximidade dos dois
estados excitados de menor energia de MLCT/MC a 3,74 eV (demonstrados por
calculos de TD-DFT) os quais podem ser facilmente populados pela absorcao de luz
visivel. Esta é, provavelmente, a chave do mecanismo de fotodissociacéo do ligante

4Apy no complexo 1 e em seus derivados.
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ABSTRACT

NEUROACTIVE TRANSITION METAL COMPOUNDS: PHOTOQUEMISTRY, PHOTOPHYSICS,
PHYSICO-CHEMISTRY INVESTIGATIONS AND CYTOTOXICITY FOR NEUROACTIVE DRUGS IN

PHASE III.

The photochemical and photophysical properties of the cis-[Ru(a-diimine)2(4Apy).]**
complexes where 4Apy= 4-aminopyridine, a-diimine = 1,10’-phenanthroline (phen)
(1), 4,7-diphenyl-1,10’-phenanthroline (Phyphen) (2), 2,2-bipyridine (bpy) (3) and
4,4’-dimethyl-2,2’-bipyridine (Mezbpy) (4) are reported. The four complexes have
been characterized using HPLC, *H NMR, UV-vis and emission spectroscopy. The X-
ray structure of complexes 1 and 3 were also obtained. The complexes are thermally
stable throughout the course of many hours in non-aqueous and agueous solution
and highly colored. The absorptions are characterized by two broad shoulders for the
phen derivatives complexes and one peak and one shoulder for the bpy derivatives.
The four complexes show two emissive states at room temperature in fluid solution;
their emission lifetimes (tem) are solvent (CH3CN and DMF), excitation wavelength
and a-diimine ligand dependents and are assigned to the population of two different
MLCT (®(MLCT and 'MLCT) excited states. Upon photolysis in acetonitrile solution,
accompanied by spectroscopic techniques (UV-vis, luminescence, *H NMR, HPLC),
these cis-[Ru(a-diimine).(4Apy).]** complexes undergo 4Apy dissociation to give the
mono-acetonitrile complex (for 2, 3 and 4) and the bis-acetonitrile complex (for 1).The
substitution quantum vyield (@sups) (Air = 420 nm) was high for 1 (0.233) but decreased
for complexes 2 (0.044), 3 (0.145) and 4 (0.152); the range of kqps (rate constant for
the substitution reaction) values is seven times higher in magnitude from the slowest
photochemical reaction 2 to the fastest one 1.

Our spectroscopic data show and DFT/TD-DFT calculations confirm that both a-
diimine ligand and 4Apy ligands act as a good electron donor ligand. Among the a-
diimine ligand studied the phenanthroline is the electron-richest ligand, which
behaves as a good o-donor toward the Ru(ll) atom in complex 1 compared to
Phyphen, bpy and Me,bpy in complexes 2, 3 and 4 respectively. On the basis of this
data is reasonable to assume that the Ru-4Apy bond would make weaker the
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ruthenium atom becomes more electron rich favoring its labilization. Indeed, the NBO
(Natural Bond Orbital) charge analysis indicate a strong variation of the charge on
the ruthenium ion, that is, +0.287 (1), and ~+0.63 in complexes 2, 3 and 4. The
negative charge on the phen ligand is also significantly reduced to ~0.12 (1) and
slightly reduced ~0.05 in complexes 2, 3 and 4 suggesting a stronger o-donation and
weaker back-donation in complex 1 compared to complexes 2, 3 and 4. As a
consequence the ligand field of the complex is decreased, which decreases the
energy differences between the t,g and eg* of Ru(ll). Doing so, the MLCT and MC
states will approach increasing the photoreactivity of the complex. The feasibility of
4Apy release in 1 can be explained by the near proximity of the two low lying energy
MLCT/MC states at 3.74 eV (demonstrated by TD-DFT calculations) which can be
easily populated by light irradiation. This is probably the key of the photodissociation

mechanism of 4Apy in this molecule and its derivatives.
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1. INTRODUCAO

1.1. Quimica medicinal e complexos de metais de tra  nsicéo

A Quimica Medicinal é uma area de pesquisa que envolve a quimica
cujo objetivos sdo planejar, avaliar e sintetizar novos farmacos com o0 uso ou nédo da
modelagem molecular, estudar sua biotransformacdo e/ou seu metabolismo,
interpretar o seu modo de acdo em nivel molecular e construir uma relacdo entre
estrutura molecular e atividade farmacolégica™®. E uma é&rea tipicamente
interdisciplinar voltada para a racionalizacdo da acdo dos farmacos a nivel
molecular. De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (do
inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC) a definicdo de

Quimica Medicinal é>;

“Medicinal chemistry is a chemistry-based discipline, also involving
aspects of biological, medical and pharmaceutical sciences. It is concerned with the
invention, discovery, design, identification and preparation of biologically active
compounds, the study of their metabolism, the interpretation of their mode of action

at the molecular level and the construction of structure-activity relationships”.

Vérias estratégias da Quimica Medicinal podem ser empregadas no
desenho molecular de novos candidatos a agentes terapéuticos'. Estas estratégias
sdo decisivas na etapa de modificacdo molecular necessaria a sua otimizacao,
diminuindo efeitos colaterais e potencializando sua eficacia, por exemplo. Entre
todas as propriedades estruturais que se deva conhecer destes candidatos a
farmaco, de maneira a poder otimiza-lo a nivel molecular, aquelas relacionadas a
fase farmacocinética sdo relevantes de serem consideradas. O conhecimento do
coeficiente de particdo (log P) e do pka, por exemplo, sdo propriedades estruturais
Uteis e relacionadas ao padrdo de estabilidade e absor¢cdo que 0s compostos em
estudo poderdo apresentar nos diferentes compartimentos biolégicos. A solubilidade
e a capacidade de biotransporte através de membranas celulares sao fatores
determinantes que poderdo influenciar na definicdo de novas modificacdes

moleculares a serem realizadas nas estruturas dos compostos-protoétipos.
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Alguns metais vem sendo utilizados h&d muitos anos no tratamento de
determindas enfermidades. Ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu) e bismuto (Bi), por
exemplo, foram utilizados em praticas médicas desde & antiguidade & idade média®.
Porém, o mecanismo de acdo de certos metais no organismo ainda continua
obscuro na maioria dos casos, principalmente naqueles relacionados a metais de
transicao.

Complexos de platina (Pt) vem sendo estudados desde a década de 60
quando pesquisadores descobriram o potencial anticancerigeno de alguns
complexos deste metal®®’. Atualmente, complexos de platina sdo usados na area
clinica ndo somente no tratamento de cancer, mas também no tratamento de
moléstias incluindo infeccbes parasitarias e bacterianas. Pesquisas cientificas
revelaram que outros compostos metalicos, por exemplo contendo prata (Ag),
paladio (Pd), ouro (Au), rédio (Rh) e ruténio (Ru)® possuem propriedades medicinais,
porém nem todos ainda sdo aprovados clinicamente.

Embora se tenha conhecimento da importancia dos complexos
metalicos no organismo, 0 seu uso em medicina tem recebido pouca atencéao,
guando comparados a compostos organicos. Talvez uma maneira viavel na sintese
de novos compostos de interesse farmacoldgico seja a inser¢cdo de uma biomolécula
na esfera de coordenacéo do ion metalico.

A atividade farmacoldgica de um complexo metalico depende de alguns
fatores tais como: tipo de metal, tipo do ligante e também da interacéo entre ambos®.
Os farmacos inorganicos, de uma maneira geral, possuem algumas etapas de
absorcdo pelo organismo baseada no caminho reacional: hidrdlise do farmaco—
ligacdo em sitio protéico— transporte através de membrana celular— interagcdo com
o alvo molecular®®. Um dos principais pontos neste processo é o transporte dos
metais através da membrana celular. Embora o desenvolvimento e o estudo de
metalo-farmacos ndo seja uma area bastante difundida, na medicina existem varios

casos de compostos metalicos com comprovada acdo farmacolégica®® " °.



1.2. A quimica do Ruténio

O ruténio é um elemento quimico de simbolo Ru e se encontra no
grupo 8 da classificacdo periddica dos elementos. E um metal de transicdo de
namero atébmico 44 e em temperatura ambiente se encontra no estado soélido. Foi
descoberto por Karl Klaus em 1844, € normalmente encontrado em minas de platina
e esta comercialmente disponivel em formas como RuClzsnH,O e [Ru(NH3)s]Cls. Em
seu estado fundamental possui configuracéo eletrdnica [Kr] 4d” 5s'. Seus estados de
oxidacdo mais comuns sao (+ll) e (+lll) conferindo-lhe uma quimica diversificada em
que ocorre uma simples conversdo entre as configuracdes eletronicas d® e d°
facilitando assim a estabilizacéo de complexos penta e hexacoordenados™.

Existem trés principais propriedades que fazem dos compostos de

>12. ) velocidade de troca de

ruténio serem utilizados em aplicagcdes medicinais
ligantes; b) os estados de oxidacdo acessiveis e c) a habilidade do ruténio em
mimetizar o ferro (Fe) nas ligacbes com determinadas moléculas biolégicas.
Exemplificando: a) Alguns complexos de Ru tem sido avaliados em aplicacdes
clinicas, particularmente no tratamento de cancer devido, em parte, complexos de
Ru(ll) e Ru(lll) terem uma cinética de troca de ligantes similar aos complexos de
Pt(Il). Estas trocas sdo importantes na atividade biolégica podendo assim interagir
melhor com macromoléculas, como as proteinas. b) O Ru possui estados de
oxidacdo acessiveis [Ru(ll), Ru(lll) e Ru(IV)] em condi¢des fisiologicas e, nestes
estados, o centro metalico é predominantemente hexacoordenado essencialmente
com geometria octaédrica. O potencial redox do complexo pode ser modificado pela
variedade de ligantes coordenados. c) a baixa toxicidade de complexos de Ru com
aplicacdo farmacolégica estd relacionada com a habilidade deste metal em
mimetizar o metal Fe em ligagbes com macromoléculas do organismo, como a
trasferrina e a albumina®.

Compostos de Ru(ll), particularmente complexos polipiridinicos de
Ru(ll), vem sendo profundamente estudados h& décadas. A razdo para tal interesse
decorre de algumas propriedades destes compostos tais como: estabilidade
quimica, propriedades redox, luminescentes e fotoquimicas, e reatividade no estado

excitado?*3,



1.3. Quimica Inorganica e Neurociéncias

O sistema nervoso, juntamente com o sistema enddcrino, capacita o
organismo a perceber as variagdes do meio (interno e externo), a difundir as
modificacdes que essas variacoes produzem e a executar as respostas adequadas
para que seja mantido o equilibrio interno do corpo (homeostase)**. Estes sistemas
estdo envolvidos diretamente na coordenacéo e regulacdo das funcdes corporais.
Podemos, desta forma, considerar o sistema nervoso como sendo um computador
eletroquimico ligado a componentes mecéanicos. O meio extracelular que envolve as
células nervosas bem como os citoplasmas destas células sdo repletos de ions
inorganicos 0s quais produzem as correntes elétricas necessarias para o
movimento, sensacdo, reflexos, aprendizado e memoria dos mamiferos. O
bombeamento ativo de ions para dentro e para fora da membrana celular, por canais
especificos para cada ion, produz potenciais de membrana que sdo a forga motora
para os eventos biolégicos necessarios a nossa sobrevivéncia'>*®’. Os principais
ions envolvidos na geracéo e regulacdo das correntes elétricas sdo os elementos do
bloco-s: 0s metais alcalinos e alcalinos terrosos Na*, K*, Mg** e Ca*".

As propriedades quimicas e fisicas dos fons Na® e K sdo bastante
similares. Por exemplo, ambos sdo de camada fechada, apresentam geometrias de
coordenacdo e cinéticas de troca da molécula de agua coordenada similares e,
segundo a teoria acido-base de Basolo e Pearson, sédo ions duros que preferem
doadores de oxigénio'>'®!’. Apesar destas similaridades, os canais de fons, uma
classe de proteinas ligadas a membrana celular (responsavel por uma seérie de
eventos biologicos), sdo capazes de discriminar seletivamente os ions Na* dos ions
K™ facilitando o fluxo dos mesmos a velocidades proximas ao limite difusional. Estes
canais sdo essenciais para o funcionamento dos tecidos excitaveis do sistema
nervoso, tais como os musculos do cérebro e do coracdo. A excitabilidade elétrica
o resultado de um balanco das influéncias inibitérias e de excitacdo promovidas
pelos neurénios. O impulso nervoso é alcancado pelo movimento de um ou mais
ions abaixo de suas respectivas concentracdes os quais estabelecem diferencas de

voltagens através da membrana celular’®. Desta forma, ndo é surpreendente que a



ruptura do balanco de excitabilidade de varias células leve a feno6tipos neurologicos,
chegando a ser letal ao nervo em casos graves™®.

Neste contexto, pesquisas intensivas tém demonstrado que varias
desordens neurolégicas ocorrem devido a mutacdes na sequéncia dos canais de ion
potassio bem como a disfungdes neste canal'’'®. Por exemplo, vérias lesdes na
medula espinhal resultam da compresséao ou contusao do nervo espinhal, deixando
partes variaveis do nervo intactas apés a lesdo. Estas contusdes podem levar a
destruicdo da bainha de mielina, expondo os canais de ions K* paranodais. Estes,
por sua vez, expostos, abrem o caminho para o éxodo de ions K* durante a
atividade neuroldgica. O efeito total € essencialmente 0 mesmo que se 0 nervo

estivesse totalmente lesado: nenhuma conducéo ocorre no sitio da lesdo*" 2.

Em 1978, Bostock e colaboradores'®?%?*

demonstraram que a
conducédo poderia ser restaurada usando veneno de escorpido. Este mesmo grupo
demonstrou, depois, que um efeito similar poderia ser conseguido aplicando a
molécula 4-aminopiridina (4Apy, CsHgN.) na espinha dorsal de um rato'®?*?*. Estas
mesmas observacdes foram posteriormente estendidas para o nervo ciatico®. A
molécula de 4Apy atua como um bloqueador do canal de ions K*, mantendo a agdo
pré-sinaptica?®. Como conseqiiéncia, o influxo de ions Ca®* é aumentado, levando a
um aumento no deslocamento do neurotransmissor>.

Nesta época a 4Apy ja estava em uso clinico para a terapia da
sindrome miasténica de Lambert-Eatone botulismo®** e a demonstracéo experimental
que a mesma poderia restaurar a condugdo dos nervos lesados levou a uma série
de testes clinicos em pacientes com esclerose multipla®®, lesdes graves na medula

1°, epilepsia®’ e Mal de Alzheimer?®®?°. Melhoras comportamentais atribuidas

espinha
ao tratamento com a 4Apy incluem: controle motor e sensorial voluntario,
continéncia, controle respiratério com decréscimos da espasticidade e controle de
dores idiopaticas®.

Uma vez que a 4Apy apresenta valor de pK, = 9,1, nas condicdes
fisiologicas, 98% desta substancia encontra-se totalmente protonada formando um
monocation. Como consequéncia, seu tempo de retencdo no organismo € curto (2-3
horas)®. Desta forma, apesar das melhoras comportamentais expressivas
detectadas em varios pacientes, em muitos casos a dose maxima permitida néo

toxica é insuficiente para produzir o maximo recobrimento benéfico®*3233, Este
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inconveniente faz com que sua administracdo seja efetuada sob rigoroso controle
clinico®3>2%.

Uma forma possivel de utilizacdo da molécula de 4Apy é desenvolver
compostos de coordenacgado neuroquimicos em que a mesma seja inserida na esfera
de coordenacdo do ion metalico de forma inativa e que, através da técnica
fotoquimica, o fdrmaco de interesse seja liberado no sitio alvo. Assim, o sistema
pode oferecer um potencial para abordagens fotodinamicas, atuando como um

sistema de entrega da 4Apy de acordo com a resposta aos estimulos luminosos®.

1.4. Quimica Computacional

Estudos computacionais tornaram-se indispensaveis em diversos
campos da pesquisa quimica e desenvolvimento®'. Diversos trabalhos na area da
guimica computacional estdo sendo realizados com foco na aplicacdo de modernas
técnicas computacionais, isto €, célculos quanticos, para estudos de estrutura,
ligacdo e reatividade de compostos organometalicos e complexos de metais de
transicao.

Os avancgos obtidos na quimica computacional sdo de grande valia
tanto para os quimicos tedricos quanto para a pesquisa experimental. O progresso
no desenvolvimento de softwares e hardwares aliado a uma reducao constante de
custo dos materiais informaticos, torna esta area da quimica uma das mais
promissoras.

Existem diversos métodos que podem ser usados em quimica
computacional. Dentre eles destaca-se o Método da Teoria do Funcional de
Densidade (DFT, do inglés, Density Functional Theory)®. Pode-se, com este

meétodo, estudar as propriedades eletrénicas e estruturas de moléculas.



1.5. Doencga de Alzheimer (DA)

Em geral, a Doenca de Alzheimer (DA) acomete inicialmente a parte do
cérebro que controla a memodria, o raciocinio e a linguagem. Entretanto, pode atingir
inicialmente outras regides do cérebro, comprometendo assim outras funcdes. A
causa da doenca ainda é desconhecida e, embora ainda ndo haja medicacdes
curativas, ja existem farmacos que atuam no cérebro tentando bloquear sua
evolucdo, podendo, em alguns casos, manter o quadro clinico estabilizado por um
tempo maior. A DA recebeu este nome depois que o Dr. Alois Alzheimer descreveu,
em 1906, as mudancas ocorridas no tecido cerebral de uma mulher que faleceu em
decorréncia do que era conhecido como uma forma de doenca mental no idoso.
Essas mudancas hoje s@o reconhecidas como caracteristicas da alteragcdo do tecido
cerebral na doenca de Alzheimer®.

A DA afeta todos os grupos da sociedade, ndo tendo influéncia a
classe social, 0 sexo, 0 grupo étnico ou a localizacado geografica. Embora a doenca
seja mais comum em pessoas idosas, as pessoas jovens também podem ser
afetadas. Nos Estados Unidos da América (EUA), por exemplo, estima-se que no
ano 2040, 12 a 14 milhdes de americanos serdo portadores dessa doenca*. O
namero de pacientes diagnosticados no Brasil é significativo, atingindo cerca de 1
milhdo e 500 mil brasileiros. Em funcdo do envelhecimento mundial global esses
nameros irdo aumentar dramaticamente e, em 2025, a estimativa é que havera 34
milhdes de portadores diagnosticados da DA, sendo 2/3 em paises em
desenvolvimento. Devido a essa abrangéncia, a doenca ultrapassa as fronteiras da
medicina, para se converter num problema de ordem econdmico-social, com

particular e especial repercussao no nucleo familiar.



1.6. Lipofilicidade

A lipofilicidade de um farmaco € uma caracteristica fisico-quimica
importantissima que, em muitos casos, fornece qual sera o tipo de distribuicdo do
mesmo nos diferentes espacos biolégicos do corpo humano. Farmacos lipofilicos
conseguem transpor varios tipos de barreiras biologicas, pois estas sdo constituidas
de membranas biologicas, as quais sdo igualmente lipofilicas, e acabam sendo
distribuidos  preferencialmente aos 0rgdos que possuem  cOmMposicao
predominantemente lipofilicas, como o cérebro, o figado, os tecidos que compdem
as reservas corpéreas de lipideos do abdémen. Ja4 os farmacos de baixa
lipofilicidade normalmente possuem acentuada hidrofilicidade e tendem a se
acumular em 6rgdos que sdo mais irrigados por agua, como pulmdes, rins, baco,
bexiga. A necessidade de obtencdo de dados de lipofilicidade de compostos
biologicamente interessantes jaA se manifesta em estudos que datam da virada do

século XIX se estendendo até os dias atuais*®**4+%,

O comportamento de
lipofilicidade das moléculas, principalmente os farmacos, €& descrito como
“coeficiente de particao” (log P).

Coeficiente de particdo (P) de uma molécula € uma medida quantitativa
que fornece informacdes a respeito da sua solubilidade em meios distintos
(lipofilicidade e hidrofilicidade). Quando a molécula é submetida a um sistema
binario de solventes (n-octanol/agua) ela se distribui caracteristicamente entre as
duas fases e seu P é calculado dividindo-se a concentracdo da substéncia de
interesse na fase organica por sua concentragéo na fase aquosa (P = Co/Cyq] €m
que P é o coeficiente de particdo no sistema n-octanol/agua, C, € a concentracéo
molar da molécula na fase organica e Cyq € a concentracdo molar da molécula na
fase aquosa. O valor de P obtido empiricamente vem expresso em termos
logaritmicos: log P = log (Co/Cyq). O valor de P pode ser determinado por trés
diferentes métodos: empiricamente pelo método “Shake-flask”, por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) ou através de célculo. Os métodos de
calculo*® sdo fundamentados no isolamento de subestruturas moleculares
(fragmentos moleculares) convenientes que possuam valores ou incrementos de

lipofilicidade confiaveis e/ou conhecidos. O valor de log P estimado de toda a
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molécula é calculado somando-se as constantes que sdo contribuicbes (em
unidades de log P) correspondentes a subunidades moleculares e incluindo-se os
termos de correcdo devidos as interacdes intramoleculares e intermoleculares
intrinsecas da molécula em questao.

O coeficiente de particdo também esté relacionado com a energia de
Gibbs padréo de transferéncia (de uma fase para outra) na seguinte relagéo: Log P =
-AG°®/(2,3 RT) em que AG® é a energia de Gibbs padrdo de transferéncia, R é a
constante universal dos gases perfeitos e T é a temperatura®’. E importante salientar
que este aspecto termodinamico de particao enfatiza o carater padréo do coeficiente
de particdo definido como uma funcdo de duas quantidades padronizadas. Assim,
como o potencial quimico padrdo refere-se a uma solugdo ideal, € importante
destacar que o coeficiente de particdo padrao refere-se a particio de um soluto

entre dois solventes virtuais*®*°,

2. OBJETIVOS

O objetivo deste projeto € obter complexos polipiridinicos de Ru(ll) que
atuem como sistemas de entrega de 4Apy no SNC de maneira controlada e seletiva
mas, que ao mesmo tempo, possam atuar como sondas moleculares luminescentes
respondendo por estimulos luminosos aos caminhos de reacdo ou ao meio em que o
farmaco se encontra. A molécula de 4Apy é eficaz contra o mal de Alzheimer, uma
doenca que atinge um milhdo e meio de brasileiros e afeta uma em cada vinte
pessoas acima de 65 anos segundo estimativa da ABRAZ (Associacéo Brasileira de
Alzheimer)*,

Os estudos propostos neste projeto visam o desenvolvimento de
compostos neuroquimicos que apresentem atividade biologica similar a 4Apy, porém
gue sejam mais seletivos e que possam ser administrados a doses menores
diminuindo, assim, a toxicidade. Cabe salientar, que a capacidade de estimular
neurénios selecionados em um tecido isolado e em seres vivos de maneira nao
agressiva e nao invasiva é fundamental para a investigagdo do funcionamento e
comportamento de células especificas do circuito neuroldégico. Em adigdo, os

avancos no desenvolvimento de novos farmacos e nos mecanismos de acdo em
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relacdo as doencgas neurodegenerativas tém um valor especial para a 4rea médica

em geral.

3. PROPOSTA DE TRABALHO E JUSTIFICATIVA

Um ponto chave para o pleno desempenho das atividades
farmacoldgicas da 4Apy e para a avaliacdo das suas funcdes neuroldgicas no canal
de jons K* seria encontrar um método para seletivamente controlar a liberacdo da
droga e simultaneamente mapear suas interacdes no meio bioldgico.

Nosso laboratério vem trabalhando no desenvolvimento de compostos
de metais de transicdo luminescentes para uso terapéutico buscando farmacos
menos téxicos e mais seletivos®®>*. Uma das estratégias pretendidas envolve a
bioativacdo aplicada a técnica fotoquimica a qual envolve o uso da luz como veiculo
para a entrega do farmaco no meio biologico. As vantagens desta técnica estdo na
seletividade, controle temporal, espacial e de dosagem do farmaco para o sitio alvo
no meio fisiologico. O farmaco pode ser organizado na forma de um composto
estavel (farmaco-carregador) e deslocado da molécula carregadora no érgdo de
interesse pela irradiacdo local (usando um laser ou fibras éticas com irradiagdo num
determinado comprimento de onda dentro da faixa terapéutica, dependendo do local
da lesé@o). A molécula carregadora deve ser facilmente sintetizada, nédo ser toxica ou
apresentar o minimo de toxidade no escuro, ser ativa a reacfes fotoquimicas
levando ao deslocamento do farmaco no local apropriado gerando produtos
secundarios nao toxicos e que sejam facilmente excretados pelo organismo.

Em adicéo, para que um composto luminescente possa atuar como um
sensor intracelular de analitos, certos critérios devem ser satisfeitos: sensores
devem ligar-se seletivamente e reversivelmente a espécie de interesse mesmo na
presenca de competidores que possam produzir sinais falsos, sendo que a interacao
com o analito resulte na alteracdo na sua luminescéncia (aumento, diminuicdo e/ou
deslocamento). A luminescéncia do composto necessita ser intensa e acima de 340
nm para facilitar o uso de lentes microscopicas e evitar danos a célula devido a luz
ultravioleta (UV). Em particular, emissdo acima de 500 nm ajuda a impedir

interferéncia por autofluorescéncia das espécies nativas nas células. Em relacédo as
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suas propriedades espectrais, 0os sensores devem ser soluveis em solucdo
aquosa>>3,

A sensibilidade das propriedades Iluminescentes dos complexos
polipiridinicos de Ru(ll) para parametros tais como mudancas no pH do meio,
liberacdo ou alteragbes no ligante coordenado, carater hidrofilico/hidrofébico ou
eletrdnico, combinada com as fungbes neuroldgicas da 4Apy, sugerem caminhos
para investigar esta proposta de trabalho. Portanto, deve ser possivel obter
complexos polipiridinicos de Ru(ll) coordenados a 4Apy 0s quais apresentem o0s
estados excitados com caracteristicas dissociativas centradas no metal (MC, dr-dp)
e 0s estados excitados luminescentes com caracteristicas de transferéncia de carga
do metal para o ligante (MLCT, d— 1) proximos em energia de forma a promover a
liberacdo da 4Apy e mapear seus caminhos de reacdo nos canais de ions K.

De forma a alterar a reatividade pela variagdo das energias relativas,
pretende-se estudar as propriedades fotoquimicas e fotofisicas de complexos de
Ru(ll) do tipo cis-[Ru(a-diimina)(4Apy).]J(PFs)2 em que (a-diimina) = 1,10'-
fenantrolina (phen) (complexo 1), 4,7’-difenil-1,10’-fenantrolina (Ph,phen) (complexo
2), 2,2-bipiridina (bpy) (complexo 3), 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina (Me,bpy) (complexo
4) e 4Apy = 4-aminopiridina.

O comportamento quimico dos complexos de Ru(ll) com ligantes
polipiridinicos do tipo 1,10-fenantrolina e 2,2-bipiridina em geral sdo muito
semelhantes®>>°®. Entretanto, o ligante phen é estruturalmente mais rigido. Assim,
para 0s complexos em que a reatividade quimica e fisica é influenciada pela
capacidade de distor¢ao do ligante quelante, a troca da bpy por phen pode resultar
em diferencas significativas na reatividade dos complexos formados?®°"-28:27:59.28.60,
Em geral, a rigidez do ligante phen permite que muitos complexos de Ru(ll)-phen
sejam emissivos quando irradiados com luz visivel®'. Estes complexos sdo de
interesse e encontram aplicacdo como sensores bioldgicos na determinacdo da
concentracdo de oxigénio e CO,, pH e temperatura e na analise dos sitios de ligacao

com o DNA62,63,64,65

. Estas aplicacbes sé@o possiveis devido a alta estabilidade
térmica e luminescéncia intensa proveniente dos estados excitados de menor
energia com caracteristicas de MLCT do fragmento {Ru(phen),}*".

O uso de compostos sensiveis a luz para a analise de processos

neurolégicos vem sendo reportados desde a década de 70%°°7% A escolha do
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ligante 4Apy se deve ao fato de ser um ligante que apresenta a melhor atividade
farmacoldgica dentro da série das aminopiridinas e por se apresentar em fase Ill nos
testes clinicos®.

O espectro eletrdnico dos complexos, [Ru(a-diimina)s]** e seus
derivados, em geral, podem ser caracterizados por uma série de transi¢cdes
eletrOnicas sobrepostas e intensas na regido do vermelho (450-600 nm). Estas
transicOes eletrénicas séo classificadas em MC, em LC (11— 1), MLCT ou LMCT (11—
M)70'71'72'73’74'75.

Para os complexos cis-[Ru(a-diimina),(4Apy).]**, espera-se um nimero
maior de estados excitados devido a introdugéo das transicdbes ML'CT, e portanto,
bandas de absorcéo adicionais vao surgir devido as diferentes energias dos orbitais
dos ligantes adicionais. As energias das bandas LC ndo sédo afetadas por outros
ligantes. Por outro lado, espera-se que a introducdo de substituintes no anel do
ligante polipiridinico e a substituicdo de dois ions cloreto no complexo precursor cis-
[RuCly(a-diimina),] por duas moléculas de 4Apy promovam um deslocamento nos
méaximos de absor¢cdo das bandas de MLCT e ML'CT para regibes de maior
comprimento de onda (Amax). O Amax @ Ser observado sera fungdo da capacidade
doadora/receptora-ttdos ligantes (a-diimina) derivados.

Sabendo-se que as propriedades luminescentes dos complexos que
apresentam o fragmento {Ru(a-diimina),}** estéo localizadas na ligacdo metal—(a-
diimina), as alteracdes devido a variacdes do meio (pH, lipofilicidade, eletrdlito) e/ou
ligante coordenante irdo refletir diretamente na luminescéncia a qual podera ser
suprimida ou aumentada em intensidade. Isto ird permitir uma analise da dosagem
da droga bem como uma avaliagdo cinética e mecanistica da funcédo da 4Apy em
célula alvo.

A execucdo desta etapa do nosso trabalho envolve as técnicas
espectroscopicas (UV-vis, RMN de *H), eletroquimicas (voltametria ciclica e
voltametria de pulso diferencial) e espectroeletroquimica, fotoquimica (fotdlise
continua e resolvida no tempo com detec¢do UV-vis) e fotofisica (luminescéncia no
estado estacionario e resolvida no tempo), HPLC.

Para auxiliar na interpretacdo dos dados fotoquimicos e fotofisicos

apresentados neste trabalho foram realizados calculos computacionais de estrutura
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eletrbnica usando o método DFT e TD-DFT (do inglés, Time Dependent-Density
Functional Theory).

Considerando-se que o sitio alvo de interacdo da 4Apy é o cérebro e
que a formulacdo oral €& geralmente a preferida, estes complexos devem
necessariamente ultrapassar duas barreiras bioldégicas (membranas do intestino e
barreira sanguinea do cérebro) para alcancar o Sistema Nervoso Central (SNC).
Neste sentido, € fundamental assegurar que a droga possua nao somente a
atividade farmacologica necessaria, mas também as propriedades fundamentais
para a adequada viabilidade seguindo a administracdo oral. Assim, pretendemos
avaliar in vitro as propriedades hidrofilicas bem como a toxicidade aguda dos
complexos propostos.

Em geral observa-se que as drogas mais eficientes encontram-se
parcialmente ionizadas no pH do sangue e em equilibrio entre a forma ionizada e
nao ionizada. Isto permite a passagem da droga pela membrana celular na forma

n&o ionizada e a ligac&o a seu sitio receptor na forma ionizada’®.

4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. REAGENTES E SINTESES

4.1.1. REAGENTES

Todos os reagentes usados foram de alto grau de pureza. Tricloreto de
ruténio(ll) hidratado (RuCls*3H,0), cloreto de litio (LiCl), (a-diimina) = 1,10'-
fenantrolina (phen), 4,7’-difenil-1,10’-fenantrolina (Phyphen), 2,2-bipiridina (bpy) e
4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina (Me,bpy) todos de procedéncia Aldrich, foram usados para
sintetizar os precursores do tipo cis-Ru(Cl,)(a-diimina),. Na,CO3 de procedéncia J. T.
Baker foi utilizado para a sintese do complexo-carbonato [Ru(phen),(CO3)]. O &cido
hexafluorfosforico (HPFs, procedéncia Aldrich), foi utilizado na sintese do aquo-
complexo cis-[Ru(a-diimina),(OH>)2](PFe)2. Os complexos 1-4 foram precipitados, na
forma i0nica, usando-se hexafluorfosfato de aménio (NH4PFg, procedéncia Aldrich).

O ligante 4Apy foi utilizado sem purificacdo prévia (procedéncia Aldrich).
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Hexafluorfosfato de tetrabutilamoénio (TBAPFg), de procedéncia Fluka, foi usado
como eletrélito suporte para os procedimentos de andlise eletroquimica e
espectroeletroquimica em solventes organicos. Para preparo de solu¢cdes aquosas
foi utilizada agua Milli-Q, obtida do sistema de purificacdo de agua modelo Simplicity,
da Millipore. Os solventes usados neste trabalho foram acetonitrila (CH3CN) e
dimetilformamida (DMF, C3H;ON) ambos de grau super puro (99%) de procedéncia
Aldrich, diclorometano (CH,Cl;), metanol (MeOH) e CH3CN grau HPLC, de
procedéncia Tédia. Para a realizacdo das sinteses dos complexos 1-4 utilizou-se
também alcool etilico (C;H;0) de procedéncia Tédia (HPLC). Nos experimentos de

lipofilicidade foi utilizado 1-octanol de procedéncia Aldrich.

4.1.2. SINTESES

Todas as reacoes foram realizadas sob atmosfera inerte (nitrogénio). O
material de partida cis-[Ru(a-diimina)2(OH,),](PFs)2*H2.0O (aquo-complexo) foi
preparado de acordo com os métodos ja conhecidos da literatura’” "3 87980
partindo-se do complexo cis-Ru(Cl,)(a-diimina),*2H,0O e ainda pelo complexo [Ru(a-
diimina),(CO3)]. Os complexos cis-[Ru(a-diimina).(4Apy).](PFs). foram sintetizados a
partir dos seus correspondentes aquo-complexos por reacdo com o ligante 4Apy
numa mistura etanol/agua. Os compostos foram obtidos de forma pura usando
cromatografia em coluna de permeacéo em gel do tipo Sephadex LH-20 (2,5 cm X
50 cm) usando como eluente uma mistura de metanol:tolueno na proporcéo 3:1. Um

caso representativo de via de sintese esta descrito a seguir.

4.1.2.1. SINTESE DE cis-[Ru(phen) »(4Apy)](PFg)2*2H,0O (complexo 1)

Um procedimento tipico de preparacdo deste tipo de complexo pode
ser descrito como: cis-[Ru(phen),(OH,),](PFe)2 (51 mg, 0,063 mmol) foi dissolvido
numa mistura de 1:1 etanol/agua (total de 10 mL) e uma quantidade do ligante 4Apy
(13,7 mg, 0,15 mmol) foi adicionada. A solucéo foi mantida sob agitacdo e refluxo
em atmosfera inerte por 8 (oito) horas. Uma quantidade estequiométrica de NH4PFg
foi adicionada para precipitacdo do complexo. O precipitado foi redissolvido numa

guantidade minima de MeOH, passado por coluna Sephadex LH-20 usando uma
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mistura de MeOH:Tolueno. A banda vermelha foi coletada e o solvente foi removido
por evaporacdo. O soélido assim obtido foi dissolvido em MeOH, adicionou-se éter
etilico na solucéo para obtencdo de um precipitado vermelho, o qual foi filtrado a
vacuo, lavado com agua, etanol e éter etilico previamente resfriados. O produto foi
seco a vacuo. O rendimento da sintese foi de 71% (44 mg). Valores calculados para
RuCs4H3,NgP2F120,: C, 41,80%, N, 11,48%; H, 3,30%. Valores encontrados: C,
43,42%; N, 11,45%; H, 3,03%.

4.1.2.2. SINTESE DE cis-[Ru(Ph ,phen) »(4Apy) -](PFe)2*2H,0 (complexo

2)

O complexo 2 foi obtido a partir do complexo cis-[RuCl,(Phyphen),]**
com 68% de rendimento apos 8 horas de refluxo numa mistura 1:1 de etanol/agua,
sob atmosfera inerte. Valores calculados para RuCsgHsgNgP2F120,: C, 54,42%, N,
8,75%; H, 3,78%. Valores encontrados: C, 54,11%; N, 8,20%; H, 3,88%.

4.1.2.3. SINTESE DE cis-[Ru(bpy) 2(4Apy) 2](PFg)*2H,0 (complexo 3)

O complexo 3 foi obtido a partir do complexo cis-[Ru(bpy)2(OH2),]**
com 81% de rendimento apds 8 horas de refluxo numa mistura 1:1 de etanol/agua,
sob atmosfera inerte. Valores calculados para RuCszgH3oNgP2F120,: C, 38,84%, N,
12,08%; H, 3,48%. Valores encontrados: C, 38,70%; N, 11,80%; H, 3,64%.

4.1.2.4. SINTESE DE cis-[Ru(Me ,bpy) 2(4Apy) 2](PFe),*2H,O (complexo

4)

O complexo 4 foi obtido a partir do complexo cis-[Ru(Mezbpy)2(OH,)2]**
com 82% de rendimento apds 8 horas de refluxo numa mistura 1:1 de etanol/agua,
sob atmosfera inerte. Valores calculados para RuCzsH4oNgP2F120,: C, 41,51%, N,
11,39%; H, 4,10%. Valores encontrados: C, 41,56%; N, 10,97%; H, 4,24%.

O Esquema 1 mostra a via de sintese para obtencdo do complexo 1.
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Esquema 1: Via de sintese para obtencéo do complexo 1.

4.2. METODOS E EQUIPAMENTOS

4.2.1. Atmosfera inerte

As sinteses, os estudos de fotdlise continua (acompanhada pela
técnica UV-vis e RMN 'H), espectroscopia de absorcdo eletrénica (UV-vis) e
voltametria ciclica e de pulso diferencial foram realizados sob atmosfera de

nitrogénio puro (UP, concentracao 99,99%).

4.2.2. Andlise Elementar

Para a determinacdo da porcentagem (%) de carbono, nitrogénio e
hidrogénio foi utilizado um analisador de C, H e N modelo EA 1108 da FISONS, na
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Central Analitica do Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o
Carlos.

4.2.3. Difracdo de Raios-X 81,82,83,84,85,86

A estrutura do cristal obtida para os complexos 1 e 3 foi resolvida a
temperatura ambiente. As intensidades de difracdo de raios-X foram coletadas
usando um difratbmetro Enraf-Nonius Kappa-CCD. A andlise estrutural foi feita
usando os programas MERCURY e ORTEP-3. O arquivo de informagbes
cristalograficas (documento com extencdo .cif) foi depositado junto ao banco de
dados estruturais CAMBRIDGE sob codigo de depodsito 786215 CCDC

(www.ccdc.ac.uk).

4.2.4. Eletroquimica e espectroeletroquimica

As medidas de eletroquimica (voltametria de pulso diferencial e
voltametria ciclica) foram realizadas utilizando-se 0 potenciostato/galvanostato
HAUTOLAB, modelo Type Ill, usando cela eletroquimica de vidro, com capacidade
para 5 mL, e trés eletrodos: um fio de Ag/AgCl armazenado em solucédo 3,0 mol L*
de KCI (solucdo saturada) como eletrodo de pseudo-referéncia; e os eletrodos de
trabalho e auxiliar constituidos de discos de platina (Pt) de 1,5 mm e 4 mm de
diametro, respectivamente. Usou-se solucdo 0,1 mol L™ de TBAPFg como eletrdlito
suporte em solventes organicos. As concentracées dos complexos foram de 10 mol
L. Ferroceno (CioHioFe, sigla Fc) de procedéncia Aldrich foi adicionado como
padrdo interno nas medidas eletroquimicas em que Ag/AgCl foi utilizado como
eletrodo de pseudo-referéncia®’. As medidas espectroeletroquimicas foram
realizadas em cela eletrolitica de quartzo de 2 mm de espessura usando o pAutolab
no solvente DMF com 0,1 mol L™ de TBAPFs como eletrélito suporte. Esta cela é
composta de redes de platina como eletrodos de trabalho e auxiliar e um fio de
Ag/AgCIl como eletrodo de referéncia. O eletrodo auxiliar foi separado dos outros

dois eletrodos por um compartimento de vidro.
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4.2.5. Espectroscopia de absorcao eletronica UV-Vis

Os espectros de absorcéo eletronica foram obtidos na regido do UV-Vis
utilizando-se um espectrofotometro de feixe simples UV-Vis-HP KAIAK XA (HP
Hewlett Packard 8453). Usou-se celas de quartzo de caminho 6tico de 10 mm e 3,5
mL de capacidade. Para os experiementos referentes aos estudos de lipofilicidade

usou-se celas de quartzo de 2 mm 0,7 mL de capacidade.

4.2.6. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nucl  ear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H foram obtidos
em um espectrdbmetro BRUKER DRX 400 MHz pertencente ao laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da Universidade

Federal de Sao Carlos.

4.2.7. Calculos Computacionais

Estes estudos foram realizados em cooperacdo com o Professor A. B.
Lever da York University, Toronto-ON, Canada, o qual realiza os calculos
computacionais por um sistema de cluster atraves do SHARCNET (Shared
Hierarchical Academic Research Computing Network, www.sharcnet.ca). Nosso
laborat6rio vem a longo tempo realizando estudos tedricos dos complexos de metais
de transicdo. Atualmente contamos com dois computadores formatados para
calculos teoricos. O método tedrico DFT (Teoria do Funcional de Densidade) foi
utilizado para analisar a estrutura eletronica dos complexos 1-4*°. As geometrias dos
complexos 1-4 foram otimizadas pelo programa Gaussian 09%. Inicialmente foram
desenvolvidos calculos das geometrias no vacuo em nivel de teoria DFT utilizando o
funcional hibrido B3LYP com o conjunto de base LanL2Dz®¥%®9 Com as
estruturas otimizadas no vacuo, realizaram-se calculos levando-se em consideracao
o efeito do solvente acetonitrila. O modelo utilizado foi 0 modelo de polarizacao
continua (Polarized Continuum Model - PCM)%*. Esse modelo define a cavidade
como a unido de uma série de esferas atbmicas entrelacadas. O efeito da

polarizacdo do solvente é representado numericamente e computado por uma
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integracdo numérica. Os calculos tedricos foram realizados sem imposicdo de
simetria. Para os estudos de estado excitado foram utilizados as estruturas
geomeétricas otimizadas com o efeito do solvente. Cabe salientar que apesar de ndo
dominarmos a metodologia DFT toda a andlise dos resultados obtidos foram
realizados em nosso laboratorio. As energias das transicdes eletrbnicas foram

95,96,97,98,99

obtidas pelo método TD-DFT (dependente do tempo) Os perfis de

D Para a

absorcdo do complexo foi calculado usando o programa SWIZAR
analise de decomposicdo de carga (Extended charge decomposition analysis,
ECDA) usou-se o programa AOMIX-CDA'. A anélise de populacdo dos orbitais
também foi realizada (GaussView 03). Os calculus de NBO (Orbital natural de
ligacdo) foi realizado usando o programa NBO 5.0'°, como implementado no

Gaussian 09.

4.2.8. Fotdlise continua

As medidas de fotdlise continua foram realizadas utilizando-se um
reator fotoquimico montado em nosso laboratério. Este reator consiste de um
sistema carrossel com 8 lampadas com irradiacdo monocromatica no comprimento
de onda de 420 nm. Acompanhou-se a fotdlise pela técnica de espectroscopia de
absorcdo eletronica UV-Vis e luminescéncia (emissdo e excitacdo), RMN 'H e
HPLC. As solucées dos complexos foram preparadas na concentracéo 10° mol L™ e

previamente deaeradas.

4.2.8.1. Actinometria

As intensidades de luz incidente na fotdlise a 420 nm foram medidas
atravées da actinometria usando o0 actindbmetro Ferrioxalato de Potassio
Ks[Fe(C20,)3]. O ferrioxalato de potassio € um actinbmetro bastante sensivel para a
faixa de comprimento de ondas de 253 até 577 nm. O actinbmetro foi preparado de
acordo com Calvert e Pitts'®®. A preparacéio do sal Ks[Fe(C,04)3]*3H,0 foi feita pela
mistura de trés volumes de uma solucdo de 1,5 mol L™ de K,C,04 e um volume de
uma solucdo 1,5 mol L™ de FeCls; sob agitacdo e na auséncia de luz. O precipitado

de K3[Fe(C,04)3]*3H,0 foi recristalizado em agua morna em banho de gelo, seco e
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armazenado em um dessecador na auséncia de luz. Para a determinagdo da
intensidade de luz na irradiacdo no comprimento de onda de 420 nm, previamente
preparou-se uma solucéo de 0,006 mol L™ do actindmetro ferrioxalato de potassio e
0,05 mol L™ de &cido sulfdrico. Pipetou-se 3 mL da solucdo do actinémetro com a
concentracdo adequada para o comprimento de onda de irradiacdo e a solucéo foi
irradiada em uma cela de 1 cm de caminho 6tico por 3 min. Uma aliquota de 2 mL
da solucao de actindbmetro irradiada foi adicionada a um baldo volumétrico de 10 mL
contendo 2,5 mL de tampéao acetato (obtido pela mistura de 600 mL de uma solucéo
1 mol L™ de NaCH3COO e 360 mL de uma solucdo 0,5 mol L™* de H,SO,, e essa
mistura foi diluida para o volume final de um litro), e 1 mL de uma solucéo 0,1% de
1,10’-fenantrolina. A solucéo foi diluida para 10 mL com agua destilada. Preparou-se
um branco seguindo o mesmo procedimento, exceto que a solucdo de actinbmetro
nao foi adicionada. As duas solugbes foram mantidas no escuro por uma hora e
apos esse tempo foram medidas as suas respectivas absorbancias no comprimento
de onda de 510 nm.

A intensidade da luz incidente (li) foi calculada pela Equacéo 1:

Il_ V1 x V3 x AAbs
T dres X tX Vo X I X gpe X

(1)

em que,

V1 = volume da solucéo de actinbmetro irradiada (mL);

V, = volume da aliquota de solucdo de actinbmetro irradiada para analise (mL);

V3 = volume final, ou seja, volume do baldo volumétrico o qual V, foi diluido (mL);
AAbs = diferenca da absorbancia a 510 nm da solucéo irradiada e da absorbancia a
510 nm da solucao néo irradiada;

@c>" = rendimento quantico de formacdo de Fe** no comprimento de onda da luz
irradiada (1,11 mol einstein™);

f = fracdo da luz absorvida pela solugcado irradiada no comprimento de onda de
irradiacéo (0,615 a ~420 nm);

t = tempo de irradiacdo da solucdo do actinbmetro (s);

| = caminho 6tico da cela fotolisada usada (cm);

ere-’ = coeficiente de extingdo molar do complexo [Fe(phen)s]** a 510 nm ( 1,11 x
10*mol™ L em™);
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li = intensidade da luz incidente (einsten s™).

O valor encontrado para a intensidade das lampadas usadas nos
experimentos de fotdlise continua em solugdo de CH3;CN para os complexos 1-4
foram: 1,178x10® (complexo 1), 1,237 x 10® (complexo 2), 1,165 x 10°® (complexo 3)
e 1,271 x 10°® einsten s™ (complexo 4).

Quando a solugdo de Ks[Fe(C,0.)s] é fotolisada, os fons Fe** sdo

reduzidos a Fe?*, sofrendo as seguintes reacées:

[Fe® (C,04)]* — [Fe? (C204)2]* + C,04 2)
[Fe® (C204)3]* + C,04° — [Fe* (C204)3]” + (C204)>  (3)
[Fe*(C204)s]” — [Fe*(C204)2]° +2CO,  (4)

O produto Fe(C,04), ndo absorve a luz incidente e os ions Fe?* sdo
determinados pela absorbancia a 510 nm, correspondente ao complexo produzido
pela adicéo de 1,10'-fenantrolina. Os fons Fe** também formam um complexo com a

1,10’-fenantrolina, mas este nao absorve em 510 nm.

4.2.8.2. Rendimento Quantico de Substituicdo

O rendimento quantico de substituicdo (psups) foi calculado pela

Equacéo 5:

AAbs x V
L xfxAtx Ag

()

¢subs=

em que,

AAbs = variacdo de absorbancia no A méximo de absorcdo escolhido para cada
complexo;

V = volume da cela espectrofotométrica (3,5 mL)

li = intensidade da luz incidente no comprimento de onda de irradiacdo para cada
complexo;

f = fracdo da luz absorvida no comprimento de onda de irradiacao;

At = variacdo do tempo de irradiacédo (s);
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Ae = diferenca do valor de ¢ (absortividade molar) do foto-produto e do reagente
inicial (complexos 1-4) no comprimento de onda de irradiacdo e assumindo reacao
1:1.

4.2.9. Luminescéncia
4.2.9.1. Estado Estacionério
Os espectros de emissao (Aex = 500 nm) foram obtidos utilizando-se um

espectrofluorimetro Shimadzu Modelo RF-5301PC (lampada de alta pressao de
xenonio de 150 W e uma fotomultiplicadora do tipo R928).

4.2.9.1.1. Rendimento Quantico de Emisséao

O rendimento quéantico de emissédo (@.n) de um composto, € a razao
entre 0 numero de fotons emitidos e o numero de fétons absorvidos por este

composto (Equacao 6).

Numero de fétons emitidos

dem = (6)

Nimero de fotons absorvidos

Pode ser determinado por comparacdo com uma solu¢cdo do composto
padrdo conhecido na literatura™® [Ru(bpy)s]** (1,0 x 10° mol L) num certo solvente
{dem ([Ru(bpy)s]*") em CHsCN = 0,061} usando a Equagéo 7*°°:

@em = @std (Astd/ Acomp) (Icomp/Ista) (N/ nstd)2 (7)

em que Aswd, Acomp SA0 0s valores de absorbancia do padrdo e da amostra do
composto de interesse, respectivamente, num mesmo comprimento de onda (436
nm, no caso do uso como padrdo o ([Ru(bpy)s]*"), lsa, lcomp S@0 as intensidade de
emissao integradas do padrdo e do composto, respectivamente, € Neomp, Nstg SA0 0S

indeces de refracdo do solvente usado nas amostras do composto e do padrao,
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respectivamente. O termo (n/nsg)? pode ser desprezado quando o solvente usado

em ambas as amostras (padrao e composto) € 0 mesmo.

4.2.9.2. Resolvidas no Tempo %

Estes estudos foram realizados no laboratdorio do Prof. Dr. Amando
Siuiti Ito da FFCLRP/USP — Ribeirdo Preto/SP.

4.2.9.3. Tempo de vida de luminescéncia

A técnica de contagem de fotons individuais com correlagdo temporal
foi usada para determinar o tempo de vida da luminescéncia. Esta é uma técnica
largamente usada e seu principio baseia-se no conceito de que a distribuicdo de
probabilidade de emissdo de um féton, apds o evento de excitacdo da amostra, é
proporcional a distribuicdo de intensidade de luminescéncia no tempo para os fétons
emitidos como resultado da excitacdo da amostra.

O decaimento temporal da intensidade de fluorescéncia pode ser
obtido pelo método de contagem de fotons Unicos correlacionados no tempo (em
inglés, Time-Correlated Single Photon Counting, TCSPC). A amostra é excitada
usando uma fonte de luz pulsada. Cada pulso de excitacdo € opticamente
monitorado por uma fotomultiplicadora, para produzir um sinal elétrico de partida,
gue € usado como gatilho para o disparo de uma rampa de voltagem em um
conversor tempo-amplitude (em ingles, time-amplitude converter, TAC). A rampa de
voltagem € interrompida quando o primeiro foton fluorescente proveniente da
amostra € detectado e o TAC fornece um pulso de saida cuja voltagem é
proporcional ao tempo entre 0s sinais de partida e de interrupgdo. Um analisador
multicanal (MCA) converte essa voltagem para um canal de tempo usando um
conversor analdgico-digital. Somando sobre varios pulsos, o MCA constroi um
histograma de contagens em funcdo do tempo, que representa o decaimento da
intensidade da fluorescéncia. Tipicamente, o experimento transcorre até atingir
10.000 contagens no canal correspondente ao nUmero maximo de contagens.

No laboratorio do Grupo de Fotobiofisica da FFCLRP USP, a fonte de
excitacdo é um laser pulsado Tsunami 3950 (Spectra Physics) de titanio-safira
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(Ti:sapphire) bombeado por laser de estado solido Millenia Xs (Spectra Physics), de
Nd:YVO,, que tem saida com poténcia maxima de 10W no comprimento de onda
532 nm (verde).

O Tsunami possui cristal dobrador de triborato de litio (LBO), e a
freqiéncia dos pulsos gerados € ajustada por um Pulse Picker 3986 (Spectra
Physics). A saida do laser ocorre entre 855 e 900 nm. O comprimento de onda do
feixe de excitacdo pode ser ajustado com o auxilio de geradores de harmonicos,
(Flexible Harmonic Generator, FHG, da Spectra Physics), que dobram ou triplicam a
freqiéncia originada no Tsunami. O pulso de excitacdo é direcionado para o
espectrometro Edinburgh FL900 com configuracdo em formato-L. O comprimento de
onda de emissdo € selecionado por um monocromador e os fétons emitidos séo
detectados por uma fotomultiplicadora refrigerada (placa micro-canais Hamamatsu
C4878) e sao correlacionados temporalmente com os pulsos de excitacdo por meio
do conversor tempo-amplitude (TAC). A largura a meia altura da funcao de resposta
do instrumento é tipicamente 0,12 ns. O software F900 fornecido pela Edinburgh
Instruments foi utilizado para ajuste dos dados experimentais de decaimento a
funcBes multiexponenciais, baseado no método de ajustes de fun¢des nao lineares
por minimos quadrados. A qualidade do ajuste realizado pelo software, foi avaliada
pela observacdo dos gréficos dos residuos e o parametro estatistico x* (chi-square)

reduzido.

4.2.10. Fotdlise Relampago: Espectros de Absorcéo e Cinética de

Decaimento dos Estados Excitados (Absor¢cao Transien te)

Estes estudos foram realizados no laboratério do Prof. Dr. Antonio
Claudio Tedesco da FFCLRP/USP-Ribeirdo Preto. E uma técnica de espectroscopia
baseada em mudancas da absorcdo (AAbs) com o tempo, em que AAbs é a
diferencga entre a absorcéo anterior a excitacéo e a apos a excitagdo de acordo com
a Equacao 8:

AAbS = AbSapss — AbSanterior (8)
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Esta técnica pode ser usada para medir concentracbes do estado
excitado e assim as constantes de velocidade para um determinado processo.
Experimentos de absorcédo transiente envolvem a irradiacdo da amostra com um
pulso de luz curto que € usado para criar um estado excitado da molécula estudada
seguido por um pulso analisador. A luz de analise que passa pela amostra antes e
apos a excitacdo é entdo usada para calcular o AAbs de acordo com a Equacgéo 9,
em que lp e | sdo as intensidades de luz de analise passando através da amostra

antes e apos a excitagdo, respectivamente.

AADbs = log (lo/l) (9)

Os espectros de absor¢ao resolvidos no tempo foram obtidos utilizando
o equipamento de fotdlise relampago compreendendo um sistema Q-switched
LASER Nd-YAG da Continuum Laser (Continuum, Santa Clara, CA) com excitacao
obtida do terceiro harménico a 355 nm (Esquema 2). O comprimento de pulso foi de
8 ns, o diametro do raio incidente sobre a amostra de 6 mm, e velocidade de
repeticdo de 10 Hz. O pulso do Laser foi mantido a 15 mJ (por pulso) medidos com
um medidor de energia da Field Master. A fonte de deteccéo foi uma lampada de
xenonio de alta pressdo (Edimburg Inst) e os tracos cinéticos foram medidos de 260
a 800 nm com intervalos de 3 nm para cada medida. Para evitar fotolise durante o
tempo de pulso a amostra foi trocada a cada 20 nm. A cinética de decaimento foi
medida a um unico comprimento de onda utilizando um monocromador (M300 da
Bentham), e uma fotomultiplicadora (Hamamatsu, modelo R928P). Os decaimentos
dos transientes foram medidos utilizando um osciloscopio digital Tetronix TDS 340.
Os decaimentos cinéticos digitalizados foram transferidos para um computador para

analise dos dados utilizando o programa fornecido pela Edinburgh Instruments.
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Esquema 2: Equipamento de fotélise relampago.

4.2.11. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (H PLC)

A cromatografia foi realizada em um equipamento da Shimadzu, com
bomba LC-10AD, um injetor Rheodyne modelo 7725i, com amostrador de 20 L e
detector UV-vis, modelo SPD-M10A. Utilizou-se coluna CLC-ODS (4,6 mm x 15 cm)
da marca Phenomenex, constituida por particulas de 5 pm e 100 A de diametro as
quais esta ligada uma cadeia octadecil. A eluicdo da fase movel foi do tipo isocratica
e o fluxo foi mantido em 0,3 mL min™. As amostras foram dissolvidas na prépria fase
movel, filtradas numa pipeta de pasteur com um pedacgo de algodao e injetadas em
volumes de 20 pL usando uma seringa de capacidade 25 pL (Agilent Technologies).
Para as analises de lipofilicidade foi utilizada a fase mével composta da mistura de
metanol HPLC (MeOH) e agua Milli-Q em diferentes propor¢cdes. Para os estudos
fotoquimicos utilizou-se a fase mével composta de CH3CN/H,O (50% v/v) com
0,01% HTFA (&cido trifluoracético), pH 3,0. Estes experimentos foram realizados na
Central de Analises Quimicas Instrumentais (CAQI) no Instituto de Quimica de Sé&o
Carlos da Universidade de Séo Paulo (IQSC/USP) sob supervisdo do professor Dr.

Benedito dos Santos Lima Neto.
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4.2.12. Espectroscopia de emissdo 6ptica com plasma acoplado

indutivamente com configuracéo radial — ICP-OES

Os experimentos para determinacdo da concentracdo de metal
(ruténio) em amostras de Shake-flask (octanol/agua, amostras feitas em duplicata)
para o complexo 1 foram realizados em um ICP-OES com configuracao radial
(Perkin Elmer Optima 3000DV) localizado na Central de Analises Quimicas
Instrumentais (CAQI) no Instituto de Quimica de S&o Carlos (IQSC/USP). As
condi¢gbes operacionais para a determinagcdo da concentragdo de ruténio foram: a)
poténcia aplicada: 1,3 kW; b) vazdo do gas do plasma: 15 L min™; ¢) vazdo do géas
auxiliar: 0,5 L minY; d) vazdo do gas de nebulizacdo: 0,6 L min®. Para a
quantificacdo das amostras do Shake-flask contendo o metal de interesse adotou-se
0 método de calibracdo por padrédo. Para isto, solu¢cdes de quantidades conhecidas
do analito (i.e. ruténio) preparadas a partir de uma solucdo analitica de referéncia
(metal ruténio, concentracdo 1000 ppm) foram injetadas para obtencdo de uma
curva padréo. Estas solucbes foram preparadas em cinco concentracdes diferentes
de metal (0, 1,5, 3,0, 4,5 e 6 ppm), atentando-se para a faixa de concentracao de
metal esperada ser encontrada nas solu¢cfes organica (1-octanol) e aquosa (agua)
do experimento Shake-flask. Na etapa de preparo das amostras do complexo 1 foi
utilizada a técnica de decomposicédo de materias organicos por via umida usando os

acidos nitrico (HNO3) e perclérico (HCIO,), descrita na literatura®’.

4.2.13. Lipofilicidade

O coeficiente de particdo (log P) € um parametro fisico-quimico que
pode ser utilizado para estimar a afinidade relativa de uma dada espécie por uma
fase lipofilica, como a membrana celular, e uma fase aquosa. Geralmente uma
mistura bifasica n-octanol/agua é usada para mimetizar a interface membrana/agua.

Assim, dependendo do equilibrio de particAo de um dado composto neste sistema
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bifasico, pode-se inferir a tendéncia do mesmo em interagir e/ou de se incorporar
nas membranas biol6gicas ou permanecer na fase aguosa.

Os estudos de lipofilicidade envolveram diferentes técnicas: HPLC,
Shake-flask e ICP-OES. Esta ultima foi utilizada para se encontrar a concentracao
de metal (para o complexo 1) nas amostras de Shake-flask. Um guia para os
experimentos com o HPLC também foi utilizado'®®. Para a determinacéo do log P
para o complexo 1, foi usado o método convencional, denominado de “Shake-flask”,
por ser simples e valido numa ampla faixa de valores (-4 < log P < 4) e pelo fato de
poder ser realizado com equipamentos comuns do laboratério, como um
espectrofotbmetro e uma centrifuga. Nos dias atuais, a técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)'® est4 sendo utilizada como uma alternativa para
o método de Shake-flask. Isto, desde que os valores dos parametros de retencéo log
kw (parametro de retencdo extrapolando-se a 100% de fase aquosa, w = water)
obtidos possam ser corroborados com os valores de log P (por exemplo, obtidos por
Shake-flask e/ou calculados computacionalmente com o programa ACD/Labs).
Neste contexto, usou-se compostos padrfes tais como ciclohexanona, alcool
benzilico, acetofenona, 2-nitrofenol e p-Cl-fenol para construir uma curva padréo e
usa-la tanto para encontrar o valor de log P (usando os valores de log ky, obtidos por
HPLC) para os compostos de interesse como para comprovar o metodo de calculo
de log P usando o programa ACD/Labs (Advanced Chemistry Development Software
V8.14, ©1994-2010).

4.2.13.1. Determinacao dos valores do coeficiente d e particdo por

Shake-flask

Como parametro lipofilico, foram determinados os valores de
coeficiente de particdo do complexo 1 e de varios padrdes (ciclohexanona, alcool
benzilico, acetofenona, 2-nitrofenol e p-Cl-fenol) pelo método de Shake-flask,
utilizando-se n-octanol como fase organica e dgua como fase aquosa, procedendo-

110

se de acordo com a literatura™ (Equacao 10). Cabe ressaltar, que encontrou-se 0s

valores dos coeficientes de absortividade molar em n-octanol e agua para os
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padrées para entdo encontrarmos os valores de log P. Os valores de ¢
(absortividade molar, mol™ L cm™) foram obtidos preparando-se cinco solucées de
concentracbes conhecidas do determinado composto padrdo e fazendo-se um

grafico de Abs versus b[padrdo] {Lei de Beer*

Abs = gbc, em que Abs = valor de
absorcdo num determinado comprimento de onda (A), b = caminho Optico da cela
utilizada (no caso foi de 1 cm) e ¢ é o valor da concentracdo da solucao preparada
em mol L™}. O valor de log P para o complexo 1 foi encontrado de acordo com os
dados de concentracdo obtidos pela técnica ICP-OES de amostras em duplicata de
Shake-flask.
log P = log Cou (20)
Cagua
em que, Co € a concentragdo do composto na fase organica (1-octanol) e Cagua € @

concentracdo do composto na fase aquosa (agua).

4.2.13.2. Determinacao dos valores do coeficiente d e particdo por

HPLC

Apesar da grande vantagem da técnica de HPLC e a possibilidade de
se encontrar melhores modelos para particdes bioldgicas, a lipofilicidade baseada

nesta técnica ndo pode ser generalizada™*?

. O grande problema reside na criagao de
uma medida alternativa em relacdo ao coeficiente de particdo octanol-agua na
variedade de fases estacionarias disponiveis no mercado, isto é, as colunas
cromatograficas e da falta de padronizacdo quando se quer realizar comparacdes
inter-laboratoriais dos dados. Para superar estas dificuldades, o sistema
cromatografico necessita ser calibrado usando padrbes conhecidos que tambéem
permitem os dados de retencédo cromatograficos serem convertidos em coeficientes
de particdo. A reprodutibilidade das varias fases estacionarias comercialmente
conhecida, de automagéo e confiabilidade da instrumentacdo do HPLC moderno
tornam possivel explorar plenamente as vantagens da técnica para reunir uma
grande quantidade de dados de lipofilicidade de uma forma reprodutivel. No entanto,

isto também requer um consenso para a normalizagdo*?.
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A coluna cromatogréfica usada foi C-18 (Phenomenex) e a fase médvel
foi metanol/agua em diversas propor¢cées com 0,01% de HTFA (&cido trifluoracético,
Aldrich) em ambas as fases. A proporcdo de metanol na fase movel foi variada na
faixa de 50 a 90% v/v para a investigacéo dos tempos de retencédo dos padrbes e do
complexo 1. O fluxo da fase mével foi mantido a 0,3 mL min™, cada injec&o envolveu
20 pL de amostra (compostos dissolvidos na mesma fase movel) e todas as medidas
foram feitas a temperatura ambiente (~22 ). O fator de retencéo, k, foi calculado

por:

k = (tr B tO) (11)
to
em que, k € o fator de retencéo, t; € o tempo de retencdo da amostra e t, € 0 tempo
morto da coluna obtido pela injecdo do composto tirosina (to = 1,75 min). Vale

ressaltar que cada valor de t; foi obtido em duplicada.

4.2.13.3. Determinacéo de log k,,

As investigacdes da retencédo cromatografica em eluente que contenha
diferentes concentracbes permitem obter parametros que indiquem as diferencas em
estrutura de diferentes compostos e especialmente a hidrofobicidade dos
mesmos™*®. A dependéncia da retencdo cromatografica representada por log k com
o volume da fracdo do solvente organico usado na fase movel € frequentemente

descrito por uma equacao linear:

logk=logky -S .o (12)

em que, log ky € o fator de retencdo do composto em agua pura (100% agua) obtido
pela extrapolagdo da curva de regressao (coeficiente linear), S é o valor do
coeficiente angular da curva de regresséo e ¢ € a fracdo em volume de metanol na
fase movel. O valor de log k, € amplamente usado como parametro de

hidrofobicidade cromatografico.
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4.2.14. Estudos de citotoxicidade em células

Estes estudos foram realizados no laboratério do Prof. Dr. Antonio
Claudio Tedesco da FFCLRP/USP-Ribeirdo Preto. Os estudos envolvendo cultura
de células foram realizados com a linhagem neopldsica de macrofagos J774-Al
(American Type Culture Colletion, ATCC). Este tipo de células plasmaticas linféticas
foi obtido originalmente de ratos DBA/2. A inducéo deste tipo de neoplasma (cancer
linfético) é feita, normalmente, pela injecdo de metilcolantreno na cavidade toraxica
de ratos. A remocé&o do fluido, presente na cavidade apés dois dias e a transfusao
para outros animais, garante a proliferacdo deste tipo de células. Os estoques
primarios cultivados em laboratorio, a partir das matrizes animais, foram analisados
e comercializados pela ATCC.

Para o cultivo da linhagem J774-Al foi utilizado o meio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) 1X alta glucose (Gibco®) com glutamina,
suplementado com soro fetal bovino (BSA) inativado estéril (Cultilab) a 10 %,
Penicilina/Estreptomicina a 1 % (Cultilab), anfotericina (Cultilab) a 1.0 %. Ao final da
adicdo de todos os componentes, esse meio foi filtrado, utilizando-se uma
membrana de 0,22 um em capela de fluxo e posteriormente distribuido em garrafas
de vidro estéreis, contendo cada uma 90,0 mL de DMEM, sendo que, antes da sua
utilizacdo, o meio de cultura foi enriquecido com 10% de soro fetal bovino (Gibco
BRL).

A solucéo de soro bovino fetal foi pré-aquecida a 56°C, para inativacédo
das enzimas. Em seguida foi estocada em frascos de 150 mL e conservados no
freezer a -20°C. O soro bovino fetal apresenta em sua composicdo basica insulina,

horménios e varios outros fatores, indispensaveis ao crescimento celular.
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4.2.14.1. Diagrama de crescimento e manutencdo da c¢ ultura de

células neopléasicas

A cultura celular de macréfagos neoplasicos J774-Al foi estabelecida
em garrafas para cultura celular de 75 cm? (Corning), utilizando-se meio DMEM. As
células foram cultivadas até atingirem confluéncia e retiradas das garrafas de cultura
com auxilio de rodilho sob tampdo Hank's 1X (Cultilab). As mesmas foram
ressuspendidas em meio de cultura e replagueadas. O meio foi suplementado de
duas a trés vezes por semana.

ApoOs esta etapa, o meio contendo as células foi adicionado em um
tubo Falcon e centrifugado a 25°C com rotacdo constante de 400 rpm durante 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso com 10,0 mL de
meio completo; as células, entédo, foram distribuidas em placas de cultura.

A troca de meio destas células foi realizada sempre que necessario.
Quando o nimero médio de células atingia 1,5 x 10° células mL™, ou preparava-se
uma nova subcultura de células (0,5 x 10° células mL™) ou congelava-se as
mesmas.

Fez-se os estudos com o complexos em estudo em triplicata. Para isso,
preparou-se uma solucdo de cada um dos complexos em tampdo de potassio-
hidroxido de sédio (H,KPO,4 e NaOH) pH 7,0 na concentracdo de 0,1 mM. Porém,
para as analises de citoxicidade nas células utilizou-se concentra¢des de 1,0 umol L
! e 5,0 umol L™ partindo-se da solucdo do complexo anteriormente descrita (de 0,1
mM).

4.2.14.2. Aparelhagem

Os trabalhos rotineiros com culturas celulares foram realizados numa
capela de fluxo laminar vertical Pachane esterilizada com radiacdo germicida

ultravioleta e fluxo continuo de ar. Também se utilizou os seguintes aparelhos nos
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estudos de cultura e crescimento celular: para o monitoramento celular foi
empregado um microscopico optico Axiovert 40 CFL da Zeiss; os estudos de
viabilidade celular foram determinados utilizando-se um leitor espectrofotométrico
para protocolos de ELISA, Safire (TEKAN); como fonte de luz para os experimentos
fotoquimicos foi utilizado um fotopolimerizador Dabi Atlante modelo Ultralux
adaptado com filtros especiais para irradiagdo na regiao de 450 a 600 nm. As doses
de energia foram calculadas (3 J/cm? e 10 J/cm?), previamente a aplicacéo,
utilizando-se um power meter digital com cabeca de deteccdo modelo Field Master

da Coherent.

4.2.14.3. Viabilidade Celular = MTT

O ensaio de MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
brometo) baseia-se na deteccdo do crescimento e morte celular, de acordo com a
capacidade mitocondrial em converter o sal de tetrazolio MTT em um metabdlito de
coloracdo roxa, Formazan, que pode ser detectado espectrofotometricamente com
absorcdo em 570 nm. A estratégia da técnica depende da atividade mitocondrial das
células vivas, que esta diretamente relacionada com o metabolismo que resulta na
producdo do Formazan. Depois de estabelecida a fase de confluéncia (72 horas), as
células foram soltas e plaqueadas em placas de 24 pocos em DMEM completo,
permanecendo-se entdo em incubadora por 24 horas para adesédo. As células foram
incubadas por 4 horas (37°C e 5 % CO,) com os complexos em DMEM, avaliando-
se as concentracdes de 1,0 e 5,0 pmol L. Apés a etapa de incubacdo, o meio de
cultura foi descartado e as células cuidadosamente lavadas com solucdo de Hank’'s
(1 ml/poco). Na sequéncia, foram adicionados 250 pL/poco de solugédo de MTT (1,0
mg mL™ previamente dissolvidos em Hank’s), sendo incubadas por 4 horas. Apés
este periodo foram adicionados 750 pL de isopropanol para dissolugdo total do
Formazan formado. Em seguida, as placas de 24 pocos foram lidas em leitor do tipo
ELISA (Safire — Tekan) em 570 nm. A porcentagem de células viaveis foi calculada
de acordo com a relagédo: % células viaveis = (D.O.amostra/D.O.controle) X 100%, sendo
D.O.amostra = @ absorbancia do Formazan em 570 nm; D.O.controle = @ absorbéncia do

controle (células em meio de cultura sem adi¢cao de formulacao).
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Os resultados foram realizados em triplicada (n = 3), como ja dito anteriormente, e
as variaveis estatisticas foram calculadas e analisadas diretamente no programa
Prism 3.0 através dos testes de analise de variancia (One-way Anova) sendo Turkey
0 pos-teste aplicado.

A Figura 1 mostra uma foto do experimento realizado usando o

polimerizador como fonte de luz.

Figura 1: llustracdo do experimento com células J774-Al, em destaque o

polimerizador.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Preparacado e caracterizacdo dos complexos poli  piridinicos de
Ru(ll)

5.1.1. Sinteses

O Esquema 1 mostra as etapas de preparacdo do complexo 1 [(a-diimina) =
phen)]. Para os complexos 2-4 seguiu-se 0 mesmo procedimento, com 0s
respectivos ligantes (a-diimina) = Phyphen (Complexo 2), bpy (Complexo 3) e

Meobpy (complexo 4).
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5.1.1.1. Alligacdo Ru —N: Ru—NH; ou Ru—(N-heterociclico)?

Segundo a teoria acido-base de Lewis, Ru(ll) é deficiente de életrons,
portanto um grupo acido™*. Entélo, a sua coordenacéo preferencial seria por ligantes
basicos (doadores de elétrons). Em principio seria possivel dois tipos de ligacdo ao
centro metalico: Ru-N, (N do anel do ligante 4Apy) ou Ru-N; (N do grupo NH,). O
valor de pK,'* do N é 9,4, bastante basico portanto. Por um efeito de ressonancia,
o N localizado na posi¢cdo 1 do anel seria mais basico e portanto um doador o mais
forte. Ao mesmo tempo, uma vez que N, esta ligado ao anel da 4Apy, terd a
possibilidade de retrodoacdo 1 com o0 centro metdlico (Esquema 3). Portanto, o

metal prefere ligar-se ao N do anel do ligante 4Apy (Ru-N)).
T H
i i O
B AN H

Esquema 3: Representacao da ligacéo o e retrodoacéo 1 para Ru-N

5.1.1.2. A geometria dos complexos formados:  cis ou trans ?

A proposta dos complexos polipiridinicos serem cis pode ser explicada
pela distribuicdo de densidade eletrbnica na molécula: o ligante 4Apy € um melhor
doador o que os ligantes phen (pk, = 4,93), Phyphen (pks = 4,80), bpy (pKa = 4,40) e
Me,bpy (pKa = 4,90). Desta forma, a presenca de duas moléculas de 4Apy em

posicdo o resulta numa estabilizacdo o de densidade eletrénica no centro metalico.

5.2. Investigacbes Estruturais para os complexos 1 e 3 — Estudos

de Difracdo de Raios-X

Cristais dos complexos 1 e 3 foram obtidos pela evaporacéo lenta de
uma solucdo concentrada do complexo (1, ~5 mg em 1,0 mL de 1:1 EtOH/CH,CI, e

3, ~12 mg em 1,0 mL de CD3;CN). Esta composicao foi mantida a temperatura
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ambiente, no escuro, por cerca de 30 (trinta) dias quando se observou o
aparecimento de cristais convenientes para andlise de raio-X. A Tabela 1 mostra os
comprimentos e angulos de ligacdo para os complexos 1 e 3 e também os dados
experimentais para o complexo [Ru(bpy)s](PFes), em CH3CN. A Figura 2 mostra as
projecbes ORTEP para os referidos complexos. Para efeitos de comparagdo 0s
dados obtidos pelos célculos computacionais de otimizacdo da geometria destes

complexos estdo descritos na Tabela 2.

Complexo 1 Complexo 3

Figura 2: Projecbes ORTEP para os complexos 1 e 3.
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Tabela 1: Comprimentos de ligacdo (A) e angulos (9 para os complexos 1 e 3 e
[Ru(bpy)s](PFs)2 obtidos de dados experimentais de raio-X.

Complexos
Comprimento de ligacdo /A
Ligacao [Ru(bpy) 5] cis-[Ru(bpy) ,(4Apy) 5]** cis -[Ru(phen) »(4Apy) o]

2,046(3) 2,065(5) Ru-N2A

Ru—N(L)* 2,056(2) 2,059(3) 2,087(5) Ru-N1A
2,059(3) 2,082(5) Ru-N2

2,062(3) 2,054(5) Ru-N1

Ru—N(L")** - 2,120(3) 2,117(5) Ru-N3
2,105(3) 2,103(4) Ru-N3A

C(L)-N(NH,) - 1,385(6) 1,352(9) C15A-N4A
1,355(6) 1,340(1) C15-N4

Angulos de ligaco / °

(L)-Ru—N(L) 173,0(1) 173,56(13) 173,8(2) N1A-Ru-N2
ligante trans
(L)-Ru—N(L) 78,7(1) 79,23(13) 79,4(2) N1A-Ru-N2A
mesmo ligante 78,93(13) 79,6(2) N1-Ru-N2
(L)-Ru—N(L) 89,1(1) 87,76(13) 89,9(2) N1-Ru-N2A
ligantes diferentes
(L)-Ru—N(L" - 86,81(12) 85,8(2) N1A-Ru-N3A
posicao cis
(L)-Ru—N(L" - 175,53(12) 176,7(2) N2A-Ru-N3
posicéo trans
(L")-Ru—N(L" - 91,75(12) 91,8(2) N3A-Ru-N3
Angulo Diedral 7/ °
Ligante cis -[Ru(bpy) 2(4Apy) o]*" cis -[Ru(phen) »(4Apy) o]
(L)*—(L)* 88,39 87,59
(L7)** —(L")*=* 53,61 59,47
(L1)* —(L'1)*=* 88,46 82,37
(L1)* —(L'2)*=* 53,19 56,38
(L2)* —(L'1)*=* 52,90 56,37
(L2)* —(L'2)*=* 88,38 82,37

* (L) = Nitrogénio do anel do ligante 2,2'-bipiridina ou 1,10'-fenantrolina.

** (L") = Nitrogénio do anel do ligante 4-aminopiridina.

# Angulo Diedral obtido a partir da estrutura otimizada em CHsCN (DFT, B3LYP/LanL2DZ).

# STOYANOV, S. R.; VILLEGAS, J. M.; RILLEMA, D. P. “Density Functional Theory Calculations of Selected Ru(ll) Two Ring
Diimine Complex Dications”. Inorganic Chemistry, 41 (11), 2941-2945, 2002.
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Os complexos, 1 e 3, possuem arranjos geométricos bastante
similares. Cada complexo apresenta o atomo de Ru ligado a duas moléculas do
ligante a-diimina na configuragdo cis juntamente com os ligantes 4Apy. Para o
complexo 1, a molécula a-diiminal (caracterizada pelo N1Agq and N2Agq, eq =
posicao equatorial), um atomo de nitrogénio piridinico do ligante a-diimina2 (N2¢),
um atomo de nitrogénio piridinico do ligante 4Apy (N3eq) € 0 atomo de Ru estéo no
plano equatorial. O outro nitrogénio piridinico do ligante 4Apy (N3A.x, ax = posi¢cao
axial) estd trans a unidade piridinica do ligante a-diimina2 (N1.) localizado na
posicdo axial. Os complexos séo caracterizados por simetria C1.

A coordenacdo nos complexos corresponde a um arranjo octaédrico
dos ligantes na esfera de coordenacdo do metal. Para o complexo 3, 0 arranjo é um
pouco distorcido, possuindo o0 angulo Nleg(bpyl)-Ru-N7.4(4Apy) (posigcdo trans)
igual a 176,41°. Comparando-se os complexos 1 e 3, as distancias de ligagdo Ru—
N(phen) (complexo 1), 2.065, 2.087, 2.082 and 2.054 A sio relativamente mais
longas em relagéo as ligagdes Ru—N(bpy) (complexo 3).

Nas estruturas dos complexos, os ligantes a-diimina coordenados séo
aproximadamente planares; os desvios das posi¢cdes atdmicas no plano sdo todas
menos que 2° As duas moléculas de a-diimina estdo quase perpendiculars entre si,
como indicado pelos angulos diedrais (87,59 no complexo 1 e 88,39° no complexo
3). No complexo 3 cada subunidade piridina para cada ligante bpy é distorcido de
1,20°e 1,51°

Os angulos diedrais mostrados na Tabela 1 n&o levam a distor¢cbes
significativas nas estruturas dos complexos de forma a minimizar o efeito estérico do
ligante phen. A Figura 2 mostra uma leve rotacédo dos ligantes 4Apy em relacdo aos
planos do ligante do ligante bpy. Efeito similar também foi observado para o
complexo com o ligante phen.

Estes resultados mostram que as estruturas cristalograficas dos
complexos 1 e 3 sao similares.

Os comprimentos e angulos de ligacdo obtidos por calculos
computacionais (Tabela 2) sdo concordantes com os dados experimentais validando
a metodologia computacional usada.
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Complexo 1 7 Complexo 2

Figura 3: Geometrias otimizadas dos complexos 1-4 em CH3CN (DFT,

B3LYP/LanL2DZ) (os atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza).
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Tabela 2: Comprimentos de ligacdo (A) e angulos (9 para os ¢ omplexos 1-4 obtidos
de célculos computacionais (geometria otimizada) em CH3;CN.

Complex o
Comprimento de ligacdo /A
Ligacao 1 2 3 4

Ru—N(L)* 2,1077 2,1002 2,0907 2,0901
2,0972 2,0866 2,1098 2,1105

2,0972 2,1019 2,0900 2,0892

2,1077 2,0875 2,1082 2,1090

Ru—N(L")** 2,1449 2,1475 2,1588 2,1596
2,1448 2,1494 2,1597 2,1581

C(L)-N(NH,) 1,3698 1,3699 1,3695 1,3702
1,3698 1,3698 1,3695 1,3703

Angulos de ligagdo /°

(L1)*-Ru—N(L2)* 174,44 174,35 169,31 169,08
ligante trans
(L1)*-Ru—N(L1)* 79,45 78,92 78,53 78,40
mesmo ligante 79,45 78,90 78,50 78,36
(L1)*-Ru—-N(L2)* 96,52 97,04 93,82 93,79
ligante diferente 88,33 88,48 89,78 89,62
(L1)*~Ru—N(L")** 86,64 86,53 91,11 91,09
posicéo cis 90,09 89,94 91,06 91,07
(L2)*~Ru—N(L")** 90,09 89,99 91,19 90,98
posicao cis 86,64 86,41 91,02 91,14
(L)*~Ru—N(L")** 176,15 175,88 175,00 175,07
posicao trans 176,15 175,85 174,99 175,05
(L)*—Ru—N(L")** 91,70 91,84 88,58 88,75

* (L) = Nitrogénio do anel dos ligantes 1,10’-fenantrolina, 4,7-difenil-1,10’-fenantrolina, 2,2'-bipiridina ou 4,4’-dimetil-2,2’-
bipiridina;
** (L") = Nitrogénio do anel do ligante 4-aminopiridina.

5.3. Espectroscopia de Absorcéo Eletronica UV-vis

Os espectros de absorcao eletrénica UV-vis para os complexos 1 a 4
(Figura 4) mostram dois conjuntos de absor¢des distintos, um na regido de 210-230

nm (ndo mostrado na Figura 4) e outro na regiao de 400-600 nm.
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Figura 4: Espectros de absorcao eletrénica dos complexos 1, 2, 3 e 4 em CH3CN.

De acordo com os dados experimentais (Figura 4), na regido do visivel,
0os complexos com o ligante phen e Phyphen, complexos 1 e 2, apresentam uma
banda intensa com Anax 480 e 500 nm, respectivamente, enquanto que 0sS
complexos com o ligante bpy e Me,bpy, complexos 3 e 4, apresentam uma banda
similar a 490 nm. Essas bandas sdo moderadamente sensiveis ao solvente. Para
ambos os complexos com os ligantes bpy e phen, um deslocamento para a regiao
do vermelho com o aumento da contribuicdo eletrénica do substituinte (Me- < H- <
Ph-) é observado. O deslocamento para o vermelho é devido a organizacao
estrutural do ligante phen quando se compara 0 mesmo com o ligante bpy, o qual é
uma molécula com menor rigidez e a maior forca do campo ligante do ligante phen
em relacdo a bpy. Este resultado é consistente com a reduc¢éo do valor do GAP de
energia HOMO-LUMO para o ligante bpy quando comparado com a phen (item 5.8).

Em relacdo aos espectros para os complexos 3 e 4, hd um fraco efeito do
substituinte na regido da posicao do visivel no espectro: o espectro do complexo 3 é

praticamente idéntico ao do complexo 4.
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5.4. Experimentos de Fotdlise Relampago

Os espectros de absor¢cdo transiente/intermediérios (Figura 5) dos
estados excitados obtidos para os complexos 1 a 4 em acetonitrila com excitacao
com pulsos de laser de 8 ns a 355 nm sdo similares aos respectivos complexos
[Ru(a-diimina)s]** relatados na literatura. Para o complexo 1, por exemplo, as
medidas de absorcdo de transiente resultaram no decaimento da absor¢ao na regiao
de 480 nm (Amax) € a formagédo de uma absorgéo na regido de 370 nm e 555 nm
consistente com a formagdo do estado excitado do tipo MLCT (Ru—phen ou
Ru—bpy). O estado excitado ao redor de 600-700 nm corresponde a emissao de luz
a partir da relaxacdo do estado excitado para o estado fundamental’’®. O
decaimento bi-exponencial observado para estes transientes € concordante com os
dois tempos de vida de emissao obtidos (discussdo no item 5.5.) confirmando que
estas emissdes surgem de transicdes eletrénicas do tipo *MLCT (Ru—phen ou

Ru—bpy).
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Figura 5: Espectro de absorcdo no estado
para os complexos 1-4 em CH3CN.

excitado (acima) e fundamental (abaixo)

5.5. Luminescéncia:

5.5.1. Estado Estacionario

Os complexos de 1 a 4 quando excitados a 500 nm (Aexc) apresentam
uma banda de emissao intensa e larga com um maximo ao redor de 660 nm (Figura
6). O espectro de excitagdo para os quatro complexos (Aem = 650 nm, Figura 6
inserido) sé@o similares ao espectro de absor¢cdo dos mesmos (Figura 4) indicando
gue as emissdes observadas sdo originarias de um mesmo estado excitado. Apesar

dos espectros de emissdo serem independentes do comprimento de onda de
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excitacdo (350 a 500 nm), a emissao é mais intensa quando se excita na regido do
visivel sugerindo que a emissao ocorre de um estado excitado de menor energia
com caracteristicas MLCT, populado por excitacdo direta ou por conversao interna a

partir do estado excitado de menor energia.
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Figura 6: Espectros de emisséo e excitagao (inserido) dos complexos 1 a 4 obtidos
em CH3CN.

5.5.2. Rendimento Quantico de Emissao:

Usando a Equacao 7 calculou-se os valores de rendimento quantico de
emissao (@m) para os complexos estudados em CH3CN. Os valores sdo mostrados

na Tabela 3.

Tabela 3: Valores de rendimento quéantico de emissédo (@.m) dos complexos 1-4
obtidos em CH3CN.

Complexo @om
(1) cis-[Ru(phen).(4Apy)2]~* 0,032
(2) cis-[Ru(Phophen)2(4Apy)2]** 0,046
(3) cis-[Ru(bpy)2(4Apy).]** 0,051
(4) cis-[Ru(Mezbpy)2(4Apy)2]** 0,072
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O complexo 2 exibe uma banda de emissao larga e um deslocamento
no maximo de emissdo para maior comprimento de onda em relagcdo aos outros
compostos (Figura 6). Para os complexos em estudo, os valores de @.,, seguem a
ordem: phen (0,032), Phyphen (0,046), bpy (0,051), Mezbpy (0,072) em solucdo de
CH3CN a temperatura ambiente.

5.5.3. Tempo de vida de luminescéncia

O perfil do decaimento de emissdo (Aexc = 460 nm € Agy, = 660 NM) em
solugdo de CH3CN e DMF em temperatura ambiente para os complexos 1-4 foi
obtido ap6s um ajuste bi-exponencial, refletindo numa distribuicdo de dois processos
emissivos. Os valores de tempo de vida (em ns) encontrados sdo mais curtos
quando comparados com o do complexo [Ru(phen)s]** (500 ns) (Tabela 4, Equacao
13, Figura 7).

As curvas de decaimento foram ajustadas por uma soma de

exponenciais (Equacéao 13).
1()=Y;a;€"" (13)

em que, ;7 é o tempo de vida da componente i do decaimento, e a; é 0
correspondente fator pré-exponencial.

Considerando-se o perfil do pulso de excitacdo, foi feita a
deconvolucdo. A qualidade do ajuste baseou-se no valor de x° : esse valor deve

estar proximo de 1,0.
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Tabela 4: Valores de tempo de vida (1 / ns) e fator pré-exponencial normalizado (a;)
encontrados para os complexos 1-4 em CHsCN e DMF ([complexos] = 2,0x10™ mol
L") usando a Equac&o 13.

Solvente  Complexo T /ns 1,/ ns 13/ ns X
(1) 75,23+0,10 15,6+0,6 - 1,053
(2) 107,47+5,49  11,25+1,42 665,78+0,63 1,176
CHsCN
(3) 73,95+0,08 13,8+0,03 - 1,137
(4) 54,44+0,10 14,5+0,39 - 1,138
(1) 140,99+0,18  22,84+1,32 - 1,041
(2) 183,45+15,99  4,27+1,02 949,65+1,17 1,186
DMF
(3) 107,54+0,11  18,55+1,83 - 1,019
(4) 92,74+0,15 26,5+2,27 - 1,028
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Figura 7. Curvas de decaimento de emissao para os complexos 1-4 em (A) CH3;CN
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O tempo de vida de emissdo do complexo 2 foi significativamente mais
alto que os observados para os outros complexos. Além disso, devido a estes
valores, ndo € possivel se obter uma correlacdo entre os valores de rendimento
quantico de emissédo e tempos de vida de emissdo. Este comportamento sugere a
presenca de estados excitados de menor energia de caracteristica centrada no
ligante (Te>T1r*) proximas aos estados de MC/MLCT. Estes resultados sao
confirmados pelos célculos computacionais (item 5.8.) que mostram a presenca de
uma transicao eletronica centrada no ligante (LLCT, a 3,59 EV) proximo em energia
aos estados excitados de MC/MLCT (3,70 eV).

5.6. Eletroquimica e Espectroeletroquimica

Para os complexos 1 e 2 a oxidacdo do metal ocorre a +1,19 V e +1,17
V vs eletrodo de Ag/AgCI, respectivamente (Figura 8). A oxidacdo do metal no

complexo 3 ocorre a 1,21 Ve o complexo4a 1,14 V.

—
—
—

00 02 04 06 08 10 12 14 16
Potencial / V vs Ag/AgClI

Figura 8: Voltamogramas ciclicos obtidos dos complexos 1-4 em CH3;CN (TBAPFg

0,1 mol L}, [complexos] = 0,1 mol L™ vs Ag/AgCI).

Os voltamogramas ciclicos de cada complexo mostram um par redox
Ru"/Ru" (vide Figura 8) e processos de reducdo do ligante a-diimina (n&o

mostrados na Figura 8), os quais podem ser comparados com resultados obtidos de
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complexos analogos de Ru(ll)—(a-diimina). Os valores para o par redox Ru"/Ru" sao
menos positivos em relacdo aos seus analogos [Ru(ll)(a-diimina)s]**, o que reflete,
como esperado, niveis de energia t,g mais elevados.

Com a finalidade de obter mais informacdes sobre as caracteristicas
das ligacbes quimicas nos complexos de Ru(ll) estudados neste trabalho,
realizamos experimentos espectroeletroquimicos. Estas medidas confirmaram que a

""e oxidac&o do Ru" revela um processo totalmente reversivel.

reducado do Ru

Para os complexos de Ru(ll) aplicou-se potencial constante de 1,3 V
numa solugédo contendo o complexo e o eletrdlito de suporte (TBAPFg). A oxidagéo
do complexo {Ru(ll) — Ru(lll)} foi monitorada por espectroscopia de UV-vis. Os
espectros obtidos durante o decorrer da oxidacdo dos complexos 1-4 sdo mostrados
na Figuras 9A e 10A. Para o complexo 1, por exemplo, houve um réapido
desaparecimento da banda de MLCT a A =490 e 440 nm e o surgimento de uma
banda em 770 nm (334 nm, ombro). Observou-se também a formacdo de pontos
isosbésticos a 570, 383 e 323 nm.

Para todos os complexos estudados, obteve-se pontos isosbésticos
sugerindo que a oxidacdo do metal resulta na formacédo de apenas uma espécie:
[Ru"(a-diimine™)2(4Apy)]**. Ap6s 34 minutos de eletrdlise a potencial constante de
1,3 V, o mesmo foi alterado para 0 V a fim de reduzir todo o metal que havia sido
oxidado em solucao, retornando, desta maneira, para o complexo de partida no
estado de oxidacéo original (+2) (Figuras 9B e 10B). Este procedimento resultou em
uma reversao nas alteracdes espectrais até que o espectro final coincidisse com o
inicial e isto foi observado para todos os complexos. Como consequéncia disto, em
relacdo ao complexo 1, houve o desaparecimento da banda em 770 nm e
crescimento da banda em Amax = 490 nm.

Em relacdo ao complexo 3, por exemplo, o espectro de absor¢éo do

produto gerado (Ru"

) (Figura 10A) durante a aplicacdo do potencial de 1,3 V possui
duas bandas na regido do ultravioleta, na regido de 280 nm e 360 nm e uma banda
intensa na regido do visivel a 770 nm. Esta observacdo € compativel com a situacéo
em que o ligante a-diimina perde um elétron: Amax (bpy-¢): 882, 582, 397 nm
(méaximos das bandas em DMF)'!’. Estas caracteristicas se assemelham & absorc&o

do ligante a-diimina: — 1* a ~800 nm. A absorcao de intensidade baixa na regiao
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do visivel é atribuida a transi¢cdo de LMCT (transferéncia de carga do ligante para o

metal)llS 119,120.

- a-diimina—Ru(lll); TT— tyg.
As reacgbes quimicas envolvidas nos estudos espectroeletroquimicos

no solvente DMF, para todos os complexos, podem ser representadas pela equacéao:

E=13V
. . . —_— . .. . .-
cis-[Ru"(a-diimina),(4Apy),]** <—— cis-[Ru"(a-diimina™)(4Apy)]** (14)
E=0V
3.2 fﬁ 3.0
o N 1 il 1
’ ( \ 254 ||
244 || © |\
8 \ 8209 ||
§°1 11 g \
£ 16] | ‘\ 5 154 4\ T
3.1, | g 111
< [} T 104 | l
08 | l
04# &é § 054 | & -
00l . . . _ . : . 0.0ﬁé{ . . . . ' v -
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3.0 f”‘nl 2 30‘/’&‘} 2
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e S 2.0 ;
o = 1.5-
g g™
< 1.0_
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Figura 9: Espectroeletroquimica dos complexos 1 e 2 em DMF ([complexo] = 0,22

mM, 0,1 mol L™ TBAPFe): (A) oxidagio, Eapicado = 1,3 V, t = 0 a 34 min; (B) redugéo,
Eap”cado = 0 V, t = 0 a 34 mln.
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Figura 10: Espectroeletroquimica dos complexos 3 e 4 em DMF ([complexo] = 0,22
mM, 0,1 mol L™* TBAPF): (A) oxidacao, Eaplicado = 1,3 V, t = 0 a 34 min; (B) reducéo,

Eap”cado = O V, t = O a. 34 mln.
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5.7. Comportamento Fotoquimico

5.7.1. Fotdlises continuas

5.7.1.1. Fotdlise continua acompanhada pela técnica de UV-vis e

luminescéncia

Os complexos 1 a 4 sédo termicamente estaveis em solucdes aquosas e
ndo aquosas, porém sao fotoreativos. A reatividade fotoquimica é dependente
somente do ligante a-diimina.

Quando solugbes dos complexos 2 a 4 em CH3CN foram submetidas a
fotdlise continua e 0 acompanhamento realizado por espectroscopia de absor¢cdo UV-
vis, o resultado forneceu mudancas espectrais que foram consistentes com a
substituicdo de somente uma molécula do ligante 4Apy por uma molécula de solvente

(Equacéo 15)Error! Reference source not found.

Luz
cis-[Ru(a-diimina),(4Apy),]** — cis-[Ru(a-diimina),(4Apy)(CH;CN)]**+4Apy (15)
CH5CN

L
cis-[Ru(a-diimina),(4Apy)(CHsCN)J** — cis-[Ru(a-diimina),(CHsCN),]*"+ 2 (4Apy)  (16)
CH3CN

A Figura 11 ilustra as mudancas espectrais obtidas quando solucdes
dos complexos 2-4 em acetonitrila (~1,0 x 10 mol L) foram irradiadas com luz de
420 nm), li = 1,24 x 10°® einstein s™. Por exemplo, para 0o complexo 2, 0 espectro
mostra um decaimento progressivo da banda caracteristica de absor¢cdo a 500 nm
concomitantemente com um deslocamento para a regido do azul a 440 nm (Figura
11). Fotdlise exaustiva leva a um espectro estdvel no final. Com base no
pressuposto de que um unico produto foi formado (veja abaixo), o coeficiente de
extincdo molar de sua banda caracteristica foi calculado e obteve-se o valor de 5,77
x 10°® mol* L cm™. Bandas similares a 440 nm foram relatadas previamente para
complexos de Ru(ll)—(4Apy). Vale ressaltar que a reacdo ndo volta ao reagente
inicial quando a solucédo deixa de ser irradiada.
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Figura 11: Espectros de absorcdo eletrbnica UV-vis obtidos durante fotdlise

continua em 420 nm para os complexos 2-4 em solu¢cdo de CH3CN (inserido:

graficos de Abs)max VS tempo).

Quando solugdes analogas irradiadas a 420 nm foram monitoradas por

espectroscopia de luminescéncia, a banda maxima de emissao ao redor de 660 nm

desaparece, e nenhuma nova banda aparece na regido (Figura 12). As mudancas

espectrais de UV-vis destas solu¢des foram obtidas como descrito acima, e graficos

relacionando as mudancas de intensidade dos espectros 0ticos versus as mudancas
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no maximo de emissao apresentaram aspecto linear (Figura 12 inserido), implicando

a correspondéncia de 1 para 1 na reacdo fotoquimica observada [R? = 0,997

(complexo 2); 0,991 (complexo 3) e 0,997 (complexo 4)].
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Figura 12: Espectros de emissdo em CH3;CN obtidos durante fotolise em 420 nm

dos complexos 2-4 em CH3CN (Aexc = 500 nm) (inserido: gréaficos de intensidade de

emissao vs absorbancia no Amax).

Uma mudanga imprevisivel no comportamento fotoquimico para o

complexo cis-[Ru(a-diimina).(4Apy).]** foi observada quando o ligante quelato usado

foi o ligante phen. A fotolise do complexo 1 em CH3CN difere dos outros complexos
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estudados neste trabalho por causa da producdo do ion-complexo cis-
[Ru(phen)>(CHsCN),]** como produto final. A fim de melhor compreender este
processo fotoquimico, as mudancas no espectro de UV-vis do complexo 1 em
solucdo de CH3CN durante a fotélise com luz de 420 nm (li = 1,18 x 10°® einstein s™)
foram analisadas (Figura 13A, inserido: grafico de Absymax VS tempo). A diminuigdo
progressiva da banda larga a 450-480 nm, com concomitante deslocamento para a
regido do azul a 440 nm (Figura 13B) e entdo para 420 nm (Figura 13C), resultando
num foto-produto final com menor coeficiente de extingcdo molar quando comparado
com o complexo 1. O espectro de absorcdo da solucédo final de fotdlise esta
relacionado ao complexo cis-[Ru(phen)>(CHsCN)oJ*" (Amax = 420 NM; €max = 8 600
mol™ L cm™)™ sugerindo que a irradiacdo continua a 420 nm esta relacionada a um

sucessivo processo de dissociacao, isto é:

L
cis-[Ru(phen),(4Apy)s]>* —— cis-[Ru(phen)s(4Apy)(CHsCN)Z* + 4Apy  (17)
CH4CN

L
cis-[Ru(phen)»(4Apy)(CHsCN)?* ——> cis-[Ru(phen)o(CHsCN):J?* + 2 (4Apy)  (18)
CH4CN
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Figura 13: Espectros de absorcdo eletrbnica UV-vis obtidos durante fotélise

continua em 420 nm para o complexo 1 em solugcdo de CH3CN: (A) fotolise toda

(inserido: graficos de Absymax vs tempo), (B) 0 a Imine 30 s, (C) Imin e 30 s a 19

min.

A fotdlise continua também foi acompanhada pelas mudancas nos

espectros de emissdo como ja mencionado anteriormente. A Figura 14 mostra o

decaimento de emissdo para o complexo 1 em CH3CN durante 19 minutos de
fotélise em 420 nm. O complexo cis-[Ru(phen),(CH3CN),](PFs). ndo apresenta

luminescéncia a temperatura ambiente. Assim, a fotossubstituicdo no complexo 1

envolve a perda de duas moléculas do ligante 4Apy e a entrada de duas moléculas

de solvente na esfera de coordenacgéao do metal.
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Figura 14: Espectros de emissdo em CH3;CN obtidos durante fotolise do complexo 1
em 420 nm (inserido: grafico de intensidade de emissao vs absorbancia no Ansx com
R%=0,997).

Com a finalidade de melhor caracterizar a fotoreatividade dos
complexos de 1 a 4, calculou-se o rendimento quantico de substituicdo (ou de
fotolabilizac&o) do ligante 4Apy (@sus) @ partir das mudancas espectrais (UV-vis) e
mudancas nos coeficientes de extingdo molar dos produtos e reagentes. Os dados
sao apresentados posteriormente.

A geracao fotoquimica dos compostos cis-
[Ru(a-diimina)(4Apy)(CHsCN)?* e  cis-[Ru(a-diimina),(CHsCN),]**  fornece a
oportunidade de investigar a cinética e outros detalhes de reacdes de substituicdo
(equagbes 15 e 16). Para solventes doadores como € o caso da acetonitrila, 0s
valores de velocidades permitram o estudo cinético usando técnicas
espectrofotométricas convencionais, e as reacdes fotoquimicas mostraram-se
guantitativas para cada sistema investigado. Para os complexos 1-4 os gréaficos de

In(Ao — A-)/(A;— A.) versus tempo s&o lineares (Figura 15)**

(em que Ao, A~ e A;sao
os valores de absorbancia no tempo 0 de irradiagcéo, no tempo infinito € num tempo t
gualquer, respectivamente). Cabe ressaltar que para o complexo 1 obteve-se dois

graficos ja que a reacao fotoquimica ocorreu em 2 etapas: a primeira, com a saida
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de uma molécula de 4Apy da esfera de coordenacdo do metal; a segunda, com a
saida da outra molécula 4Apy (Equacdes 17 e 18).
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versus tempo para os complexos 1-4.

59



Os valores obtidos de constantes de velocidades (kons = coeficiente
angular das retas obtidas na Figura 15) observadas em CH3CN e tempos de meia
vida (ty2, obtidos dos gréaficos de Absymax VS tempo) segue a relacdo esperada da
capacidade o-doadora/receptora do grupo substitinte como mostrado na Tabela 5
(Mezbpy > bpy > phen (22 saida da 4Apy) > Phyphen).

Tabela 5: Valores de constantes de velocidades (kops) € tempos de meia vida (t1/2)

em CH3CN para os complexos 1-4.

Complexo Kobs / S tyo /'S
) 0,0091 e 0,0046 115 e 190
2) 0,0013 245
3) 0,0033 150
@) 0,0053 120

Em relacdo ao complexo 1, como esperado, observamos dois
decaimentos cinéticos: um bastante rapido devido a liberagéo da primeira molécula
do ligante 4Apy (keps = 0,0091 s™) e o segundo (keps = 0,0046 s™), mais lento, foi
coerente com a ordem o-doadora/receptora do substituinte como mostrado
anteriormente.

Os valores de rendimento quéantico de substituicdo (@us) €m relagao
aos experimentos fotoquimicos foram calculados de acordo com a Equacdo 5. Os

valores obtidos estédo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6: Valores de rendimento quantico de substituicdo (@sups) para os complexos

1-4 em relacdo aos experimentos fotoquimicos em CH3CN.

Complexo Psubs
(1) cis-[Ru(phen)2(4Apy)2](PFs)2 0,233 (12 parte)
0,012 (22 parte)
(2) cis-[Ru(Phzphen),(4Apy)2](PFs)2 0,044
(3) cis-[Ru(bpy)2(4Apy)2](PFe)2 0,145
(4) cis-[Ru(Mezbpy)2(4Apy)2](PFe)2 0,152

Para o complexo 1 em CH3CN, 0 @ust foi de 0,233 e 0,012 para a
primeira e segunda fotolabilizacdo do ligante 4Apy, respectivamente. Como
esperado, 0 Qs para o complexo 3 (0,145) apresentou um valor préximo ao do
complexo 4 (0,152) e ambos foram maiores que o valor encontrado para o complexo
2 (0,044). Esta mesma ordem pode ser inferida em relacdo ao kqps em s™ [1 (0,0091)
>> 3 (0,033) = 4 (0,0053) > 2 (0,0013)] e t1» em segundos [1 (115) < 4 (120) < 3
(150) <<< 2 (245)].

5.7.1.2. Fotdlise continua acompanhada pela técnica  de RMN *H

Para também identificar os foto-produtos das fotélises continuas dos
complexos 1-4 realizou-se experimentos fotoquimicos acompanhados pela técnica
de RMN 'H em solucdes de CDsCN. A Figura 16 apresenta o desenho das
moléculas dos complexos 1-4 juntamente com os respectivos codigos. Os espectros
de RMN *H obtidos das solugdes dos complexos 1-4 néo irradiadas s&o mostrados
na Figura 17. A Tabela 7 apresenta os dados dos espectros: deslocamento quimico

(&4), multiplicidade (mult.) e constante de acoplamento (J).
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Complexo 1 Complexo 2

Figura 16: Desenho das moléculas dos complexos 1-4 juntamente com o0s
respectivos codigos.
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Figura 17: Espectros de RMN *H (400 MHz) dos complexos 1-4 obtidos em CDsCN

(solucdes néao irradiadas).
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Tabela 7: Dados dos espectros de RMN 'H (400 mHz) dos complexos 1-4 em

CDsCN

[deslocamento quimico (&),

acoplamento (J)].

multiplicidade (mult.) e constante de

Complexo, &y (mult., J)

31

41

a, o

B. B

N—-H (NHy)

1
9,35 (dd*; 5,4/1,1)

8,09 (m*)
8,67 (dd; 8,4/1,1)
8,15 (d*; 8,9)
8,05 (d; 8,9)
8,32 (dd; 8,4/1,1)
7,42 (m)
7,94 (dd; 5,4/1,1)
7,76 (d; 7,0)
6,34 (d; 7,0)

5,26 (s¥)

2
9,47 (d; 5,6)

8,16 (m)
7,69 (m)
8,15 (d; 9,4)
8,06 (d; 9,4)
7,69 (m)
7,48 (m)
8,10 (d; 5,6)
7.94 (d; 6,7)
6,47 (d; 6,7)

5,35 (s)

3
8,92 (d, 5,7)

8,34 (d, 8,1)
8,08 (m)
7,85 (m)
7,85 (m)
7,72 (m)

8,25 (d, 8,1)
7,84 (m)

7,63 (dd; 1,3/5,7)
6,40 (dd; 1,3/5,7)

5,32 (s)

*dd = duplo dubleto; d = dubleto; m = multipleto; s = singleto

4
8,71 (d; 5,7)

7,54 (d,5,7)
2,58 (s)
8,20 (s)
8,10 (s)
2,42 (s)

7,11 (d,5,7)

7,64 (d,5,7)

7,63 (dd; 1,3/6,9)
6,39 (dd; 1,3/6,9)

5,30 (s)

A fotdlise em 420 nm dos complexos 2-4 resultou em espectros de

RMN H consistentes com o produto cis-[Ru(a-diimina),(4Apy)(CHsCN)]**, isto &,

com apenas a saida de um ligante 4Apy da esfera de coordenagdo do metal

(Equacéo 15). A Figura 18 mostra os espectros obtidos dos referidos complexos

apos 90 minutos de fotdlise em 420 nm.
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Figura 18: Espetros de RMN *H (400 MHz) obtidos durante fotélise em 420 nm de

solucdes em CD3CN dos complexos 2-4.

Por exemplo, em relagcdo ao complexo 4, o sinal em 8,71 ppm referente
ao H6 do ligante Me,bpy diminui de intensidade e um novo sinal em 9,16 ppm
aparece durante a fotolise indicando a mudanca da natureza o-doadora do ligante
trans, isto €, do ligante 4Apy versus CD3CN (melhor visualizado na Figura 19). O
sinal em 5,30 ppm referente ao H do grupo NH, na posicao 4 do ligante 4Apy [N-H
(NHy)] decresce em intensidade e um novo sinal aparece em 5,05 ppm referente ao
ligante livre 4Apy. Isto indica a troca de um ligante 4Apy por uma molécula de

solvent (CD3CN) na esfera de coordenacdo do metal. Uma analise similar para os
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complexos 2 e 3 pode ser feita e a Figura 20 mostra o aparecimento do sinal do H

do grupo NH, do ligante 4Apy livre em solugao.
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M AJ»NN;‘
nao irradiado n&o irradiado
9.0 8.9 8.8 8.7 8.6 8.t 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.€
ppm ppm

Figura 19: Espetros de RMN *H (400 MHz) (ampliados) obtidos durante fotélise em
420 nm de solucdo em CD3CN do complexo 4: (A) regido entre 9,0 e 8,5 ppm; (B)

regiao entre 5,5 e 4,8 ppm (o destaque em vermelho esta ampliado).
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Figura 20: Espetros de RMN *H (400 MHz) (ampliados) obtidos durante fotélise em
420 nm de solucdo em CD3CN dos complexos 2 e 3: regido entre 5,5 e 4,5 ppm (0s

destaques em vermelho estdo ampliados).
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A fotélise em 420 nm do complexo 1 resultou em espectros de RMN *H
consistentes com o produto cis-[Ru(phen),(CHsCN),]** (Equacdo 18). A Figura 21A
mostra os espectros obtidos do referido complexo antes e apdés 30 minutos de

fotolise em 420 nm.
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Figura 21: Espetros de RMN *H (400 MHz) obtidos durante fotélise em 420 nm de
solucdes em CD3CN do complexo 1: (A) regido entre 4,5 e 10 ppm; (B) regido entre

9,2 e 10 ppm e (C) regiéo entre 4,6 e 5,05 ppm.

A presenca dos complexos mono e bis-acetonitrila, isto é, os produtos

da reacao representada pelas Equacdes 17 e 18, respectivamente, foi observada na
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fotdlise do complexo 1. Apos a irradiacdo, o sinal em 9,35 ppm (H6) decresce e o
sinal do H do grupo NH; do ligante 4Apy livre em solucdo apareceu em 4,86 ppm
(Figura 21B). O espectro de RMN de *H final esta de acordo com o espectro da

espécie cis-[Ru(phen),(CDsCN),]***??, confirmando a atribuicao.

5.7.1.3. Fotdlise continua acompanhada pela técnica  de HPLC

Os foto-produtos das fotdlises em CH3CN durante 90 minutos de
irradiacdo a 420 nm dos complexos 1, 3 e 4 foram também avaliados pela técnica de
HPLC na fase mével CH3CN:H,O (50% v/v) e fluxo 0,3 mL min™. Em relagéo ao
complexo 2 esta condicdo de fase movel e fluxo ndo levaram a obtencdo de
cromatogramas satisfatérios apesar da pureza comprovada do complexo por todas
as outras técnicas utilizadas neste trabalho. Esta técnica também foi usada para
comprovar a pureza dos compostos, ja que nos cromatogramas obtidos das
solugdes néo irradiadas dos complexos observou-se somente um pico.

As Figuras 22A e 22B mostram 0s cromatogramas obtidos (no
comprimento de onda maximo de absor¢do) durante a fotélise dos complexos 1, 3 e
4 e 0s seus respectivos espectros de absorcdo UV-Vis, respectivamente. No
decorrer da irradiacdo houve o decréscimo de intensidade na absorbancia no pico
cromatografico dos complexos, o qual apareceu por volta de 4 minutos para os trés

complexos.
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Figura 22: Cromatogramas (A) e respectivos espectros de absorcdo UV-vis (B)

obtidos durante fotélise continua em 420 nm dos complexos 1, 3 e 4 em CH3CN.
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De acordo com os espectros de UV-vis observou-se a formacao do
complexo bis-acetonitrila na reagdo fotoquimica com o complexo 1 e a formacéo do
mono-complexo na rea¢do com os complexos 3 e 4. Estes resultados comprovaram
0s outros estudos fotoquimicos realizados com acompanhamento das técnicas UV-
vis e RMN 'H. Cabe ressaltar que tanto o pico cromatografico referente ao produto
da reacdo quanto o pico referente ao ligante 4Apy livre apresentaram-se na mesma
regido do pico do respectivo reagente de partida (por volta de 4 minutos). A Figura
23 mostra o cromatograma e espectro UV-vis (inserido) de uma solu¢cdo em CH3;CN
do ligante 4Apy livre obtidos nas mesmas condi¢cdes de fase movel e fluxo das

fotolises continuas.
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Figura 23: Cromatograma e respectivo espectro de absor¢cdo UV-vis (inserido)

obtido do ligante 4Apy em CH3CN.

5.8. Calculos Computacionais
5.8.1. Orbital molecular e analise de NBO

Para uma melhor interpretacdo dos resultados fotoquimicos e
fotofisicos apresentados para os complexos 1-4, uma andlise do carater dos orbitais
moleculares e a natureza dos estados excitados dos complexos pode ser feita de

acordo com os resultados de célculos computacionais.
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As estruturas otimizadas em CH3;CN dos quatro complexos sé&o
mostradas na Figura 3. Para avaliar a distribuicao de densidade de carga nos quatro
complexos realizou-se analise de carga pelo método de NBO (do inglés, Natural
Bond Orbital) e pelos fragmentos A (Ru(a-diimina) e B (4Apy) estimou-se a doacao
e retro-doacdo de carga entre estes fragmentos. Os dados sdo apresentados na
Tabela 8.

A distribuicdo de carga calculada mostra que o &tomo de ruténio
apresenta carga positiva enquanto que os atomos de nitrogénio dos ligantes 4Apy
[N(4Apy)] e a-diimina [N(a-diimina)] estdo carregados negativamente.

A analise de carga NBO de cada fragmento indica uma diferenca
significativa na densidade de carga sobre o atomo de Ru para cada um dos
complexo estudados: +0,287 (1), +0,630 (2), +0,647 (3) e +0,643 (4) enquanto que a
densidade de carga sobre cada ligante a-diimina diminui. Para o ligante 4Apy
observou-se uma reducdo de -0,606 do ligante livre para 0,12 (complexo 1) e
aproximadamente 0,071 para os complexos 2, 3 e 4. A carga negativa sobre o
ligante a-diimina também é reduzida para ~0,12 no complexo 1 e levemente
reduzida para ~0,05 nos complexos 2, 3 e 4.

Estes resultados sugerem uma doacdo o muito forte e fraca retro-
doacdo no complexo 1 quando comparado com os demais complexos estudados.
Como consequéncia, o campo ligante do complexo 1 diminui, 0 que leva a uma
diminuicdo nas diferengas de energia entre os orbitais t;y € e4* do Ru. Isto €
consistente com a localizacdo das transi¢cdes eletrbnicas centradas no metal (MC)
mostradas posteriormente.

Desta maneira, os estados excitados de MLCT e MC se aproximam

aumentando a viabilidade de fotolabilizacéo do ligante 4Apy no complexo 1.
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Tabela 8: Analise de carga NBO calculada por DFT (B3LYP/LanL2DZ).

Atomo Complexo
1 2 3 4
Ru +0,287 +0,630 +0,647 +0,643
N1(a-diimina) -0,422 -0,476 -0,482 -0,487
N1'(a-diimina) -0,413 -0,457 -0,464 -0,469
N3(4Apyl) -0,486 -0,535 -0,538 -0,536
Ligante livre

phen  Phyphen bpy Me,bpy  4Apy
N1(a-diimina) -0,526 -0,540 -0,545 -0,545
N3(4Apy1) -0,606
N21’'(a-diimina) -0,534 -0,526 -0,541  -0,545

O mapa de contorno e a composicdo dos orbitais moleculares (OM’s)
para os quatro complexos considerando o solvente CH3CN sdo apresentados na
Tabela 9 e Figura 24, respectivamente. Para todos os complexos obteve-se uma
mistura significativa entre os orbitais 4d do Ru e os OM'’s dos ligantes a-diimina e
4Apy. Considerando os orbitais moleculares HOMO (do inglés, Highest Occupied
Molecular Orbital), HOMO-1, HOMO-2 e HOMO-3, o HOMO é o orbital menos puro
(maior mistura com os OM dos ligantes 4Apy e a-diimina). O ligante cromoférico
define as diferencas no grau de mistura entre os HOMO'’s para os complexos 1 a 4.
Por exemplo, a porcentagem de Ru(4d) no HOMO segue a ordem: Me,bpy > bpy >
phen > Phyphen. O HOMO-3 e HOMO-4 para todos os complexos apresentam a
maior proporgéo do ligante 4Apy enquanto que HOMO-5 e HOMO-6 sé&o localizados
predominantemente sobre o ligante a-diimina.

O LUMO (do inglés, Lowest Unoccupied Molecular Orbital), LUMO+1,
LUMO+2 e LUMO+3 dos complexos sdao OM predominantemente do ligante
cromoférico, com uma porcentagem pequena dos orbitais Ru(4d).

Os OM LUMO+12 nos complexos 1, 3 e 4 e o LUMO+20 no complexo
2 séo caracterizados principalmente por orbitais Ru(4d) indicando a possibilidade de

transicOes eletrbnicas centradas no metal para os quatro complexos.
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Tabela 9: Mapa de contorno para os orbitais moleculares HOMO e LUMO para os
complexos 1-4 em CH3CN.

Complexo

LUMO

GAP 3,15 3,05 2,98

HOMO

.@%‘*' '
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Figura 24: Composicdo (em porcentagem) dos orbitais moleculares dos complexos
1-4 (B3LYP/LanL2DZ, célculo em CH3CN).
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5.8.2. Espectro de Absorcao Eletronica UV-Vis

A Tabela 10 mostra os dados de absorcdo eletrbnica UV-vis e
atribuicbes para as respectivas transi¢coes eletronicas em CH3CN. Os espectros de
absorcéo eletrbnica experimental e por DFT obtidos em acetonitrila sdo mostrados
na Figura 25.
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Figura 25: Espectros de absorcdo eletronica UV-vis experimental (em preto) e

obtidos por DFT (linhas coloridas) para os complexos: 1, 2, 3 e 4 em CH3CN (barras
= forca do oscilador).
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Tabela 10: Dados de absorcdo eletrnica UV-vis experimental (Exp.) e calculado

(Calc.) por TD-DFT para os complexos 1-4 em CH3CN (f = for¢a do oscilador).

Exp. Calc. Transicao eletrénica Atribuicéo
}\méx / eV (sméx) Energia/ ev (f)
Complexo 1
2,4 (7 700) 2,4 (0,0209) H-L(67%); H-1 - L+1(22%) MLCT
2,53 (12 200) 2,55 (0,0796) H-1 - L+1(46%); H - L+0(28%) MLCT
2,68(12 500) 2,68 (0,0402) H - L+2(62%); H-2 - L+2(17%) MLCT
2,71 (12 500) 2,72 (0,0413) H - L+3(87%); H-1 - L+2(9%) MLCT
2,73 (0,0199) H-1 - L+2(78%); H-2 - L+3(11%) MLCT
2,81 (12 100) 2,82 (0,0852) H-2 - L+3(85%); H-1 - L+2(10%) MLCT
2,93 (0,058) H-2 - L+2(48%); H - L+1(23%) MLCT
3,67 (0,0014) H- L+12(31%); H-2 - L+12(31%) MC
3,74 (0,0021) H-2 - L+13(56%); H-1 - L+12(20%) MC
3,74 (0,0242) H-3 - L+1(23%); H-1 - L+13(23%) MC/MLCT
3,8 (0,0391) H - L+4(43%); H - L+12(18%) MLCT/MC
3,87 (0,0053) H-1 - L+4(42%); H-4 - L+1(19%) MLCT
3,89 (0,0149) H-2 - L+4(71%); H-3 - L+2(19%) MLCT
3,93 (16 600) 3,95 (0,0032) H-2 - L+5(57%); H-2 - L+8(9%) MLCT
3,99 (19 900) 3,98 (0,0165) H - L+6(53%); H-4 - L+2(15%) MLCT
4,01 (0,0086) H - L+5(21%); H-5 - L+0(18%) LLCT
Complexo 2
2,47 (13 200) 2,47 (0,1562) H-1- L+1(44%); H-2 - L(25%), H - L(23%) MLCT
2,59 (13 200) 2,59 (0,0695) H - L+2(43%); H-2 - L+2(27%); H - L+1(15%); H-1 - L(7%) MLCT
2,59 (13 200) 2,59 (0,0980) H - L+3(88%) MLCT
2,70 (0,1912) H-2 - L+3(84%); H-1 - L+2(10%) MLCT
3,60 (6 500) 3,59 (0,1322) H-4 - L(46%); H-3 - L+1(42%), H - L+4(6%) LLCT, L'LCT
3,77 (17 900) 3,70 (0,0607) H-2 - L+20(25%); H - L+20(17%) MC, MLCT
H-1-1+21(11%); H - L+4(11%)
4,39 (0,0037) H-1- L+20(17%); H-2 - L+21(15%) MC, ML'CT
H-1-1L+11(16%); H - L+21(17%)
4,50 4,48 (0,0028) H-2 - L+20(45%); H-1 - L+21(18%) MC
H - L+20(9%); H-2 - L+11(7%)
4,50 (0,0282) H-1- L+20(34%); H - L+21(26%) MC
H-1- L+11(5%); H-1 - L+7(5%)
Complexo 3
2,67 (5 200) 2,68 (0,1281) H-2 - L(91%); H-1 - L+1(7%) MLCT
2,86 (3 400) 2,86 (0,0405) H-2 - L+1(78%); H-1 - L(6%) MLCT
3,39 (4 900) 3,39 (0,0376) H - L+5(91%) MLCT
3,42 (7 000) 3,42 (0,0815) H - L+4(73%); H-1 - L+2(8%) MLCT
3,48 (9 400) 3,47 (0,0481) H-1- L+3(+82%); H-2 - L+2(7%) MLCT
3,55 (0,0363) H-2 5 L+2(+53%); H-1 - L+4(23%); H - L+12(10%); H-1 - L+3(9%) MC/MLCT
3,60 (0,0043) H - L+12(+49%); H-1 - L+13(29%) MC
3,67 (0,0003) H - L+13(+27%); H-2 - L+13(19%); MC/MLCT
H - L+12(16%); H-2 - L+3(+11%)
3,80 (9 700) 3,79 (0,0572) H-2 - L+4(41%); H - L+6(23%) MLCT
4,39 (0,1198) H-6 - L+1(66%); H-1 - L+9(8%) LL'CT
Complexo 4
2,7 (8 900) 2,7 (0,1371) H-2 - L (91%); H-1 - L+1(7%) MLCT
2,86 (6 700) 2,86 (0,0415) H-2 - L+1 (80%); H-1 - L(6%) MLCT
3,03 (5 600) 3,03 (0,0135) H- L+2 (96%) MLCT
3,38 (9 700) 3,38 (0,1068) H- L+4 (80%); H-1 - L+2(6%) MLCT
3,48 (12 500) 3,48 (0,1279) H-2 - L+2 (45%); H-1 - L+3(32%) MLCT
3,57 (14 700) 3,58 (0,0007) H-L+12 (52%); H-1 - L+13(29%) MC
3,71 (17 200) 3,71 (0,0580) H-2 - L+4 (42%); H - L+6(21%) MLCT/MC
H - L+13 (13%); H-2 - L+13(12%)
3,77 (0,0164) H-35L (39%); H - L+6(18%) MLCT
4,27 (68 800) 4,35 (0,0900) H-5-L (84%); H-6 - L+1(6%) LLCT
4,48 (49 400) 4,48 (0,5327) H-5- L+1 (38%); H-6 - L(24%) MLCT
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Para o complexo 1 observa-se duas transicoes do tipo MLCT nas
regides de 2,40 e 2,93 eV e 3,74 e 3,98 eV, respectivamente. As transi¢coes de
MLCT mais intensas sao observadas em 2,55 eV (f = 0,0796) e 2,82 eV (f = 0,0852).
Posicionado entre estes dois conjuntos de transicoes eletrénicas de MLCT encontra-
se quatro transicOes eletronicas degeneradas na regido de 3,67 a 3,8 eV. Duas
destas transicdes eletrbnicas possuem caracteristicas de MC e MLCT (3,74 e 3,80
eV) e duas séo transicdes de MC puras (3,67 e 3,74 eV). A proximidade dos dois
estados MC aos dois estados de MLCT facilitam a liberacdo de duas moléculas do
ligante 4Apy pela absorcao de luz no visivel como observado nos experimentos de
fotdlise.

O espectro de absorcao eletrénica UV-vis calculado para o complexo 2
€ similar ao obtido para o complexo 1. Entretanto, o conjunto de transi¢cdes
eletronicas de MLCT puras calculadas a 2,47 eV (f = 0,1562) e 2,70 eV (f = 0,1912)
e as duas transicOes eletronicas apresentando misturas de MC/MLCT calculadas a
3,70 (f = 0,0607) séo separados por uma transicao eletrbnica muito intensa a 3,59
eV (f = 0,1322) atribuida a LLCT/L'LCT. A proximidade energética dos estados
excitados de LLCT aos de MC/MLCT fazem com que ocorra uma competicdo pela
luz absorvida diminuindo a populacdo dos estados de MLCT (responsaveis pela
emissao deste complexo) e MC (responsavel pela dissociacdo do ligante 4Apy). Isto
€ consistente com a observacéo experimental dos valores baixos de @m € @ups para
este complexo, apesar da caracteristica retiradora de elétrons do ligante Phyphen.

Os espectro de absorcéo eletrénica dos complexos 3 e 4 sédo similares
sendo caracterizados por cinco transi¢coes eletronicas de MLCT entre 2,68 a 3,48
eV, com forgcas de oscilador maiores que as observadas para o complexo 1. Para o
complexo 3, o conjunto de transi¢des eletronicas MC/MLCT calculado a 3,55 eV (f =
0,0363) sdo proximos em energia ao estado MC puro calculado a 3,60 eV (f =
0,0043), viabilizando a saida de um ligante 4Apy pela absor¢éo de luz visivel. Ainda
para este mesmo complexo, é calculado outro estado de MC/MLCT a 3,67 eV (f =
0,0003).

Em relacdo ao complexo 4 é calculado um estado de MC puro a 3,58 (f
= 0,0007) préximo em energia ao estado de MC/MLCT a 3,71 eV (f = 0,0580).

O diagrama de energia qualitativo mostrado no Esquema 4 sumariza a

discusséo energética ja explicitada.
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Esquema 4: Diagrama de energia qualitativo para os complexos 1-4 mostrando a

distribuicao eletrénica de estados singletos obtidos por calculos computacionais.

E importante salientar que apesar da comparacdo entre estados
excitados singletos obtidos por TD-DFT e espectro de absorcao eletronico UV-vis
experimental seja permitida, nenhuma correlacdo direta existe, a principio, entre os
estados excitados tripleto e o espectro de UV-Vis calculado por TD-DFT. Os nossos
resultados experimentais indicaram a presenca de duas emissdes provenientes de
um estado singleto e outra do estado tripleto, sendo estas sobrepostas como
mostrado na obtenc&o de um Unico espectro de emissdo no estado estacionario. Isto
€ consistente com uma variacdo pequena ou praticamente nula entre as energias de
reorganizacdo geométrica entre os estados excitados tripleto e estado fundamental.
Como consequéncia, é esperado a proximidade dos estados excitados tripleto e
singleto nos complexos estudados neste trabalho. Isto justifica a nossa andlise da
populacdo de caminhos emissivos (singleto, tripleto) e dissociativos (tripleto) a partir

de resultados provenientes do estado fundamental (singleto).
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5.9. Estudos de lipofilicidade

Como ja explicitado no item 1.6, o comportamento lipofilico das
moléculas, principalmente os farmacos, € descrito como “coeficiente de particdo” (log
P). O valor de log P para o complexo 1 foi obtido por dois métodos, Shake-flask e
por HPLC.

5.9.1. Determinacdo dos valores do coeficiente de p articdo por
Shake-flask

A partir dos valores dos coeficientes de absortividade molar em n-
octanol e agua para os padrdes (ciclohexanona, alcool benzilico, acetofenona, 2-
nitrofenol e p-Cl-fenol) encontrados pelos graficos de Absorcdo versus b[padrao]
(Figura 26 e 27) encontrou-se os valores de log P (Equacao 10). Para efeitos de
comparacao obteve-se os valores de log P para os padrbes usando o programa
ACD/Labs. Os dados obtidos estéo listados na Tabela 11.
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Figura 26: Graficos de Abs versus b[padrao] para

benzilico e acetofenona em (A) octanol e (B) agua.
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Figura 27: Graficos de Abs versus b[padréo] para os padrdes 2-nitrofenol e p-Cl-

fenol em (A) octanol e (B) agua.

Tabela 11: Valores de coeficientes de particdo (log P) para os compostos padrdes

obtidos experimentalmente e (valores calculados)*.

Compostos

log P

ciclohexanona
alcool benzilico
acetofenona
2-nitrofenol
p-Cl-fenol

0,782 (0,762+0.251)*
1,052 (1,035+0.206)*
1,589 (1,665+0.217)*
1,737 (1,709+0.228)*
2,441 (2,426+0.218)*

*Valores calculados pelo programa ACD/Labs.

Os valores encontrados experimentalmente e computacionalmente sao

concordantes (comprovado na Figura 28, com R? = 0,994) validando a técnica de
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Shake-flask. Isto viabiliza as investigagbes com os complexos de Ru(ll) utilizando

esta técnica.

244 p-Cl-fenol
_ 2.0
0 |
_% 164 acetofenona , 4 2_nitrofenol
S L
8 g
< 1.2 g}
o ciclohexanona alcool benzilico
o 0.81 P
o !
0.4 1
0.0 ——

00 03 06 09 12 15 18 21 24
log P (Shake-flask)

Figura 28: Gréfico de log P (ACD/Labs) vs log P (Shake-flask).

Para a obtencéo do valor das concentragcdes do complexo 1 tanto na
fase aquosa como na fase organica pela técnica de Shake-flask realizamos medidas
de espectroscopia de emissdo éptica com plasma acoplado (ICP-OES). Os valores
obtidos foram: fase aquosa: 13,9 mg L™ fase organica: 0,76 mg LY. Com estes
dados obtivemos o valor de log P de -1,26. Utizamos a técnica de ICP para obtencéo
dos valores de concentragcdes de metal uma vez que os valores de coeficiente de
extincdo molar (¢) do complexo 1 pela técnica de espectroscopia de UV-vis foi
inviavel de ser encontrado devido a sua baixa solubilidade no solvente organico

usado no experimento de Shake-flask.

5.9.2. Determinacdo dos valores do coeficiente de p articdo por
HPLC

O fator de retencéo, k, foi calculado pela Equacéao 11 usando t, (tempo
morto) como 1,75 min. O valor de log ky foi determinado pela Equacédo 12, isto é,

pela extrapolacdo da curva de regressdo log k versus ¢ (fracdo em volume de
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metanol na fase movel). Exemplos deste grafico sdo mostrados na Figura 29. Os

valores de log k, estéo listados na Tabela 12.
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Figura 29: Gréfico de log k versus ¢ para o complexo 1 e os padrdes.
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Tabela 12: Valores de log k,, obtidos por HPLC.

Composto log kw
Complexo 1 0,188
4Apy 0,272

ciclohexanona 1,196

alcool benzilico 1,315

acetofenona 1,590
2-nitrofenol 1,705
p-Cl-fenol 2,056

Para se encontrar o valor de log P por HPLC do complexo 1 podemos
usar uma regressdo (R? = 0,996) obtida pela curva de log k., encontrados para os

padrdes versus valores de log P obtidos pelo método de Shake-flask (Figura 30).

p-Cl-fenol

acetofenona , 4
2-nitrofenol

2 A 1:
ciclohexanona 5~ @lcool benzilico

Log P (Shake-flask)

-2 LN LN N RN BB RN RN N NN BN RN RN B
00 02 04 06 08 1.0 1.2 1.4 16 18 2.0 2.2
Log k,, (HPLC)

Figura 30: Gréfico de log P (Shake-flask) vs log k. (HPLC) {R? = 0,996}.

O valor encontrado de log P para o complexo 1 pelo grafico da Figura
30 foi de -1,11, bastante concordante com o valor obtido pelo método de Shake-flask
(-1,26), validando, portanto, este ultimo método. Para a molécula de 4Apy, o valor

encontrado de log P (usando o HPLC) foi de -0,97. Comparando-se os valores de
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log P tanto para o complexo 1 quanto para o ligante 4Apy, podemos inferir que a
coordenacdo da 4Apy ao nucleo {Ru(phen);}** ndo alterou suas caracteristicas

lipofilicas.
5.10. Estudos de citotoxicidade em células do tipo J774-A1

Na discusséo e graficos apresentados a seguir considera-se que D =
Complexo 1, CT = Controle, E = escuro (sem a irradiacdo com o polimerizador), 1 =

concentracdo de 1,0 umol L™ e 2 = concentracdo de 5,0 pmol L™,

150+

100+

50

Viabilidade Celular (%)

CT ED2

Figura 31: Ensaio in vitro de citotoxicidade em macrofagos neoplasicos J774-Al na
auséncia de luz para o complexo 1 na concentracdo de 5,0 pmol L. Diferencas sdo
consideradas significativas com p<0.05 para Tukey como pdés-teste para One-Way
ANOVA.

Os estudos de citoxicidade no escuro para o complexo 1 (Figura 31)
indicaram que nao houve diferenca significativa entre eles e o controle (CT), ou seja,
o composto utilizado na concentracdo de 5,0 pmol L™* e na auséncia de luz ndo

apresentou citotoxicidade.
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Figura 32: Ensaio in vitro de fototoxicidade em macrofagos neoplasicos J774-Al na
presenca de luz nas doses de 3,0 J cm? e 10 J cm™ para o complexo 1 na
concentracdo de 1,0 umol L™. Diferencas sdo consideradas significativas com

p<0.05 para Tukey como pos-teste para One-Way ANOVA.

Nos estudos na presenca de luz e na concentragédo de 1,0 pmol L™
(Figura 32) ndo se observou fototoxicidade do complexo 1. Também, tal efeito ndo
se mostrou dose dependente em relacdo a luz uma vez que foram observados

resultados semelhantes para ambas as doses de 3,0 Jcm™e 10 J cm™.

150 5 umol L1

e CT
mmD (3))
§SD' (10J)

100+

Viabilidade Celular (%)
v
o

Figura 33: Ensaio in vitro de fototoxicidade em macréfagos neoplasicos J774-Al na
presenca de luz nas doses de 3,0 J cm? e 10 J cm™ para o complexo 1 na
concentracdo de 5,0 umol L*. Diferencas sdo consideradas significativas com

p<0.05 para Tukey como pos-teste para One-Way ANOVA.
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Para a concentracdo de 5,0 umol L™ (Figura 33) observa-se que o
complexo 1 apresentou um comportamento analogo ao observado para a

concentracdo de 1,0 umol L™, ou seja, ndo se observou fototoxicidade.

6. CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo deste projeto foi desenvolver um sistema de entrega
fotoquimica do farmaco 4-aminopiridina usando complexos polipiridinicos de Ru(ll).
Com este interesse obtivemos o0s seguintes resultados:

1. Os complexos estudados apresentaram solubilidade em meio
aguoso e em meio organico, o que viabilisa o seu uso no sistema fisiolégico.

2. Os complexos apresentaram absorcéo intensa na regido do visivel
(acima de 450 nm) e luminescéncia intensa (acima de 600 nm). Estes resultados
possibilitam o emprego da técnica fotoquimica para liberagcdo do farmaco ja que esta
regido espectral ndo causa danos as células. A luminescéncia observada permite
também o uso destes compostos como agentes diagnosticos.

3. Os complexos estudados mostraram-se estaveis termicamente em
solugdo aquosa e organica na auséncia de luz. Mas mostraram alta reatividade
fotoquimica com a liberacdo quantitativa da molécula de 4Apy quando irradiados
com luz visivel.

4. A liberacdo fotoquimica da molécula de 4Apy pode ser
acompanhada pela supressdao da Iluminescéncia do complexo de maneira
quantitativa. Este dado € relevante uma vez que permite a sintonia seletiva e
controlada de liberacdo do farmaco no sistema biolégico, ou seja, pode-se sintonizar
a célula de interesse atraves da luminescéncia do complexo de partida e controlar a
liberacdo do farmaco pela intensidade da luz irradiada e concentragdo do complexo
inicial. Estas informagcGes podem ser coletadas externamente de maneira nao
invasiva pela técnica de luminescéncia.

5. A coordenacdo da 4Apy ao nucleo {Ru(phen);}** ndo alterou suas
caracteristicas lipofilicas.

6. Os complexos estudados ndo apresentaram toxicidade tanto no
escuro quanto na presenca de luz quando analisados em células do tipo macrofago

J774-Al.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram que os complexos estudados sao
candidatos em potencial para aplicacdo no sistema fisiolégico como sistemas de

entrega fotoquimica da molécula 4-aminopiridina e como agentes diagnosticos.
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ANEXO

Fluxograma: Resumo
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