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RESUMO

“COMPOSTOS CARBONILICOS HET[EROBIMETALICOS DE
Ru(ll)/Fe(ll): PROPRIEDADES CITOTOXICAS E ESTUDO DA
INTERACAO COM BSA E DNA”

Farmacos baseados em complexos heterobimetalicos de ruténio e ferro
sdo alternativas para o desenvolvimento de melhores e menos tdxicos agentes
quimioterapicos para o tratamento do cancer. Assim, este trabalho apresenta a
atividade citotéxica in vitro e os estudos de interacdo in vitro com DNA de timo de
bezerro (CT-DNA) e albumina de soro bovino (BSA) com os compostos carbonilicos
heterobimetalicos de Ru(ll)/Fe(ll) de formula geral ct-[RuCI(CO)(N-N)(dppf)]PFs, com
N-N = 1,10-fenantrolina (fen, 1); dipirido[3,2-f:2',3'-h]quinoxalina (dpq, 2); dipirido[3,2-
a:2',3'-clffenazina  (dppz, 3); dipirido[3,2-f:2',3'-h]quinoxalino[2,3-b]quinoxalina
(dpgQX, 4) e dppf = 1,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno. Foram empregadas técnicas de
espectroscopia (IV, UV-vis, e RMN de 'H, 3C{'H} e 3P{!H}) e voltametria
juntamente com a andlise elementar para a caracterizagdo dos compostos
sintetizados. Titulacbes espectrofluorométricas mostraram interacbes fortes e
espontaneas de 1-3 com a BSA através de um mecanismo de supressdo da
fluorescéncia estatico, apresentando constantes de ligacdo na ordem de 10% - 10°
L-mol* a 310 K. Medidas de viscosidade e espectros de dicroismo circular, indicam
interacbes de 1-4 com o CT-DNA via intercalacbes nao classicas ou por via
eletrostatica. Ensaios MTT nas linhagens celulares MDA-MB-231 e V79-4, revelaram
valores de ICso na faixa de 0,19 - 1,11 pmol-L! e 1,29 - 3,85 pmol-L?
respectivamente, com 48h de exposi¢cdo aos compostos 1-4. No entanto, estudos de
estabilidade de solugces 1 mmol-L! de 1-4 em DMSO, mostraram sua rapida

reacao com este solvente.
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ABSTRACT

“CARBONYL HETEROBIMETALLIC COMPOUNDS OF Ru(ll)/Fe(ll):
CYTOTOXIC PROPERTIES AND INTERACTION STUDIES WITH BSA
AND DNA”

Ruthenium and iron-based drugs are an option for the development of
improved chemotherapeutic agents for cancer treatment with lower toxicity. Thereby,
this work present the in vitro cytotoxic activity and in vitro interaction studies of
Calf-Thymus DNA (CT-DNA) and bovine serum albumin (BSA) with the synthetized
carbonyl heterobimetallic compounds of Ru(ll)/Fe(ll) with general formula
ct-[RuCI(CO)(N-N)(dppf)]PFs, with  N-N = 1,10-phenantrholine (phen, 1);
dipyrido[3,2-f:2',3"-h]quinoxaline (dpq, 2); dipyrido[3,2-a:2',3'-c]phenazine (dppz, 3);
dipyrido[3,2-f:2',3'-h]quinoxalino[2,3-b]quinoxaline  (dpgQX, 4) and dppf =
1,1’-bis(diphenylphosphino)ferrocene. Spectroscopy (IR, UV-vis and *H- 13C{*H}- and
31P{*H}-NMR) and voltammetry techniques along with elemental analysis were
employed for the characterization of the complexes. Spectrofluorimetric titrations
shows strong and spontaneous interactions of 1-3 with BSA through a static
quenching mechanism resulting in binding constants in the order of 10% - 10° L-mol*
at 310 K. Viscosity measurements and circular dichroism spectra prompts
interactions of 1-4 with CT-DNA via non-classical intercalations or by an electrostatic
pathway. MTT assays in cell lines MDA-MB-231 and V79-4 revealed ICso values at
range of 0,19 — 1,11 ymol-L't and 1,29 — 3,85 umol-L* respectively, after 48 h of
exposure to 1-4. However, stability studies of solutions 1 mmol-L* of 1-4 in DMSO

shows their rapid reaction with this solvent.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1 - Cancer e metalofarmacos: o caso de compostos

heterobimetalicos de ruténio/ferro

Céancer € o nome dado ao conjunto de doencas caracterizadas pelo
crescimento anormal e descontrolado de células, as quais se caracterizam por
manter a sinalizagdo proliferativa, evadir os supressores de crescimento, permitir a
imortalidade replicativa, induzir angiogénese, resistir a morte celular e ter a
capacidade de invadir tecidos proximos e se disseminar pelo corpo (metastases);
constituindo a segunda causa de morte no mundo apds doencas cardiovasculares
(HANAHAN & WEINBERG, 2011; WHO, 2015). No Brasil as estimativas indicam que
em 2016 serao registrados por volta de 596 mil novos casos de cancer (INCA, 2016),
sendo toda a populacdo vulneravel por conta dos diversos fatores de risco

conhecidos (Figura 1.1).
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FIGURA 1.1 — Alguns fatores de risco associados ao cancer. (Elaborada a partir de WHO,
2015).

Dentre os tratamentos mais comuns para combater o cancer, encontra-
se a quimioterapia, a qual consiste no emprego de farmacos e metalofarmacos para
curar, controlar ou atenuar o mesmo (NIH — National Cancer Institute, 2015), sendo o
emprego de metalofarmacos promovido apdés a descoberta das propriedades

antineoplasicas da cisplatina por Rosenberg e colaboradores em 1965 (BARRY &
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SADLER, 2014; MUHAMMAD & GUO, 2014; ALAMA et al., 2009; ROSENBERG et
al., 1965). Os metalofarmacos oferecem cinéticas modulaveis e mecanismos de
acdo que podem ser diferentes dos farmacos organicos convencionais (GUO &
SADLER, 1999). Além disso, permitem o arranjo de anions e moléculas organicas
em distribuicbes espaciais que podem melhorar sua interacdo com biomoléculas,
mantendo, a0 mesmo tempo, suas propriedades quimicas e biolégicas, como
apresentado na Figura 1.2 (ALAMA et al., 2009; MOTSWAINYANA & AJIBADE,
2015).

DESENHO DE METALOFARMACOS

Numero de Coordenagio Tipos de Ligantes
Ampla gama (2 —10) Ampla variedade de dadores; ligantes
Estado de Oxidacdo X quelantes; n-dentados, etc.
Ampla variedade (0 —VII em meio Interagdes Fora da Esfera
bioldgico) CI/I: \\\S LigacOes de hidrogénio; interagbes
Geometria de Coordenagio 1, |V|+n hidrofébicas (< 50 kJ/mol) para o
Ampla variedade; possibilidade de obter / \ reconhecimento do ‘i"’o-. PoFiem sofrer
quiralidade centrada no metal N P Vel t.r:n:focrlm:-goes ;” ":}”O
Metal elocidade de Troca de Ligantes
Ampla variedade, 13 ions metalicos O Ampla faixa de forcas das ligagdes M-L
essenciais. cinéticas e termodinamicas (50 — 150
Estabilidade nuclear, potencial redox kl/mol) e tempos de vida (ns —anos)

+ Metal funcional
* Complexos

ativos * Complexo estrutural Farmacéforo: carateristicas estéricas e eletrdnicas
+ Elementos ativos * Transportador de ligantes necessarias para a reconhecimento do alvo e
. . ¢ (Catalizador desencadeamento da resposta bioldgica
* Ligantesativos . Fotoativo

FIGURA 1.2 — Caracteristicas dos metais, ligantes e compostos de coordenagéo que séo
Uteis no desenho de metalofarmacos. (Adaptada a partir de: BARRY & SADLER, 2014).

Ademais da cisplatina (Figura 1.3), aprovada em 1978 pela FDA (do
inglés Food and Drug Administration), os complexos carboplatina e oxaliplatina
(Figura 1.3) foram aprovados em 1989 e 2002, respectivamente, para uso clinico
como quimioterapicos ao redor do mundo. Embora o0 sucesso destes
metalofarmacos e o potencial clinico apresentado por outros derivados da platina
(Figura 1.3), limitagbes como resisténcia adquirida e efeitos secundarios como
nefro-, neuro- e ototoxicidade visam o0 emprego de outros centros metalicos,
destacando-se como uma alternativa promissora os complexos de ruténio (BARRY &
SADLER, 2014; MUHAMMAD & GUO, 2014; BERGAMO & SAVA, 2010;
MOTSWAINYANA & AJIBADE, 2015). Dentre as carateristicas que tornam o ruténio

um bom candidato para o desenvolvimento de metalofarmacos, sobressaem a
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similaridade de sua quimica com a quimica do ferro — o que pode favorecer sua
ligacdo com as proteinas de transporte albumina e transferrina — e a possibilidade de
obter complexos cineticamente estaveis em solucdo aquosa e/ou em qualquer um
dos seus estados de oxidacdo, sendo os estados de oxidacao I, Ill e IV os mais
comuns em condicdes fisiolégicas (ALLARDYCE & DYSON, 2001; REEDIJK, 2008).
Além disso, ha relatos na literatura de perfis citotoxicos promissores reportados para
varios complexos e possiveis mecanismos de acdo que podem nédo implicar como
anico ou principal alvo o DNA, o que poderia superar a resisténcia adquirida
apresentada pelos farmacos de platina (ANTONARAKIS & EMADI, 2010;
MOTSWAINYANA & AJIBADE, 2015).

O
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HNY WG Hs N/ \ N/ \o
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O
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N/, eI
NH 2 \\\\\\o H3N 1, \\\\\\\o Hs i, ;\
1, /,Pt.\ \ / cl
7 \ o N
NH, o 3
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(aprovada na China) (Aprovada no Jap@o)
O
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HaN7,, \\\\\O HaN7y,,, | el
HzN/ \ HN / \CI
O : : Y
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Heptaplatina Satraplatina
(aprovada na Coreia do Sul)

FIGURA 1.3 — Farmacos de platina empregados como quimioterapicos e exemplos de
outros derivados em estudos clinicos avancados.
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Na atualidade os complexos de ruténio (Ill) NAMI-A e KP1019 (Figura
1.4) encontram-se em estudos clinicos? fase 2. O NAMI-A tem baixa citotoxicidade,
sendo inativo frente a tumores primarios. No entanto, ap0s reducdo quimica, o
NAMI-A apresenta atividade antiangiogenica e anti-invasiva, exibindo especificidade
para tumores metastaticos. Esse metalofarmaco interfere na interagdo das células
tumorais com a matriz extracelular, prevenindo seu desenvolvimento e crescimento
(SAVA, et al., 2004; SAVA, et al., 2003). Para o composto KP1019, a interagdo com
as proteinas albumina e transferrina, presentes no soro sanguineo, tem uma
importancia significativa. Possivelmente, essa interacdo € responsavel por seu alto
potencial para atacar células tumorais em vez das suas contrapartes sadias,
interferindo na fase G2/M do ciclo celular apds reducdo quimica e blogueando a
sintese do DNA (TRONDL et al., 2014). O sal de sddio soluvel em 4gua do KP1019,
o NKP1339 (Figura 1.4), encontra-se em estudos clinicos fase 1, onde estdo sendo
estudados sua seguranca, tolerabilidade, farmacocinética e farmacodinamica
(TRONDL, et al., 2014).

Outros compostos de interesse biolégico sédo os derivados do ferroceno
(composto de ferro (Il) que permitiu 0 nascimento a quimica organometalica
moderna), alguns dos quais tém apresentado uma alta atividade in vitro e in vivo
contra diversas doencas como infec¢des fungicas e bacterianas, malaria, virus de

imunodeficiéncia humana e cancer (ORNELAS, 2011). O potencial anticancerigeno

a Os estudos clinicos sdo conduzidos por pesquisadores em 4 fases cada uma das quais esta
desenhada para dar resposta a um conjunto de questdes em particular, assim (NIH - U.S. National
Library of Medicine, 2016; FDA — U.S. Food and Drug Administration, 2016):

Fase 1: O novo farmaco ou tratamento é administrado por vez primeira a um grupo de 20 a 100
pessoas saudaveis e voluntarias para avaliar sua seguranca, determinar os valores seguros de
dosagem e identificar efeitos secundarios.

Fase 2: O farmaco ou tratamento € administrado a um grupo de centenas de pessoas voluntarias com
a doenca/condicdo para observar sua efetividade e avaliar sua seguranca.

Fase 3: O farmaco ou tratamento é administrado a um grupo de 300 a 3000 pessoas voluntarias com
a doenca/condicdo para confirmar sua efetividade, monitorar os efeitos secundarios, comparar com
outros tratamentos comuns e coletar informacgéo que permitira empregar o farmaco o tratamento de
forma segura.

Fase 4. Sado realizados estudos em milhares de pessoas apdés comercializacdo do farmaco ou
tratamento para reunir informacdo da sua efetividade em diferentes populacdes e qualquer efeito

secundario associado ao seu uso prolongado.
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FIGURA 1.4 — Compostos de ruténio em estudos clinicos (MOTSWAINYANA & AJIBADE,
2015).

deste tipo de compostos foi estudado por vez primeira no final da década de 1970,
sendo reportada a atividade antitumoral dos compostos de ferroceno como
transportadores de grupos amina ou amida contra leucemia linfocitica P-388
(FIORINA, et al., 1978). O ferroceno possui estabilidade no meio aquoso e aerobico,
junto com favoraveis propriedades eletroquimicas, carateristicas que o tornam
atraente para aplicacbes biolégicas (ORNELAS, 2011; VAN STAVEREN &
METZLER-NOLTE, 2004). Juntamente, em ambientes altamente oxidantes como o
ambiente intracelular ou pela acédo de peroxidases, o ferroceno pode ser oxidado ao
ferrocénio, o qual apresenta atividade citotoxica (KOPF-MAIER, et al., 1984;
HOULTON, et al., 1991; EPTON, et al., 1978).

Assim, desde o fim da década de 1980, tém sido reportados na
literatura exemplos de derivados bimetalicos do ferroceno com vanadio, rénio,
cobalto, rédio, iridio, niquel, paladio, platina, cobre, prata, ouro, zinco, aluminio,
estanho o mesmo ferro e, com o elemento central desta dissertacdo, o ruténio,
obtendo em varios casos compostos com atividades biolégicas promissoras
(ORNELAS, 2011; BRAGA & SILVA, 2013). Alzir Batista (pesquisador lider do
Laboratério de Reatividade de Compostos Inorganicos — LERCI, onde foi
desenvolvido o presente trabalho) e colaboradores, tém reportado a atividade
citotoxica de diferentes complexos de ruténio contendo o derivado fosfinico do
ferroceno 1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf, do inglés
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1,1-bis(diphenylphosphino)ferrocene), sendo o primeiro relato da atividade citotdxica
in vitro de um complexo heterobimetalico de Ru/Fe o fac-[RuCIs(NO)(dppf)] (Figura
1.5). Este complexo apresenta um valor de ICsossh frente a linhagem de
adenocarcinoma de mama humano MDA-MB-231 de 10 pmol-Lt, maior atividade
que a exibida por seu precursor o RuCIz(NO)-2H20 (ICso/ash > 200 pumol-L?) ou a dppf
livre (ICsoiseh = 97 pumol-L1). Assim, é evidente que a dppf coordenada desempenha
um papel crucial no perfil citotéxico do fac-[RuCIl3(NO)(dppf)] (VON POELHSITZ, et
al., 2007; BRAGA & SILVA, 2013; ORNELAS, 2011). Frente a esta mesma linhagem
celular, a série de complexos [Ru(Spym)(bipy)(P-P)]PFs, com Spym = &nion
pirimidine-2-tiolato e P-P = 1,2-bis(difenilfosfino)etano; 1,3-bis(difenilsfosfino)propano
e 1,1-bis(difenilfosfino)ferroceno (este Ultimo representado na Figura 1.5),
apresentam valores de ICsop2sn in vitro iguais a 0,53; 0,35 e 0,26 umol-L?
respectivamente, sendo este um outro exemplo da melhora do efeito citostatico ao
empregar a dppf coordenada ao Ru(ll) (LIMA, 2016).

PFg
Z o] ZQ
@/ ///// , ’ ‘\\\\\C ! @/ P///// y
Fe Ru() Fe
(@7\,3/ l e <"
j NO
Sac-[RuCl3(NO)(dppf)] [Ru(Spym)(bipy)(dppf)|PFg
FIGURA 1.5 - Estruturas dos compostos heterobimetalicos de Ru(ll)/Fe(ll) fac-

[RUCI3(NO)(dppf)] e [Ru(Spym)(bipy)(dppf)]PFs.

1.2 — Monoxido de carbono e quimioterapia

Embora o mondxido de carbono seja conhecido como uma molécula
toxica, este é gerado endogenamente em nosso organismo pela ruptura do grupo
heme da hemoglobina, reacéo catalisada pelas enzimas heme oxigenasse 1 e 2. O
monoxido de carbono enddgeno atua em mamiferos como uma molécula gasosa
sinalizadora, capaz de modular as funcdes do sistema cardiovascular e inibir a
agregacdo e adesdo plaquetaria (MOTTERLINI & OTTERBEIN, 2010; WU, 2005).
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No ano 2013, Wegiel e colaboradores reportaram que o mondxido de carbono pode
induzir uma exaustdo metabdlica em células cancerigenas por um rapido aumento
da bioenergética celular levando a um colapso mitocondrial. Ao mesmo tempo
observaram que a exposicdo a monoéxido de carbono sensibiliza células de cancer
de prostata, mas ndo células normais, a quimioterapia (WEGIEL et al.,, 2013),

demonstrando o potencial terapéutico do CO para o tratamento do cancer.

Moléculas liberadoras de CO (CORMs, do inglés CO-Releasing
Molecules), tém sido desenhadas para o emprego do monéxido de carbono como
anti-inflamatorio, vasodilatador e anti-isquemico, e podem ser estendidas ao uso
para tratamento do cancer, destacando-se os complexos carbonilicos de metais de
transicdo como manganés, cobalto, ferro e ruténio, entre outros (BANNENBERG &
VIEIRA, 2009). As caracteristicas procuradas nas CORMs sdo uma acéo terapéutica
efetiva, baixa toxicidade, absorcdo apropriada e boas propriedades de distribuicéo,
metabolismo e excrecdo, as quais incluem solubilidade e estabilidade no meio
aguoso e biocompatibilidade e estabilidade no sangue. Juntamente é esperado que
a liberagdo do CO ocorra nos tecidos alvos e ndo na corrente sanguinea (ZOBI,
2013; MOTTERLINI & OTTERBEIN, 2010), tendo como possiveis rotas de liberacédo
do CO reacdes de termolise, oxidacdo, dissociacdo e associacdo. Esta liberacéo
também pode ser promovida por mudancas no pH, radiacdo eletromagnética e/ou
pela acdo de enzimas (ZOBI, 2013). Na Figura 1.6 sao apresentados exemplos de
CORMSs, sendo suas propriedades quimicas e efeitos biol6gicos resumidos na
Tabela 1.1.

Trabalhos prévios conduzidos no LERCI avaliaram as propriedades
citostaticas frente a linhagem tumoral MDA-MB-231 dos compostos
ct-[RuCI(CO)(bipy)(dppb)]PFs (ICs0/24n = 9,8 umol-L1), cc-[RuCI(CO)(bipy)(dppb)]PFs
(ICs024n = 1,9 umol-L?) e do respectivo complexo precursor cis-[RuClz(bipy)(dppb)]
(ICs024n = 31,3 pmol-Lt) (Figura 1.7). Ao comparar com o complexo precursor, é
evidente que a coordenagao do mondxido de carbono aumenta a atividade citotoxica
deste grupo de compostos (FRAZAO, 2007).
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FIGURA 1.6 — Estruturas de algumas moléculas liberadoras de CO (CORMS).

TABELA 1.1 - Propriedades quimicas e principais efeitos biologicos das moléculas
liberadoras de CO (CORMSs) apresentadas na Figura 1.6 (Tomado de: ZOBI, 2013).

Propriedades

CORM . Principais efeitos biolégicos
guimicas
Solivel em DMSO*;
mstgv_e ! er_n condicGes Eficaz no tratamento de artrite reumatoide (no modelo de
ALFO62  aerobicas; tiz da artrite induzida por adjuvante em rato)
liberacdo do CO < 30 P )
min
Soluvel em DMSO¥*; Dilata arteriolas cerebrais isoladas e pressurizadas em
CORM-1 estavel em condicdes porcos recém-nascidos e arteriolas piais em leitdes; atenua
aerdbicas; liberacdo do  a resposta inflamatdria em pulmdes termicamente feridos de
CO é fotoinduzida camundongos
Solvel em DMSO*: Induz~vason:-_=laxagao_; atenua a resposta mflanjatona em
. e pulmdes e figado feridos de camundongos; ativa os canais
estavel em condicdes e .
CORM-2 aerébicas: tus da dependentes de potassio (Kca*); protege contra danos por
. - H . isquemia; candidato a farmaco para o tratamento de
liberacdo do CO = 1 min . ~
hipertensédo pulmonar
Evita a rejeicao do enxerto cardiaco em camundongos e
ratos; em solucdes de preservagcdo melhora a funcéo de
Soluvel em agua*; figado e rim apds transplante; induz vasorelaxacao; impede
estavel em condi¢cbes sepse (infeccdo geral grave do organismo); efetivo contra
CORM-3 AN ; ~ . )
aerodbicas; ti2 da infecBes bacterianas em camundongos; eficaz no tratamento
liberacdo do CO =1 min de artrite reumatoide; melhora a funcéo renal; bem tolerado
em leitBes e macacos cinomolgos (nome comum da espécie
Macaca fascicularis)
Soluvel em agua; ~ .
. D Induz vasorelaxacdo; incrementa o fluxo sanguineo e
estavel em condicGes diminui a resisténcia vascular em rins de ratos; apresenta
CORM-A1l aerdbicas; liberacéo - ap

rapida do CO em meio
acido

efeitos promissores como agente cérebro-protetor no
tratamento de ataques epilépticos

*Acontece uma reacgdo de troca de ligantes, entrando na esfera de coordenacdo do metal moléculas

do solvente.



ct-[RuCI(CO)(bipy)(dppb)]PF, cce-[RuCl(CO)(bipy)(dppb)|PF cis-RuCly(bipy)(dppb)

FIGURA 1.7 - Estruturas dos compostos carbonilicos de Ru(ll) ct- e cc-
[RuCI(CO)(bipy)(dppb)]PFs € do complexo cis-[RuCl.(bipy)(dppb)].

1.3 — Estudos de interacao com BSA e DNA

Para entender os mecanismos de acdo dos metalofarmacos, é preciso
estudar suas interacdes com diferentes alvos bioldgicos (ESPOSITO & NAJJAR,
2002). As albuminas de soro, como a albumina de soro bovino (BSA), sdo as
proteinas mais abundantes do plasma sanguineo de mamiferos. Dentro das suas
funcbes fisiologicas encontram-se o controle da pressdo osmotica do sangue;
desativacdo de radicais livres e transporte e distribuicdo de diferentes compostos
(como aminoacidos, acidos graxos, ions metalicos, horménios, vitaminas e
farmacos) (HE & CARTER, 1992; CARTER & HO, 1994). Em adicao, estas proteinas
podem ajudar na solubilizacdo de moléculas altamente hidrofébicas (CURRY, et al.,
1998; CURRY, et al., 1999). Portanto, explorar as interagdes composto-albumina é
de grande importancia para o desenvolvimento de metalofarmacos com perfis
atraentes, permitindo estimar sua biodisponibilidade (ESPOSITO & NAJJAR, 2002).

O acido desoxirribonucleico (DNA) é um dos principais alvos biolégicos
a ser estudado. A ligacao de pequenas moléculas com o DNA pode alterar e/ou inibir
suas func¢des, permitindo curar ou controlar doengas como o cancer (LIU & SADLER,
2011; SIRAJUDDIN, et al., 2013; ZEGLIS, et al., 2007). Para os complexos metélicos
as interacdbes com o DNA estdo classificadas como interagdes covalentes e néao-
covalentes. Nas interagfes covalentes, ocorre a formacdo de uma nova ligacdo apos
coordenacao de uma das bases nitrogenadas do DNA ao centro metalico. Este tipo
de interacdo é o apresentado pela cisplatina. Por outro lado, as interacbes néo-
covalentes envolvem intera¢des-Tr, ligacbes de hidrogénio e interacdes de van der

Waals, e podem ser do tipo (a) intercalacdo classica (insercdo de um ligante planar
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aromatico entre as bases nitrogenadas da dupla hélice do DNA); (b) intercalacdo nao
classica (inser¢cdo no sulco maior e/ou menor da dupla hélice do DNA) ou (c) por
insercado (onde uma das bases nitrogenadas da dupla hélice do DNA é substituida
pelo ligante aromético planar do complexo) (Figura 1.8) (ZEGLIS, et al., 2007).
Barton e colaboradores, tém observado que a maioria dos complexos que interagem
com o DNA de forma ndo-covalente sdo cineticamente estaveis, apresentam uma
geometria octaédrica ou quadrado-planar e uma estrutura tridimensional rigida
(ZEGLIS, et al., 2007), sendo este tipo de interagéo favorecida ao empregar ligantes
planares aromaticos tais como a 1,10-fenantronila (fen) e derivados como o

dipirido[3,2-f:2',3"-h]quinoxalina (dpq) e o dipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazina (dppz).

=

(a) Intercalagao classica (b) Intercalagao nao classica (c) Insergao

FIGURA 1.8 — Modos de interagdo ndo covalentes de complexos metélicos com o DNA.
(Adaptada a partir de: ZEGLIS, et al., 2007).

1.4 — Aspectos quimicos dos ligantes monéxido de carbono e 1,1’-

bis(difenilfosfino)ferroceno

O mondéxido de carbono e o 1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno sao
catalogados na quimica de coordenacdo e organometélica como ligantes o-
doadores e Tr-aceptores. Isto faz com que suas ligacdes com centros metalicos
sejam o resultado de um processo sinérgico que envolve a doagéo de elétrons por
parte do ligante (atuando como bases de Lewis) para o metal, estabelecendo uma
ligagcdo-o, junto com a retrodoagdo de elétrons de um orbital nd do metal, de
simetria-r em fungéo do eixo de ligagdo metal-ligante, para um orbital antiligante-1r*
do ligante (atuando como &cido de Lewis), estabelecendo assim a retrodoacao-tr.

Isso lhes permite estabilizar metais em diversos estados de oxidacdo (MCNAUGHT
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& WILKINSON, 2009; QUEIROZ, 1996). O monodxido de carbono (conhecido como
grupo carbonila) € um ligante neutro e simples, de baixo carater nucleofilico, o que
faz com que seja um fraco doador-o, que apds coordenacdo nao altera o estado de
oxidacdo do metal. Seu principal modo de ligacdo é o terminal M-CO, através do par
eletrdnico livre, sobre o &tomo de carbono (Figura 1.9, a). A retrodoacado-1 do metal
para o0 monoxido de carbono é dada por interacdes do tipo dMmetar = TT*co € se
reflete na diminuicdo da forca da ligacdo C-O apos coordenacédo (Figura 1.9, b). O
grau desta retrodoacao-T1r, depende tanto das caracteristicas eletrdbnicas do centro
metélico (é maior para centros metalicos em baixos estados de oxidag&o e/ou ricos
em elétrons), como da presenca de outros ligantes na esfera de coordenacdo do
metal (HILL, 2002 e ATKINS, et. al., 2006).

a) :C——0.:
& 5" &

.
b M<zC=0 ~—~ M<>C=0 ~— M3C—

FIGURA 1.9 — a) Estrutura de Lewis do monoxido de carbono. b) Retrodoagéo-tr:
representacdo das estruturas de ressonancia da ligacdo M-CO terminal.

A dppf € uma bifosfina terciaria. Dentro da quimica de coordenacéo e
organometalica, as fosfinas terciarias (PRs) sdo reconhecidas por serem ligantes
neutros que usualmente ndo participam nas reacdes dos complexos, mas que
oferecem a possibilidade de modular as propriedades eletronicas e a reatividade do
centro metélico ao qual se encontram ligados pela variacdo dos grupos —R e de
influenciar propriedades como a solubilidade, caracteristicas atraentes para o
desenho de metalo-farmacos (QUEIROZ, 1996). A ligacdo-o metal-fosfina ocorre
apos coordenacédo do orbital hibrido sp® da fosfina a um orbital vazio do metal
(PFENNIG, 2015). Simultaneamente, a retrodoag&o-1r ocorre de parte de um orbital-
d cheio do metal para um orbital molecular de simetria 1T resultante da combinacéo
de um orbital-d de baixa energia do fosforo e o orbital 0* da fosfina, sendo este
altimo o contribuinte majoritario (Figura 1.10). O grau da retrodoacdo-Tm aumenta
com carater eletroatraente dos grupos substituintes —R na fosfina (PFENNIG, 2015;
ATKINS, et al., 2006).
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M M(PR) PR,

d* sp! ;
hibrido MG
Crebital-o ' H ]

nio-hibridizado

FIGURA 1.10 — Ligacdo metal-fosfina. (Adaptada a partir de: PFENNIG, 2015)

Outra das caracteristicas comuns a ambos ligantes € o moderado
efeito trans estrutural (efeito trans termodinamico) que apresentam. Nao obstante,
apesar de ser este efeito moderado para o CO, este pode causar uma forte
desestabilizacdo da ligacdo trans metal-ligante, pela desestabilizacdo dos estados
de transicdo (COE & GLENWRIGHT, 2000).

Deste modo, conhecendo as propriedades quimicas e biolégicas do
ruténio e dos ligantes dppf, monéxido de carbono e diiminas aromaticas planares, o
presente trabalho visa explorar a atividade citotoxica in vitro frente a linhagem
tumoral de adenocarcinoma de mama humano MDA-MB-231 de derivados de ruténio
(I) contendo esses ligantes. Juntamente, serdo apresentados o0s estudos de

interacdo com as biomoléculas BSA e o DNA (possivel alvo biol6gico).



13

CAPITULO 2 - OBJETIVOS
2.1 — Objetivo Geral

Desenvolver potenciais heterobi-metalofarmacos a base de ruténio
coordenado aos ligantes 1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno, carbonilo e a,a’-diiminas
aromaticas que possam apresentar atividades citotoxicas e estudar suas interacoes
com as biomoléculas BSA e DNA.

2.2 — Objetivos Especificos

Sintetizar complexos heterobimetélicos a base de ruténio coordenado
aos ligantes 1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno, carbonilo e as a,a’-diiminas aromaticas
1,10-fenantrolina (fen); dipirido[3,2-:2",3"-h]quinoxalina (dpq); dipirido[3,2-a:2',3'-
cl[fenazina (dppz); dipirido[3,2-f:2,3"-h]quinoxalino[2,3-b]quinoxalina (dpgQX) que
possam apresentar atividades citotoxicas.

Caracterizar 0s compostos obtidos por microandlise, técnicas
espectroscopicas (absorcdo na regido do infravermelho e UV-vis, ressonancia
magnética multinuclear de H, 3C{*H} e 3'P{'H} e quando possivel raios-X),

voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial.

Estudar as interacdes entre os complexos e a biomolécula BSA usando

titulacdes espectrofluorométricas.

Estudar as interacdes entre os complexos e a biomolécula DNA usando
titulacdes espectrofotométricas, medidas de viscosidade, dicroismo circular e
voltametria de onda quadrada.

Definir indiretamente a citotoxicidade in vitro dos compostos por meio

do ensaio de viabilidade celular MTT em diferentes linhagens celulares.
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CAPITULO 3 — PARTE EXPERIMENTAL

3.1 — Materiais

3.1.1 — Obtencao da atmosfera inerte

A atmosfera inerte foi obtida pela passagem de fluxo lento de gas
argonio (AGA ou White Martins), o qual foi previamente seco e desoxigenado por um
sistema de colunas de purificacdo. Este sistema estd composto por uma primeira
coluna de camadas alternadas de anéis de vidro (0,5 cm de diametro x 0,5 cm de
altura, sendo reativada periodicamente com fluxo lento de hidrogénio a 120 °C
durante 48 h) contendo o catalisador BTS-R-11.9 (ativado a 60 °C, Fluka Chemika),
seguido de uma coluna contendo silica gel (Sigma-Aldrich) e uma ultima contendo

peneira molecular 4 A (sendo reativada a 250 °C, Sigma-Aldrich).

3.1.2 — Solventes organicos

Os solventes utilizados neste trabalho (Synth P.A. e Sigma-Aldrich
P.A.), foram submetidos a tratamento prévio para 0 seu correto uso seguindo
meétodos descritos na literatura (ARMAREGO & CHAI LI LIN, 2013). Os solventes
deuterados (Fluka Chemika e Sigma-Adrich) foram utilizados, como fornecidos, na

espectroscopia de RMN.

3.1.3 — Reagentes quimicos

Os reagentes RuCls-nH20 (Sigma-Aldrich), trifenilfosfina (PPhs, Sigma-
Aldrich),  1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno  (dppf, (dppf, do inglés 1,7~
bis(diphenylphosphino)ferrocene), Sigma-Aldrich), 1,10-fenantrolina (fen, Sigma-
Aldrich), &cido sulfdarico (Synth P.A)), é&cido formico (Merck P.A) e o
hexafluorofosfato de amoénio (NH4PFs, Sigma-Aldrich), foram utilizados como

recebidos.

Os ligantes pirazino[2,3-f][1,10]fenantrolina] (dpq), dipirido[3,2-a:2',3'-
c]fenazina (dppz) e dipirido[3,2-f:2',3'- h]quinoxalina[2,3-b]quinoxalina (dpgqQX) foram
sintetizados e fornecidos pelo Laboratério do Prof. Fabio da Silva Miranda, Instituto

de Quimica da Universidade Federal Fluminense, Niterdi — RJ.



15

3.2 — Técnicas de Caraterizacéao

3.2.1 — Analise elementar

As andlises elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio, foram
realizadas usando um analisador FISONS EA-1108 CHNS-O, localizado no

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Séao Carlos.

3.2.2 — Condutividade molar

As medidas de condutividade molar foram obtidas usando um
condutivimetro Micronal B-330 (equipado com célula de Pt com constante igual
0,089 cm?), para solugées 1,0 mmol-L* de cada composto em DCM.

3.2.3 — Espectroscopia de absorcédo na regido do UV-vis

Os espectros na regido do ultravioleta e visivel foram obtidos em um
espectrofotometro de arranjo de diodo da Hewlett Packard, modelo 8452A. Os
espectros foram obtidos em varias diluicdes, partindo de 1,0 mmol-L-* empregando
cubetas de quartzo com caminho 6tico de 1 cm em DCM (na janela de 245 nm — 800

nm).

3.2.4 — Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho, foram realizados
em pastilha de KBr (Merck, P.A.), na regido compreendida entre 4000 — 200 cm™,

usando um espectrofotbmetro Bomem Michelson FT MB-102.

3.2.5 - Espectroscopia de ressonancia magneética nuclear

Os experimentos de RMN de 'H, 13C{*H} e 3!P{*H} (monodimensionais)
e de 'H — 'H COSY (bidimensional), foram obtidos no Laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear localizado no Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Sé&o Carlos, em um espectrometro Bruker AVANCE Il operando a 9,4 T,
observando os ntcleos H a 400,13 MHz; *3C a 100,63 MHz e 3'P a 161,98 MHz.

Os espectros de RMN de 'H, ¥C{*H} e 'H — 'H COSY foram obtidos
em CDCIlz e (CD3)2CO. Os espectros de RMN de 3'P{*H} foram realizados em DCM
nao deuterado contendo capilares com D20 como referéncia externa, quando ndo se

indique o contrario.
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3.2.6 — Medidas eletroquimicas

Os experimentos eletroquimicos foram realizados a temperatura
ambiente (a menos que se indique o contrario), usando um potenciostato BAS-
100B/W Bioanalytical Systems Instruments e um potenciostato Micro autolab tipo IlI,

gerenciado pelo software GPS 4.9.

Para os experimentos de voltametria ciclica e de pulso diferencial, os
eletrodos de trabalho e auxiliar foram tarugos de Pt e como eletrodo de referéncia
utilizou-se fio de Ag recoberto com AgCI (Ag/AgCl), mantido no interior de um capilar
Luggin-Haber com uma solucdo 0,1 mol-L? de (CH3CH2CH2CH2)sNCIO4 (PTBA,
Fluka Chemika) no solvente de trabalho. As solugdes eletroliticas, foram preparadas

em DCM com concentracéo de 0,1 mol-L"* de PTBA.

Para o experimento de eletrélise, foi usado como eletrodo de trabalho

um eletrodo de rede de platina.

3.2.7 — Difracéo de Raios X

As medidas de difracdo de raios X de monocristal foram realizadas em
dois difratbmetros. O primeiro, localizado no Instituto de Quimica de Sao Carlos da
Universidade de Sao Paulo (IQSC-USP) sob responsabilidade do Prof. Dr. Victor M.
Deflon, um difratdbmetro Bruker APEX DUO. O segundo, localizado no Instituto de
Fisica de Sao Carlos da Universidade de S&o Paulo (IFSC-USP), sob
responsabilidade do Professor Dr. Javier Ellena, um difratdbmetro automatico
NONIUS KAPPA CCD. Ambos drifratbmetros empregam radiagdo da linha Ka do
molibdénio (0,71070 A), & temperatura de 298 K.

Os monocristais foram obtidos por evaporacéo lenta ou por difusdo de
solventes {DCM/Eter etilico}. As estruturas cristalinas foram resolvidas pelo Prof. Dr.
Eduardo E. Castellano e pelo Dr. Richard F. D’vries, membros do Grupo de
Cristalografia do IFSC-USP, empregando o software SHELXS 97. Foram
empregados métodos diretos. Sucessivos mapas de Fourier-Diferenca permitiram a
localizacdo dos atomos ndo hidrogénios. Excetuando-se os atomos de hidrogénio,
todos os demais foram refinados anisotropicamente. Os refinamentos foram feitos
pelo método de minimos quadrados. Detalhes especificos sobre a coleta de dados e

0s parametros sao fornecidos no corpo do texto.
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3.3 — Sintese dos precursores e compostos

3.3.1 — Sintese dos precursores: complexos do tipo cis-[RuCl2(N-N)(dppf)], com

N-N = fen, dpq, dppz e dpqQX.

Todos os compostos de formula geral cis-[RuCIl2(N-N)(dppf)], com
N-N = fen, dpq, dppz e dpgQX, foram sintetizados adaptando a metodologia descrita
na literatura (GALLATTI et al, 2007; MA et al., 2007). Em um tubo Schlenk,
adicionou-se 60 mg (0,11 mmol) de dppf a uma solucédo de 96 mg (0,10 mmol) do
complexo [RuCl2(PPh3)s] (STEPHENSON & WILKINSON, 1966) dissolvido em 25
mL de DCM desaerado. A solu¢do permaneceu sob agitacéo por 30 minutos, tempo
no qual foram adicionados o equivalente em miligramas a 0,10 mmol da a,a’-diimina
(N-N). A nova solucéo obtida permaneceu sob agitacdo outros 30 minutos. O volume
da solucao foi reduzido para aproximadamente 2 mL e precipitou-se com éter etilico.
O complexo formado foi separado por filtragdo, lavado com éter etilico e hexano

guente e seco sob vacuo.

As quantidades das a,a’-diiminas empregadas, as cores dos sélidos
obtidos e os rendimentos para cada uma das sinteses dos precursores P1-P4 foram

as seguintes:

(P1) cis-[RuClz(fen)(dppf)] Empregadas 18 mg (0,210 mmol) de fen. Cor:
laranja. Rendimento: 71,9 mg (79%).

(P2) cis-[RuCl2(dpq)(dppf)] Empregadas 23 mg (0,10 mmol) de dpg. Cor:
vermelha. Rendimento: 76,7 mg (80%).

(P3) cis-[RuClz(dppz)(dppf)] Empregadas 28 mg (0,10 mmol) de dppz. Cor:
marrom. Rendimento: 87,1 mg (86%).

(P4) cis-[RuCl2(dpqQX)(dppf)] Empregadas 33 mg (0,10 mmol) de dpqQX. Cor:

marrom. Rendimento: 86,1 mg (85%).

3.3.2 — Sintese dos compostos contendo CO: compostos do tipo ct-
[RuCI(CO)(N-N)(dppf)]PFs,com N-N = fen, dpq, dppz e dpqQX.

Todos os complexos de férmula geral ct-[RuCI(CO)(N-N)(dpq)]PFs, com
N-N = fen, dpq, dppz e dpgQX, foram sintetizados adaptando a metodologia descrita
na literatura (FRAZAO, 2007). Em um tubo Schlenk, adicionou-se o equivalente em

miligramas a 0,10 mmol do correspondente precursor em 10 mL de DCM e 16 mg
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(0,20 mmol) de NH4PFs solubilizado em 1 mL de MeOH. Em seguida fez-se vacuo e
atmosfera de CO (gerado a partir da desidratacdo do &cido férmico pelo &cido
sulftrico concentrado). Quando a solucdo se tornou amarela, o volume da solucéo
foi reduzido para aproximadamente 2 mL e precipitou-se com éter etilico. O
complexo formado foi separado por filtracdo, lavado com éter etilico e 4gua e seco

sob vacuo.

As quantidades dos precursores empregadas, as cores dos sélidos

obtidos e os rendimentos para cada uma das sinteses dos compostos 1-4 foram as

seguintes:

(1) ct-[RuCI(CO)(fen)(dppf)]PFs Empregadas 91 mg (0,10 mmol) de P1. Cor:
amarela pélida. Rendimento: 84,5 mg (94%).

(2) ct-[RUCI(CO)(dpq)(dppf)]PFs Empregadas 96 mg (0,10 mmol) de P2. Cor:
amarela palida. Rendimento: 85,6 mg (90%).

(3) ct-[RuCI(CO)(dppz)(dppf)]PFe Empregadas 101 mg (0,10 mmol) de P3.

Cor: amarela. Rendimento: 109 mg (95%).

(4) ct-[RuCI(CO)(dpgQX)(dppf)]PFs Empregadas 106 mg (0,10 mmol) de P4.
Cor: mostarda. Rendimento: 108 mg (90%).

3.4 — Estudos de interacdo com as biomoléculas BSA e DNA

3.4.1 — Estudos de interacdo com a BSA por titulacdes espectrofluorométricas

Nos estudos de interacdo proteina/complexo seguiu-se a supressao da
fluorescéncia dos residuos de triptofano de uma solucdo 2,5 umol-L'' de BSA
(albumina de soro bovino, Sigma-Aldrich) em tampéao pH 7,4 (4,5 mmol-L* Tris-HCI;
0,5 mmol-L'* NaOH; 50 mmol-L? NaCl, todos Sigma-Aldrich). A extincdo na
intensidade de emisséo do residuo em 315 nm (comprimento de onda de excitagdo
280 nm) foi monitorado empregando como supressores solu¢des dos compostos
dissolvidos em DMSO, nas concentracées 0 — 12,5 umol-Lt. Os espectros de
fluorescéncia foram adquiridos por triplicata na faixa de 300 — 500 nm, usando uma
placa opaca de 96 pocos, nas temperaturas de 25 e 37 °C, empregando uma leitora

multideteccdo da Biotek, modelo Synergy H1.
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3.4.2 — Estudos de interacdo com o DNA empregando medidas de viscosidade

As medidas de viscosidade foram realizadas em um viscosimetro
Ostwald imerso em um banho de agua a 25 °C. A concentracdo do Calf Thymus
DNA (CT-DNA, Sigma-Aldrich) foi mantida constante em todas as amostras (160
umol-Lt) em tampéo pH 7,4 (4,5 mmol-L* Tris-HCI; 0,5 mmol-L"2 NaOH; 50 mmol-L*
NaCl). As concentracbes dos compostos dissolvidos em DMSO foram
incrementadas de 0 — 56 pmol-L1, mantendo em todas as solu¢ées de trabalho uma
guantidade final de DMSO igual ao 10% do volume total. O tempo de retencéo foi
medido trés vezes empregando um crondémetro digital, tomando o valor médio junto
com o valor do desvio padrédo para o tratamento dos dados. Os dados sé&o
representados como (n/no)¥® versus a proporcdo [composto]/[DNA], onde n e no séo
as viscosidades especificas do DNA em presenca e em auséncia do composto,
respectivamente. Os valores de n e no foram calculados empregando a expressao
(t — to)/t, onde t € o tempo de retencdo observado e tb € 0 tempo de retencdo do

tampdo empregado. As viscosidades relativas do DNA foram calculadas como
(n/mo)*=.

3.4.3 — Estudos de interacdo com DNA empregando dicroismo circular

Os espectros de dicroismo circular (CD, do inglés circular dichroism)
foram registrados em um espectropolarimetro JASCO J-720, empregando uma
cubeta cilindrica com caminho 6tico de 1 cm, pertencente ao Grupo de Biofisica
Molecular “Sérgio Mascarenhas” do IFSC — USP. A concentragdo do CT-DNA foi
mantida como constante em todas as amostras (50 pumol-L*t) em tampéo pH 7,4 (4,5
mmol-Lt Tris-HCI; 0,5 mmol-L* NaOH; 50 mmol-L* NaCl). As concentracdes dos
compostos em DMSO foram incrementadas de 0 — 30 pumol-L, mantendo em todas
as solucdes de trabalho uma quantidade de DMSO igual ao 10% do volume total. As
amostras foram incubadas a 37 °C por 18 h. Todos os espectros de CD foram
tomados a 25 °C na faixa de 240 — 640 nm. Os dados séo apresentados como

elipticidade molar (em termos de miligraus) versus comprimento de onda.

3.4.4 — Estudos de interacdo com o DNA por titulacdes espectrofotométricas

Preparou-se uma solucdo de DNA pela adi¢cdo de aproximadamente 40
mg de CT-DNA (DNA de timo de bezerro, Aldrich) em 20 mL de tampéo pH 7,4 (4,5

mmol-L* Tris-HCI; 0,5 mmol-L* NaOH; 50 mmol-L* NaCl). A concentracédo exata do



20

DNA foi determinada por espectroscopia na regido do UV-vis, onde em uma cubeta
contendo o tampé&o (2000 pL) foram adicionados 50 pL da solugdo de DNA e
realizada a medida. Sabe-se que a absortividade molar do CT-DNA em 260 nm é
6600 molt cm™ L. Assim, conhecendo-se a absorbancia (A), a absortividade molar
(€) em 260 nm e o caminho Optico (b = 1 cm), determinou-se a concentracao (c) do
CT-DNA por meio da lei de Beer — Lambert A = €bc.

As titulacdes foram realizadas empregando-se duas cubetas: na cubeta
1 foram adicionados 1800 pL do tampéo pH 7,4 e 200 pL de DMSO, correspondendo
ao branco, enquanto na cubeta 2 foram adicionados 1800 pL do tampéo pH 7,4 e
200 pL da solucéo de complexo (1 mol-L't) em DMSO. Logo apés, foram realizadas
sucessivas adi¢des de 30 uL de CT-DNA em ambas cubetas, onde a cada adicao as
solugdes foram homogeneizadas por cerca de 1 minuto seguido da obtencdo dos
espectros da cubeta 1 (branco) e cubeta 2 (amostra), em um espectrofotbmetro de

arranjo de diodo da Hewlett Packard, modelo 8452A.

3.4.5 — Estudos de interacdo com DNA empregando voltametria de onda

guadrada

Para a aquisicdo dos voltamogramas de onda quadrada, foram
utilizados um eletrodo de carbono vitreo como eletrodo de trabalho, um tarugo de
platina como eletrodo auxiliar e um eletrodo de Ag/AgCI, mantido no interior de um
capilar Luggin-Haber com uma solucéo 0,1 mol-L** de PTBA no solvente de trabalho,
como eletrodo de referéncia. Primeiramente, foi registrada a resposta eletroquimica
de uma solucéo 0,5 mmol-L* do complexo em tampéo pH 7,4 (4,5 mmol-L* Tris-HCI;
0,5 mmol-L'* NaOH; 50 mmol-L't NaCl) com 20% de DMSO. Em seguida, foram
adicionadas aliquotas de uma solucdo de CT-DNA de concentracdo conhecida

registrando logo apds a resposta eletroquimica da solucao.

3.5 — Determinacéo da citotoxicidade celular in vitro

A citotoxicidade in vitro dos compostos, determinada de forma indireta
a partir de testes de viabilidade celular, foi realizada no Laboratério de Biologia do
Envelhecimento — Laben, sob responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Regina
Cominetti, no Departamento de Gerontologia da Universidade Federal de Sdo Carlos
(DeGero — UFSCar), pelas alunas Msc. Katia Mara de Oliveira e Msc. Legna

Andreina Colina Vegas. Utilizou-se as linhagens celulares adenocarcinoma de mama
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humano MDA-MB-231 (ATTC No. HTB-26) e célula normal fibroblasto de pulmé&o de
camundongo V79-4 (ATCC No. CCL-93).

Conforme o protocolo utilizado, as células foram cultivadas como
cultura de monocamada aderente em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,
do inglés Dulbecco's modified eagle medium) suplementado com soro fetal bovino
(FBS, do inglés fetal bovine serum) 10%. As culturas foram mantidas a 37 °C, em
atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. Para a realizagdo dos ensaios, as
células foram tripsinizadas (separadas do suporte empregando a enzima tripsina)
para a contagem e ajuste da concentracdo de células. Em seguida, aplicou-se as
células em placas de cultura de 96 pocos (estéril) (densidade de células 1,5 x 10%).
As placas foram armazenadas em estufa (37 °C / 5% CO2) por 24 h para a adeséo
celular. Apos este tempo os complexos em diferentes concentragdes, solubilizados
em DMSO, foram adicionados a placa e a mesma foi novamente mantida na estufa
por 48 h. Apds este periodo, retirou-se todo o meio de cultura das placas e lavou-se
duas vezes com PBS (NaCl 137 mmol-L, KCI 2,7 mmol-Lt, Na2HPO4-2H20 9,1
mmol-Lt, KH2PO4 1,8 mmol-L?, pH 7,4) e, em seguida, adicionou-se 50 pL de uma
solucdo de MTT em PBS (0,5 mg-mL?). As mesmas foram deixadas em estufa por
um periodo de 3 h, adicionou-se isopropanol para solubilizar os cristais de formazan
formados apds reducdo do MTT e mediu-se espectrofotometricamente. A densidade
Optica (absorbancia dos pocos) foi medida em um leitor de microplacas a 540 nm.
Para verificar o efeito do solvente DMSO, controles adicionais receberam 0,5% deste

solvente.

Os dados coletados foram tratados nos programas computacionais
Excel e GraphPad Prism 5, obtendo curvas a partir das quais foram calculados os

valores de ICso (concentragdo inibitéria de 50% das células).
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CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Sintese e caracterizacao

Os compostos ct-[RuCI(CO)(N-N)(dppf)]PFe [N-N = fen, 1; dpq, 2; dppz,
3 e dpgQX, 4) foram sintetizados a partir dos correspondentes precursores de
formula cis-[RuClz2(N-N)(dppf)] (P1-P4), ao substituir o ligante cloro em posi¢do
trans- ao atomo de fésforo — cloro labil — pelo mondxido de carbono (FRAZAO,
2007). A precipitacdo dos mesmos foi realizada ap6s adicdo do contra-ion
hexafluorofostafo (PFs). O Esquema 4.1 ilustra as diferentes etapas envolvidas na
obtencéo de 1-4, partindo desde a sal RuCls-nH:0.

al N [ N
dppf . co .
Ph P/ \\PPh P \\N P/ \\N
PPh, : l NN F/ R PFg F/ R
RuCl,-nH,O0 —— u — > re Ru — |Fe Ru PF,
A DCM 7| ™\ bcm
MeOH Ph3P/ \CI \-p cl o | eo
Cl Cl
Precursores: P1 - P4 1-4
g
N
: NZ~ ‘
N
@/p@ fen, 1
 dppf = Fe N-N =
" =30

dpg, 2 dpaQX, 4

ESQUEMA 4.1 - Rota sintética para obtencdo dos compostos carbonilicos
heterobimetélicos de Ru(ll)/Fe(ll).

4.1.1 — Espectroscopia RMN de 3P{!H}

A espectroscopia de RMN de 3P{1H} foi a técnica empregada para o
monitoramento das diferentes reacfes e para a avaliacdo priméria da formacao tanto
de P1-P4 como de 1-4, por ser a resposta de ambos tipos de compostos conhecida
(FRAZAO, 2007; BAROLLI, 2013, GALLATTI et al, 2007; MA et al., 2007). Todos os
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espectros de RMN de 3'P{*H} (adquiridos em DCM/D20), apresentaram dois
dubletos num sistema de spins AX, sistema no qual a diferenca dos deslocamentos
guimicos € muito maior que a constante de acoplamento (Tabela 4.1; apéndice 3, p.
69), como mostrado para P2 e 2 na Figura 4.1. Este padrdo nos sinais indica que os
atomos de fosforo do ligante dppf coordenado ndo sdo nem magnética nem

guimicamente equivalentes, confirmando assim a configuracdo cis- de P1-P4.

TABELA 4.1 - Deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento dos espectros de
RMN de 3!P{*H} para os compostos carbonilicos e precursores em DCM/D-0.

Composto* & (multiplicidade) 2Jpp (H2)
1 ct-[RuCI(CO)(fen)(dppf)]PFs 39,7 (d); 7,7 (d) 23
2 ct-[RuCI(CO)(dpq)(dppf)]PFe 39,5 (d); 7,7 (d) 23
3 ct-[RUCI(CO)(dppz)(dppf)]PFs 39,2 (d); 7,5 (d) 23
4 ct-[RuCI(CO)(dpgQX)(dppf)]PFs 39,1 (d); 7,7 (d) 23
P1  cis-[RuClx(fen)(dppf)] 43,0 (d); 36,8 (d) 31
P2  cis-[RuClz(dpq)(dppf)] 42,5 (d); 36,5 (d) 31
P3  cis-[RuClz(dppz)(dppf)] 42,0 (d); 36,3 (d) 31
P4 cis-[RuClz(dpqQX)(dppf)] 41,9 (d); 36,2 (d) 31

d = dubleto. *Para os compostos 1-4, o sinal referente ao PFes corresponde a um hepteto em & -144,5
(YIpr=711Hz).

RN =
N J—
A A P2
Igp Sy PF, A
. Cl -
M
NN e

Cl 43 40 37 9 6
ppm pPpm

T T T T T T T

140 80 40 0 -40
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T T T T T T T

-100 -160 -220

FIGURA 4.1 — Espectros de RMN de 3'P{*H}, em DCM/D-0, do ct-[RuCI(CO)(dpq)(dppf)]PFs
(2, acima) e do cis-[RuClx(dpq)(dppf)] (P2, abaixo). Inserido: ampliagdes dos espectros.
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Para os compostos 1-4, a ndo equivaléncia magnética dos nucleos de
fésforo sugere como possiveis conformacdes a cc- e a ct- (neste caso, a primeira
letra indica a posicdo do CO em relacédo ao Cl, e a segunda letra, a posi¢cao do CO
em relacdo ao atomo de fosforo da dppf). No entanto, foi observado que para os
isdbmeros do [RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs 0 cc- apresenta dois dubletos em & 35,0 e
27,0 (3Jer 30 Hz) enquanto o isébmero ct- apresenta dois dubletos em & 37,3 e 7,9
(2Jp.» 30 Hz) (FRAZAO, 2007). Assim, para os espectros de 1-4, o deslocamento
quimico de um dos dubletos em torno a 6 8,0 sugere a configuracdo ct- o que indica
a blindagem do nucleo de P trans-CO atribuido ao efeito competitivo gerado por ser
tanto a dppf como o CO fortes m-aceptores (FRAZAO, 2007; VALLE et al., 2009).
Para 1-4, junto com sistema de sinais AX, observou-se um hepteto em & -144,5 (*1Jpr

711 Hz) correspondente ao contra-ion PFe .

No caso particular de P4 e 4, foram observados mais dois dubletos de
baixa intensidade (Figura 4.2), as quais sado atribuidos a coordenacdo do ligante
dpgQX através dos nitrogénios 9 e 10. A baixa intensidade dos mesmos, estd em
acordo com a premissa de ser esta coordenacdo a menos favoravel ao ser gerado

um anel rigido de 4 membros (Figura 4.3).

B : —4
NP NN PFs — P4
12
y g
S
b a
9(10)N ' "#
a\ \\\Nwm b a
fe ™ >ra I I
Py [Reoes 43 40 37 9 6
cO (4) ppm ppm
140 80 40 0 -40 -100 -160 -220
ppm
FIGURA 4.2 - Espectros de RMN de S3'P{*H}, em DCM/D;O, do ct-

[RUCI(CO)(dpqQX)(dppf)]PFs (4, acima) e do cis-[RuCly(dpgQX)(dppf)] (P4, abaixo).
Inserido: ampliacdes dos espectros.
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Para corroborar a hipotese da coordenacgdo pelos nitrogénios 9 e 10
foram estudados o0s precipitados obtidos apés empregar as relacdes
estequiométricas 2Ru:2dppf:1dpgQX e 3Ru:3dppf:1dpgQX por RMN de 3'P{‘H},
seguindo a metodologia empregada na sinteses de P4 (Figura 4.4). Foi observado,
além dos dois dubletos correspondentes a P4, a formacéo de um singleto em & 51 o
que sugere inicialmente a formagdo de um complexo no qual os atomos de fésforo
da dppf sdo magneticamente equivalentes (porém nao atribuivel ao isbmero trans-
[RuCl2(dpgQX)(dppf)], trans-P4, o qual apresenta um singleto em & 41). Os sinais
atribuidos a coordenacdo ao ruténio pelos nitrogénios 9 e 10 da dpgQX, também
foram observados, mas a intensidade dos mesmos se manteve baixa. Juntamente,
0s voltamogramas ciclicos destes precipitados coincidiram com aquele de P4,
resultado que ndo aportou informacédo clara que permitisse esclarecer a estrutura

correspondente ao singleto em 6 51.

N
15X
10_

N

FIGURA 4.3 — Possiveis pontos de coordenacao do ligante dpqQX.

3Ru:3dppf:1dpqQX

2Ru:2dppf:1dpqQX
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3 - » '
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FIGURA 4.4 — Espectros de RMN de 3!P{*H} para a sinteses do cis-[RuCl.(dpqQX)(dppf)]
(P4), empregando diferentes relagdes dos reagentes.
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4.1.2 — Analise Elementar e Condutancia Molar

As formulas propostas foram confirmadas a partir da composicao
percentual obtida das analises elementares de CHN e indicaram, em alguns casos, a
presenca de moléculas de agua, diclorometano e/ou éter etilico (Tabela 4.2). A
presenca de dessas moléculas foi confirmada a partir das técnicas de IV e de RMN
de 'H (conforme pode ser observado nos respectivos espectros nos apéndices nas
paginas 64 e 74). Como esperado, os valores registrados de condutancia molar em
DCM se encontraram dentro das faixas de nao eletrglitos para P1-P4 e de eletrdlitos
1:1 para 1-4 (Tabela 4.2).

TABELA 4.2 — Dados das analises elementares e de condutancia molar (Av) em DCM para
0s compostos carbonilicos e complexos precursores.

Composto Analise elementar (Calc.) A
P %C %H %N (S-m2-mol?)
. Ct[RuCl(CO)(fen)(dppf]PFs 53,68 4,35 2,72 487405
Ca7H36CIFsN2OPsFeRu-H20- (C2Hs)20 (53,91)  (4,26) (2,47) =
5 ct-[RUCI(CO)(dpq)(dppf)]PFs 52,45 3,63 4,59 56.8+0 1
Ca9H36CIFsN4OP3sFeRu-¥%2CH2Cl2 (52,47) (3,26) (4,89) o
3 ct-[RuCI(CO)(dppz)(dppf)]PFs 54,86 4,14 4,78 68.9+09
Cs3H3sCIFsN4OP3FeRu-2H20-(C2Hs)20 (54,49) (4,17) (4,46) R
4 ct-[RuCI(CO)(dpqQX)(dppf)]PFs 51,43 3,17 6,83 470+08
CssH3sCIFsNsOP3sFeRu (51,69) (3,25) (6,46) o
cis-[RuClz(fen)(dppf)] 58,73 4,38 2,92
PL  CLsHasCloN2P2FeRu-2Hz0 (58.61)  (4.28) 297y  H04%001
P2 cis-[RuClz2(dpq)(dppf)] 59,05 4,03 5,78 0.26 + 0.01
CasH36Cl2N4P2FeRuU-%2 CH2Cl2-¥2(C2Hs)20 (58,67) (4,05) (5,37) o
cis-[RuClz(dppz)(dppf)] 60,61 4,03 5,00
P3  CoHasClaNsP2FeRU-H20 (6083)  (3.93) (543  069%002
cis-[RuClz2(dpqQX)(dppf)] 57,82 4,36 7,60
P4 CoaHaaCloNsP,FeRu-4H,0 (57.26)  (4.09) (7.a2) 63005

“Faixa de condutividade molar para eletrélitos 1:1 em DCM: 43,1 + 14,4 S-m2-mol-! (GARCIA, 2006).

4.1.3. — Espectroscopia de absorgédo na regiao do infravermelho

A espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho € uma
técnica util para a caraterizagdo de compostos metal-carbonila, por ser a regido de
vibracdo do CO (em torno a 2000 cm™t) pouco poluida e porque 0 nimero e posicdo
das absorcdes fornecem informacdes sobre a estrutura, simetria e forma de ligagcéao
do grupo CO na molécula (NAKAMOTO, 2008).

Nos espectros IV de 1-4, adquiridos em pastilha de KBr, foi observada
uma Unica banda de estiramento CO em torno de 2000 cm™ (Tabela 4.3; apéndice 1,

p. 63), sendo esta a principal evidéncia da coordena¢cdo do monoxido de carbono,
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que livre apresenta sua frequéncia vibracional em 2143 cm™. A presenca de um
anico modo de vibragdo do grupo carbonila indica a coordenagdo de uma Unica
molécula de mondxido de carbono por composto e as frequéncias apresentadas sao
congruentes com a faixa reportada para compostos metal-carbonila terminais (M-
CO, 2125-1850 cm?) (NAKAMOTO, 2008). Destaca-se que estas bandas ndo
apresentam o perfil agudo carateristico da maioria dos metal-carbonila
(NAKAMOTO, 2008) e sim um perfil largo.

TABELA 4.3 — Tentativa de atribuicdo das bandas mais representativas nos espectros de
absorcéo na regido do infravermelho, em pastilha de KBr, para os compostos carbonilicos e
precursores.

7 (cm™?)

Banda 1 2 3 4 P1 P2 P3 P4
V(Car-H) 3065w 3074w 3061w 3063w 3053w 3065w 3057w 3051w
v(CO) 1979b,s 1992b,s  2001b,s 2003b,m n.a. n.a. n.a. n.a.
V(C=N)ar 1632w 1609w 1603w 1641w 1632w 1637w 1633w  1637m

1587w 1582w 1574w 1610w 1587w 1585w 1571w 1606m
1483w 1481m 1493m 1499m 1483m 1444m  1481m  1496m
V(C=C)ar 1435w 1433m 1435m 1435m 1431m 1415m  1431m  1433m
1389m 1360m 1387m 1400m  1360m  1385m
V(P-Cny) 1165m 1165m 1160m 1119m 1088m  1103m  1080m  1088m
1088m 1085m 1094m 1088m 1040m  1051m  1032m  1037m
v(P-F) 843b,s 844b,s 854h,s 845h,s n.a. n.a. n.a. n.a.
o(P-F) 559s 557s 557s 557m n.a. n.a. n.a. n.a.
V(RU-P) 546m 546m 540w 548w 545m 560w 548m 548m
515w 523w 525m 525w 520m 531w 519m 521m
v(RU-N) 495m 496m 500m 524w 498m 511lm 521m 509m
474w 476m 478m 507m 473m 492m 504m 496m
V(Ru-Cl) 328w 324w 328w 345w 353w 366w 353w 347w

326w 336w 318w 312w

b = larga; s = forte; m = média, w = fraca; n.a. = ndo aplica.

Ao comparar os deslocamentos da banda v(CO) de 1-4 é notério um
aumento na frequéncia do estiramento conforme aumenta a conjugacdo da
a,a’-diimina (Tabela 4.3). Isto sugere que 0 aumento na conjugacdo das
a,a’-diiminas gera uma diminuicdo na capacidade o-dadora (diminuicdo na
basicidade) das mesmas, como observado também para compostos anélogos
contendo a 1,4-bis(difenilfosfino)butano (dppb) (Tabela 4.4).
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TABELA 4.4 — Frequéncias de vibracdo do grupo carbonila observados nos espectros de
absorcdo na regido do infravermelho, em pastilha de KBr, para compostos do tipo ct-
[RUCI(CO)(N-N)(dppb)]PFs

Composto pKa (N-N) livre v(CO) (cm™)
ct-[RuCI(CO)(bipy)(dppb)]PFe? 4,44¢ 1987
ct-[RuCI(CO)(fen)(dppb)]PFs? 4,27¢ 1987

ct-[RUCI(CO)(dpgQX)(dppb)]PFeP 3,4¢ 1996

a— FRAZAO, 2007. b — BAROLLI, 2013. c — PAVAN, et al., 2011; DOS SANTOS, et al.,
2013. d — O presente trabalho, ver Tabela 4.11.

Em adicao, frente aos complexos analogos contendo a dppb (Tabela
4.4), os compostos 1-4 exibem um maior valor na frequéncia v(CO) indicando que a
dppf apresenta uma menor capacidade o-dadora que a dppb, o que pode estar
ligado a uma melhor capacidade t-aceptora. O anterior se encontra em acordo com
0 reportado na literatura, onde determinando o calor de protonagdo da dppf foi
demostrado que esta apresenta uma menor capacidade o-dadora (menor
basicidade) que outras bifosfinas contendo pontes alquilas ou arilas (O'CONNOR &
NATARO, 2004).

Todos os espectros IV de 1-4, apresentaram também uma banda forte
correspondente ao estiramento P-F junto com a respectiva banda de flexdo P-F,
dado o emprego do contra-ion PFe. As bandas de absorcdo devidas aos sistemas
aromaticos presentes na dppf e nos ligantes N-N, foram comuns para 0s espectros
de 1-4 e para os espectros dos respectivos precursores (Tabela 4.3). Assim, a faixa
entre 3100 — 3000 cm™* compreende os estiramentos Car-H. Entre 1650 — 1350 cm?,
tém-se absorcdes dos estiramentos C=C e C=N de sistemas aromaticos. Na faixa
entre 1250 — 600 cm™t, encontram-se as deformacdes angulares da ligacdo Car-H no
plano e fora do plano, regido que contém as bandas de estiramento P-Carentre 1130
— 1090 cm*. Na faixa entre 990 — 600 cm, encontram-se as vibracdes das ligacdes
C-C (SILVERSTEIN, 2005). Por ultimo, os espectros exibem bandas na regido entre
520 — 390 cm?, caracteristicas das vibracbes de estiramento das ligacées Ru-P e
Ru-N (Tabela 4.3). Na Figura 4.5, € apresentado o espectro IV de 2 e do precursor
P2.
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FIGURA 4.5 — Espectros de absorcdo na regido do infravermelho, em pastilha de KBr, do
ligante livre dpq (topo), do cis-[RuClx(dpq)(dppf)] (P2, meio) e do
ct-[RUuCI(CO)(dpq)(dppf)]PFs (2, base).

4.1.4 — Espectroscopia de absorcéo naregiao do UV-vis

Os espectros de absorcao na regido do UV-vis de 1-4 coletados em
DCM (cut-off em A = 245 nm), apresentaram bandas atribuidas principalmente a
transicOes eletronicas do tipo 1 - 1* intraligantes (IL) em comprimentos de onda na
regido do ultravioleta (Tabela 4.5; apéndice 2, p. 67), conforme apresentado para 2
na Figura 4.6 (GALLATTI et al, 2007; MA et al., 2007 e SILVA et al., 2008). Nos
espectros de absorcdo para os compostos derivados dos ligantes dpq, dppz e
dpgQX (2—4 respectivamente), foi possivel identificar transicbes do tipo ™ = 1* IL
centradas em seus sistemas azo (SILVA et al., 2008 e VAN DER TOL et al., 1998),
as quais, em média, sdo observadas em maiores comprimentos de onda, conforme

aumenta a conjugacéo das a,a’-diiminas (Tabela 4.5; apéndice 2, p. 67).

Comparado aos espectros eletronicos dos complexos precursores P1—
P4 (apéndice 2, p. 67) a ndo presenca das absor¢des na regido do visivel, atribuidas
principalmente a transicbes de carga metal — ligante TCML dRu -> T1*N-N

(GALLATTI et al, 2007), junto com a menor definicdo nas bandas das transicbes
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centradas nos sistemas azo, constitui a maior variacdo dos espectros eletrénicos de
1-4, conforme observado para P2 e 2 na Figura 4.6. O anterior esta em acordo com
a alteracdo observada na coloracdo que passou de tonalidades laranja — marrom
nos precursores para tonalidades amarela palida — mostarda nos compostos 1-4,
mostrando que a coordenagao do CO, que apresenta acidez T, diminui a
disponibilidade dos elétrons do metal para realizar as transicdes TCML (FRAZAO,
2007).

TABELA 4.5 — Dados de espectroscopia de absorcao na regido do UV-vis em DCM para 0s
compostos carbonilicos e precursores.

Anm (g/mol-Lt-cm?)

™ > * IL(N-N)

Composto 1 > 1 IL(dppf) m > m* IL(N-N, azo) TCML dRu - m*N-N
1 262 (29300) - -
1 262 (27300) - -
3 286 (30800) 368sh, 386sh --
4 296 (22700) 424 (13000) --
P12 271 (22500) - 438 (3400)
P2 264 (29300) 296sh, 334sh 452 (3000)
P3 280 (30800) 324sh, 328sh, 376 (7720) 440 (2700)
P4 284 (21400) 404 (15400), 426 (9500) 462sh
sh = ombro. a — GALATTI et al., 2007.
T —p70%, IL (N-N)
n —w70%, IL (P-P)
1.0497 A |
! 3 dpg
05+ - n— 1*, IL (N-N, azo)
—~ 1
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FIGURA 4.6 — Espectros de absorcdo na regiao do UV-vis, em DCM, do ligante livre dpq
(topo), do ct-[RuCI(CO)(dpq)(dppf)]PFs (2, meio) e do cis-[RuCl.(dpqg)(dppf)] (P2, base).
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4.1.5 — Espectroscopia RMN de 'H e COSY H -'H

Os espectros de RMN de 'H de 1-4 (registrados em acetona-D6 e
cloroférmio-D, quando possivel; apéndice 4, p. 73) apresentaram picos na faixa
compreendida entre 6 3,00 — 10,00, como apresentado para 2 na Figura 4.7. Apoés a
coordenacdo ao Ru(ll) todos os hidrogénios das a,a’-diiminas e do ligante dppf
ficaram sem equivaléncia quimica e magnética, originando assim, além do
deslocamento na frequéncia de ressonancia, um aumento no namero de picos com
respeito aos espectros dos ligantes livres®, ja que nenhuma das estruturas possui
elementos de simetria conforme evidenciado pelos espectros de RMN de 3'P{H}.
Todos os picos devidos aos hidrogénios dos anéis das ciclopentadienilas (Cp-)
contidos no ligante dppf sdo mostrados como multipletos ndo resolvidos na faixa de
0 3,00 — 6,50 (sete ou oito picos sdo observados para cada composto). Os picos
acima de & 6,50 correspondem as ressonancias dos hidrogénios das diferentes
fenilas (Ph-) da dppf e dos hidrogénios das a,a’-diiminas, 0s quais possuem um
carater aromatico. A atribuicdo dos hidrogénios correspondentes as diferentes a,a’-
diiminas, baseada nos espectros COSY 'H-'H (apéndice 5, p. 81), se resume na
Tabela 4.6.

Os espectros de RMN de 'H de P1-P4 (obtidos em cloroférmio
deuterado, ao serem insollveis em acetona; apéndice 4, p. 74), apresentaram o0
mesmo perfil que o ja descrito para 1-4 e mostraram 0s caracteristicos picos
desblindados, correspondentes aos hidrogénios orto das a,a’-diiminas coordenadas
(GALLATTI et al, 2007), como apresentado na Tabela 4.7.

b fen (simetria Cz): RMN de *H (300 MHz, CDCls, ppm): 9,18 (dd, J = 4,3; 1,8 Hz, 2H); 8,22 (s, 2H);
8,20 (dd, J =8,1; 1,8 Hz, 2H); 7,58 (dd, J = 8,1; 4,3 Hz, 2H) (MARTIN, et al., 1966).

dpq (simetria C2,): RMN de 'H (250 MHz, CDCls, ppm): 9,45 (dd, J = 8,3; 0,1 Hz, 2H); 9,3-9,2 (m, 2H);
9,18 (s, 2H); 7,97 (dd, J = 12,5; 4,0 Hz, 2H) (VAN DER TOL et al., 1998).

dppz (simetria Cz): RMN de 'H (400 MHz, (CDz3)2SO, ppm): 9,51 (d; J = 6,5 Hz; 2H); 9,20 (s; 2H);
8,37 (s; 2H); 8,05 (s; 2H); 7,93 (s; 2H).

dpgQX (simetria C2,): RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm) 9,83 (dd; J = 8,1; 1,5 Hz; 2H); 9,35 (dd; J =
4,4; 1,5 Hz; 2H); 8,52 (dd; J = 7,0; 3,3 Hz; 2H); 8,07 (dd; J = 7,0; 3,3 Hz; 2H); 7,88 (dd; J = 8,1; 4,4
Hz; 2H) (SILVA et al., 2008).

dppf (centrossimétrico): RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm) 7,30 (m; 20H, Ph-); 4,26 (m; 4H, Cp-);
3,99 (m; 4H, Cp-).
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FIGURA 4.7 — Espectros de RMN de H (400 MHz, CDCls), do ct-[RuCI(CO)(dpq)(dppf)]PFs
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TABELA 4.6 — Deslocamentos quimicos nos espectros de RMN de 'H, em (CDs3),CO, dos
hidrogénios dos diferentes ligantes N-N coordenados nos compostos carbonilicos.

Composto, &*

Préton 1 2 3 4
Ha/a’ 9,18/8,87 9,74/9,70 9,87/9,83 9,94/9,94
Hb/b’ 7,92/7,79 8.05/7,98 8,05/7,97 8,13/7,99
Hclc’ 8,87/8,82 9,32/8,98 9,31/8,96 9,01/9,03
Hd/d’ 8,30/8,22 9,31/9,29* 8,49** 8,53*
Hele’ 8,19** 8,29*

*Atribuicoes baseadas nos espectros COSY H-!H. **Tentativas de atribui¢cbes. n.a.: ndo aplica.

Apenas para o composto 2 foi possivel obter um bom espetro de RMN
de 'H em cloroférmio deuterado. Os demais espectros obtidos neste solvente para 1,
3 e 4 ndo apresentaram boa resolucéo dos picos, como mostrado para 1 na Figura
4.8 devido a agregacao dos compostos em solugdo. Assim, ao comparar o espetro
de RMN de 'H (em cloroférmio-D) de 2 frente aquele de P2, se observa um dos
hidrogénios orto- da dpq fica mais desprotegido (Figura 4.7). Este comportamento
também é observado nos picos dos grupos Ph- apds coordenacao do CO (o qual é
congruente com o espetro de RMN de 3'P{*H} onde o fésforo trans- ao CO apresenta
uma maior blindagem que seu par). Os picos restantes correspondentes aos
hidrogénios do ligante dpq, sofrem um deslocamento a regibes mais desblindadas
frente ao espetro do P2 (Figura 4.7). A diferenca de deslocamento quimico para os
hidrogénios da dpq apés coordenacao do CO se resume na Tabela 4.8.

Como atribuicdo tentativa para os ndcleos das diferentes a,a’-diiminas
Nnos compostos precursores e tendo apenas em conta fatores de estas ligacOes
guimicas, supomos que aqueles hidrogénios denominados como a-e (aqueles mais
protegidos) na Tabelas 4.7 e 4.8, sdo 0s que se encontram do lado do nitrogénio

trans- ao fésforo da dppf nas diferentes estruturas.
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TABELA 4.7 — Deslocamentos quimicos nos espectros de RMN de 'H, em CDCls, dos
hidrogénios dos diferentes ligantes N-N coordenados nos precursores.

Composto, &*

Proton P1 P2 P3 P4

Ha/a’ 9,70/8,25 9,82/8,33 9,83/9,24 9,93/9,37
Hb/b’ 7,30/6,80 7,44/6,93 7,45/6,90 7,49/6,99
Hclc’ 8,05/7,85 9,24/9,08 9,41/8,34 9,54/8,34
Hd/d’ 7,74/7,61 8,99/8,96 8,34/8,34* 8,51/8,51*
Hele’ 7,95/7,95* 8,09/8,09*

N N d
\ \ e
/ / e'
N N -

P3 P4

P1

*Atribuicoes baseadas nos espectros COSY H-!H. **Tentativas de atribui¢cbes. n.a.: ndo aplica.

=== Acetona-D6

RN W R

--- Cloroférmio-D

ww

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
ppm

Figura 4.8 - Comparacdo do espetro de RMN de !H (400 MHz) do
ct-[RuCI(CO)(fen)(dppf)]PFs (1), adquirido em acetona-D6 (abaixo) e cloroférmio-D (acima).

TABELA 4.8 — Deslocamentos quimicos nos espectros de RMN de 'H, em CDCls, dos
hidrogénios do ligante dpq coordenado em P2 e 2.

Composto, &*

Préton P2 2 Ad
Hal/a’ 9,82/8,33 9,39/8,46 0,43/-0,13
Hb/b’ 7,44/6,93 7,74/7,86 -0,30/-0,93
Hclc’ 9,24/9,08 9,60/9,60 -0,36/-0,52
Hd/d’ 8,99/8,96 9,16/9,14 -0,17/-0,82

*Atribuicdes baseadas nos espectros COSY H-!H e nos perfis dos espectros 1D.
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4.1.6 — Espectroscopia RMN de 3C{'H}

Os espectros de RMN de '3C{'H} de 1-4 foram obtidos tanto em
acetona como em cloroférmio deuterado (apéndice 6, p. 85). Conforme esperado, 0
comportamento apresentado é similar aquele dos espectros de RMN de 'H, sendo
observadas trés regides de picos nos diferentes espectros. A primeira regiao
corresponde aos atomos de carbono dos grupos Cp- da dppf (& 70 — 80); a segunda
regido, corresponde aos atomos de carbono dos grupos Ph- da dppf e das a,a’-
diiminas (6 122 - 165). Por ultimo, a terceira regido corresponde aos atomos de
carbono do grupo -carbonila, observados como duplos dubletos devido ao
acoplamento carbono-fosforo a duas ligacdes 2Jcp trans- e cis-, sendo 0s
deslocamentos quimicos os resumidos na Tabela 4.9. Como esperado, os valores
das constantes de acoplamento seguiram a tendéncia 2Jcp trans- >> 2Jcp cis-
(PREGOSIN, 2012). Ao comparar com 0s espectros dos respectivos precursores a
coordenacao do CO provocou um deslocamento quimico nos sinais dos atomos de
carbono, principalmente da dppf, para regiées mais blindadas, sendo isto coerente
com o observado nos espectros de RMN de 'H e de 3'P{'H}. Na Figura 4.9, séo

mostrados os espectros de RMN de **C{*H} do composto 2 e seu precursor P2.

TABELA 4.9 — Deslocamentos quimicos nos espectros de RMN de **C{*H}, em (CD3),CO e
CDCls, dos carbonos dos grupos carbonila nos compostos 1-4.

(CD3)2CO CDCl3
Composto 8co 2Jcp (H2) 8co 2Jcp (H2)
1 197,0 (dd) 107; 18 195,6 (dd) 105; 18
2 196,7 (dd) 107; 18 195,5 (dd) 107; 18
3 Pico ndo detetado* -- 195,6 (dd) 107; 19
4 Pico ndo detetado* -- Pico nao detetado* --

dd = duplo dubleto. *No total, foram destinadas 15 h de maquina na aquisicdo do espetro. Foi
percebida agregacdo do complexo na solugéo.
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FIGURA 4.9 — Espectros RMN de *C{*H} (400 MHz, CDCIz), do complexo precursor cis-
[RuCly(dpqg)(dppf)] (P2, abaixo) e do composto ct-[RuCI(CO)(dpq)(dppf)]PFs (2, acima).
Inserido: ampliag&o na regiéo.

4.1.7 — Medidas eletroquimicas.

As técnicas voltamperométricas permitem, entre outros, estimar a
densidade eletronica de um determinado centro metalico (carateristica diretamente

relacionada ao potencial de oxidagao) e estudar a reversibilidade de um sistema.

Ao serem os compostos 1-4 heterobimetélicos, espera-se observar os
processos correspondentes as duplas Ru'"/Ru"' e Fe'/Fe'". N&do entanto, na janela de
potencial de trabalho (0 — 1800 mV), os voltamogramas ciclicos de 1-4, vs. Ag/AgCl,
mostraram um unico processo redox, quasi-reversivel e de um elétron em torno a
1000 mV, atribuido a dupla redox Fe'/Fe"" (Tabela 4.10; apéndice 7, p. 91), como

apresentado para 2 na Figura 4.10.

A atribuicdo desse processo a dupla redox Fe'/Fe'', é baseada em
quatro observacbes. A primeira observacdo, que para os compostos analogos e
monometalicos de Ru(ll) ct-[RuCIl(CO)(fen)(dppb)]PFs, ct-[RuCIl(CO)(bipy)(dppb)]PFs
e ct-[RuCI(CO)(dpgQX)(dppb)]PFs, o processo de oxidacdo do Ru(ll) foi atingido com
potencias superiores a 1620 mV vs. Ag/AgCl (em solucdo de MeCN 1,0 mmol-L* de
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PTBA), sendo estes irreversiveis. Nestes casos, foi notada a formacdo de novas
espécies apoOs coordenacdo da acetonitrila (FRAZAO, 2007; BAROLLI, 2013). A
segunda observacdo foi o0 comportamento eletroquimico dos precursores: 0S
voltamogramas ciclicos de P1-P4 (vs. Ag/AgCl em solucdo de DCM 1,0 mmol-L* de
PTBA) mostraram dois processos de Oxido-reducdo quasi-reversiveis de um elétron
cada (Tabela 4.10; Figura 4.10), estando o voltamograma ciclico de P1 descrito na
literatura, no qual o primeiro processo é devido ao par redox Ru'"/Ru" e o segundo,
préximo a 1000 mV, a dupla Fe'/Fe" (GALLATI, et al. 2007). Esta atribuicdo foi
confirmada a partir do seguimento da isomerizacéo trans-cis de P2 (apéndice 8, p.
94). A terceira observacao foi a obtencao de uma solucao de tonalidade vermelha ao
reagir NH4aSCN com o produto da eletrolise de uma solu¢cdo de 1 (em DCM 0,1
mol-L"* de PTBA) aplicando um potencial de 1250 mV. Esta coloracdo é devida a
formacédo do ion complexo de Fe(lll) [Fe(SCN)e]* (Figura 4.11). Por Ultimo, a quarta
observacao foi que, apés mdultiplas varreduras numa solucédo de 1 (vs. Ag/AgCl em
solucdo de DCM 1,0 mmol-L*de PTBA), o processo, como esperado, ndo se tornou
irreversivel nem ouve formacao de novos processos apos a oxidacao do Ru(ll) para
o Ru(lll), a qual leva a saida do monodxido de carbono da esfera de coordenacao
(Figura 4.12).

200 -

I/uA

'100 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
E vs. Ag/AgCl /mV
FIGURA 4.10 — Voltamogramas ciclicos do ct-[RuCI(CO)(dpq)(dppf)]PFs (2, linha solida) e

do cis-[RuClx(dpq)(dppf)] (P2, linha ponteada) vs. Ag/AgCl. Velocidade de varredura: 200
mV/s.
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TABELA 4.10 - Dados eletroquimicos obtidos por voltametria ciclica dos compostos
carbonilicos, precursores e alguns compostos analogos aos precursores vs. Ag/AgCl.

Composto Epa (MV) Eiz (MV) AE (mV) lpallpc
Fe'/Fe
1 1075 955 240 0,8
2 1099 974 250 1,0
3 1109 985 248 0,8
4 1123 976 294 1,2
Ru'/Ru" (Fe'/Fe')

P1 (cis-[RuCly(fen)(dppf)]) 813 (1182) 701 (1071) 224 (222) 1,4 (0,9)
P2 825 (1164) 739 (1078) 172 (172) 1,3 (0,9)
P3 823 (1166) 738 (1081) 170 (170) 1,4 (1,2)
P4 871 (1236) 771 (1030) 201 (212) 0,8 (1,0)
cis-[RuCly(bipy)(dppf)] 793 (1162) 707 (1068) 172 (192) 1,4 (0,8)
cis-[RuCly(4,4’-Mezbipy)(dppf)] 764 (1146) 652 (1030) 225 (232) 0,9(1,1)
cis-[RuCl3(5,5’-Mezbipy)(dppf)] 750 (1152) 649 (1046) 203 (212) 1,4(0,8)

Velocidade de varredura: 200 mV/s. Solu¢éo do eletrélito suporte: DCM 1,0 mmol-Ltde PTBA

FIGURA 4.11 - Solugéo de trabalho da eletrolise de 1, exibindo uma tonalidade amarela
(esquerda) e solucdo contendo o produto da eletrélise de 1 junto com a sal NH4SCN,

exibindo uma tonalidade vermelha (direita).
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FIGURA 4.12 — Voltamogramas ciclicos consecutivos do ct-[RuCI(CO)(fen)(dppf)]PFs, 1,
adquiridos em solucédo de DCM 0,1 mol-L ** de PTBA vs. Ag/AgCl. Velocidade de varredura:

200 mV/s.
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Célculos PDOS (do inglés, partial density of states) efeituados para P2,
determinaram uma participacdo de 21% dos orbitais d do Ru no orbital HOMO do
complexo frente a uma participacdo < 1% dos orbitais d do Fe (Figura 4.13). Isto se
encontra em acordo com os perfis eletroquimicos apresentados pelo composto e
demais precursores (onde a oxidacdo do Ru' ocorre a menor potencial que aquele

requerido para o Fe").

Assim, para 1-4 € estabelecida uma forte interacdo de retrodoacao-r
Ru" - CO, a qual diminui a densidade eletrdnica sobre o centro de ruténio e dificulta
atingir o processo redox Ru'/Ru". Isto reflete que o monéxido de carbono é um
aceptor- mais forte que a dppf. Caso estes dois ligantes possuissem 0 mesmo grau
de competicdo pelos elétrons d do metal, seus efeitos anulariam-se deixando o
centro de ruténio rico em elétrons e facilitando sua redugéo (BATISTA, 2001). Em
adicdo, foi possivel observar a capacidade da dppf de atuar como ‘tampéao
eletrénico’ ao ocorrer o processo redox Fe'/Fe' a potenciais préximos tanto nos

precursores como nos compostos.

HOMO LUMO

FIGURA 4.13 - Diagramas de contorno do precursor cis-[RuCl(dpq)(dppf)], P2, mostrando
os coeficientes de participagdo dos orbitais atdmicos na formagéo dos orbitais de fronteira
HOMO (esquerda) e LUMO (direita).

Com o intuito de estimar os potenciais das constantes de dissociagao
acida (pKa) dos ligantes livres dpq, dppz e dpgQX — valores ndo conhecidos —, foi
construido o grafico dos potenciais de oxidacédo (Epa) da dupla redox Ru'/Ru"" nos
compostos cis-[RuCl2(N-N)(dppf)] (com N-N = fen, 2,2’-bipiridina (bipy), 4,4’-dimetil-
2,2’-bipiridina (4,4’-Mezbipy) e 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina (5,5’-Mezbipy); Tabela 4.10)
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em funcdo do potencial de constante de dissociacdo acida (pKa) dos ligantes livres
fen (pKa = 4,27), bipy (pKa = 4,44), 4,4’-Me2bipy (pKa = 4,92) e 5,5'-Me2bipy (pKa =
5,01) (Figura 4.14) (PAVAN, et al., 2011; DOS SANTOS, et al., 2013). Os valores de
pKa para os ligantes livres dppq, dppz e dpqQX obtidos a partir da equacgédo da

regressao linear elaborada, sdo apresentados na Tabela 4.11.

TABELA 4.11 — Estimativa do valor de pKados ligantes livres dpq, dppz e dpqQX.

Ligante pKa estimado*
dpq 40+£0,6
dppz 41+0,6

dpgQX 3,4+£0,5

*Valores obtidos a partir da extrapolagéo linear da correlagdo do Epa do par Ru'/Ru'" dos complexos
cis-[RuCl2(N-N)(dppf)] (N-N = fen, bipy, 4,4’-Mezbipy e 5,5’-Mezbipy) em funcdo do pKa dos ligantes
bipiridinicos livres.

0,82
® cis-[RuCl (phen)(dppf)]
< 0,80
(C)» = cis-[RuCl,(bipy)(dppf)]
<
< 0,784
0
>
5\ e 5 .
& 0,76 - cis-[RuCl,(4,4'-Me,bipy)(dppf)}._ =
8
L cis-[RuClL,(5,5'-Me,bipy)(dppf)] =
0174 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
4,2 4,3 4.4 4,5 4,6 4.7 4,8 4.9 5,0 51

pK

a

Epa(Ru) = -(0.0778 + 0,008)pKy + (1,14 + 0,04)
2 = 0.969

FIGURA 4.14 — Gréfico do potencial de oxidag¢édo do par redox Ru'"/Ru' dos complexos cis-
[RuCIl2(N-N)(dppf)] (N-N = fen, bipy, 4,4’-Mezbipy e 5,5’-Mezbipy) em funcdo do pKa dos
ligantes bipiridinicos livres.
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4.1.8 — Difracédo de Raios-X

Para os compostos P2 e P3, foi possivel obter monocristais adequados
para difracdo de raios X mediante difusdo lenta da mistura de solventes DCM/Eter
etilico (os dados cristalinos e de refinamento sdo apresentados no apéndice 9, p.
95). Os dados coletados ap6s difracdo permitiram verificar as estruturas propostas
em configuracdo cis- (Figura 4.15), sendo estas estruturas analogas a aquela
reportada para P1 (GALLATTI et al, 2007). A geometria do ion Ru(ll) nas estruturas
P1-P3 é um octaedro distorcido, como observado pelos valores dos angulos de
ligacdo P-Ru-P (na faixa de 96,85 — 99,37°), N-Ru-N (78,60 — 77,90°) e CI-Ru-ClI
(86,85 — 94,57°) (Tabela 4.12). Os comprimentos das liga¢cdes Ru-Cl para os cloros
trans- ao fosforo sdo em torno de 0,05 A maiores que para aqueles trans- aos
nitrogénios, como esperado pelo efeito trans exercido pelo ligante dppf (Tabela
4.12). Em adicdo, os dois anéis de Cp do ligante dppf apresentam como
conformacéo a synclinal (MCNAUGHT & WILKINSON, 2009), dado que os valores
dos angulos de torsao P-C-C-P (35,54° para P1 (GALLATTI et al, 2007); 18,57° para
P2 e 20,39° para P3) estdo na faixa 30 = 6 = 90°.

FIGURA 4.15 - Vista ORTEP dos complexos precursores cis-[RuClx(dpg)(dppf)] (P2,
esquerda) e cis-[RuClx(dppz)(dppf)] (P3, direita) com as elipsoides térmicas ao 50% de
probabilidade. Os hidrogénios foram omitidos para uma maior claridade.
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TABELA 4.12 - Comprimentos (A) e angulos (°) de ligacéo selecionados das estruturas dos
complexos precursores cis-[RuClx(fen)(dppf)], P1; cis-[RuClx(dpq)(dppf)], P2 e cis-
[RUClz(dppz)(dppf)], P3.

Composto P12 P2 P3

Comprimentos de Ligacao (A)

Ru-Cl(1) 2,4621(8) 2,4659(16) 2,4825(16)
Ru-CI(2) 2,4206(8) 2,4105(15) 2,4076(15)
Ru-N(1) 2,122(3) 2,102(4) 2,112(5)
Ru-N(2) 2,108(3) 2,106(4) 2,105(5)
Ru-P(1) 2,3664(8) 2,3430(15) 2,3506(17)
Ru-P(2) 2,3210(8) 2,2890(16) 2,2901(17)
Fe-C(15) 2,019(3) 2,018(5) 2,027(6)
Fe-C(25) 2,024(3) 2,052(6) 2,065(6)
Angulos de Ligac&o (°)

CI(1)-Ru-CI(2) 86,85(3) 91,74(5) 94,57(6)
N(1)-Ru-N(2) 78,60(10) 77,97(19) 77,90(19)
P(1)-Ru-P(2) 99,37(3) 97,23(5) 96,85(6)

a - GALLATTI et al, 2007

4.2 - Estudos de estabilidade em DMSO

Com o intuito de determinar o melhor co-solvente a empregar nos
diferentes ensaios de interacdo com as biomoléculas BSA e DNA e na determinacao
da citotoxicidade in vitro dos mesmos (ao serem 0s compostos insoluveis em agua),
foram realizados testes qualitativos de solubilidade nos solventes DMSO, DMF,
EtOH, no surfactante Tween 20, no tampéao Tris (pH 7,4) e diretamente no meio de
cultura celular a ser empregado na determinacéo dos valores de citotoxicidade. Para
tanto, foram preparadas solucbées de concentracdo® 200 pumol-L* de 1-4. Dentro
desta série de solventes, os compostos 1-4 apresentam total solubilidade apenas
em DMSO.

A estabilidade dos compostos em DMSO foi testada empregando RMN
de 3'P{H}, ao ser este um solvente coordenante. Foram adquiridos espectros de
solucdes de 1-4 (1 mmol-Lt) em DMSO. Apds 48 h, foi observado que os espectros
ndo correspondiam aqueles das solucgdes iniciais, observando-se além dos sinais

correspondentes aos compostos 1-4, sinais devidos a bifosfina dppf livre e a dppf

¢ Valor escolhido ao ser a maxima concentragdo por ser testada nos ensaios de MTT.
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bioxidada (dppfO2), entre outras, como mostrado para 1 na Figura 4.16. Em adicao,
nenhum destes sinais corresponde aos observados nos estudos de estabilidade em
DMSO para os precursores, onde permanecem em solucdo o0s complexos
precursores e os derivados cis-[RuCI(N-N)(DMSO)(dppf)]* (Figura 4.16).

Assim, os dados de RMN de 3'P{!H}, onde é mostrado que a dppf se
labiliza em DMSO, sugerem que de fato o CO tem um efeito trans mais acentuado
que a dppf. Desta forma quando a ligacdo Ru-P trans ao CO é labilizada, o ligante
dppf se dissocia completamente do centro metalico. Esta observacdo estd em
acordo com o observado nos correspondentes estudos eletroquimicos, onde é
evidenciado que nos complexos 1-4, o monoéxido de carbono compete de forma
mais efetiva pelos elétrons d do ruténio, o qual nos indica que este € um melhor -

aceptor que a dppf.

Por tanto, os estudios de estabilidade em DMSO indicam que nos
diferentes estudos de interacdo com as biomoléculas BSA e DNA e nos ensaios de
citotoxicidade, a ser discutidos na frente, além dos compostos 1-4 em solugcédo se
tém a presenca de tracos da bifosfina dppf e do seu bioxido (dppfO2) junto com
outras espécies derivadas contendo DMSO, sugerindo como possibilidade a
formacdo dos complexos [RuCI(CO)(DMSO)2(N-N)]* e [RuCI(DMSO)3(N-N)]*. Assim,

nas discussdes a seguir, isto devera ser levado a conta.
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FIGURA 4.16 — Seguimento por RMN de 3'P{*H}, nos tempos de O, 24 e 48 h, da
estabilidade de uma solugéo 1 mmol-L*de 1 em DMSO, junto com os espectros de solugdes
1 mmol-Lt, em DMSO, do ligante dppf e do precursor P1. Referéncia externa: capilar de
D.0.

4.3 — Estudos de interacdo com as biomoléculas BSA e DNA

4.3.1 - Estudos de interacdo com a BSA por titulacdes espectrofluorométricas

A interag&o entre os compostos 1-4 e a BSA, foi estudada mediante o
seguimento do decaimento da fluorescéncia, em duas temperaturas diferentes, de
uma solucédo de concentracdo conhecida da proteina em presenca de quantidades
crescentes dos compostos, como exemplificado para 2 na Figura 4.17. Em todos os
casos, foi observado um decaimento na intensidade da fluorescéncia apés adicao
dos compostos (sem atingir a supresséao total da mesma com as concentracdes de
trabalho).
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FIGURA 4.17 — Curvas de decaimento da fluorescéncia de uma solucdo de BSA (2,5
pumol-LY) em tampédo Tris (pH 7,4) com quantidades crescentes de 2 (0-12,5 pmol-L%?).
Inserido: Graficos de Stern — Volmer para 1-4 a T = 25 °C. A emissdao foi monitorada a 315
nm.

Para determinar o mecanismo de supressao da fluorescéncia envolvido
nos diferentes estudos de interacdo, foram analisados os graficos de Stern — Volmer

0S quais representam a relagéo:
Fo/F =1+ Ksy[Q] = 1+ K;70[0] 1)

Onde Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia em auséncia e
presenca dos compostos, respectivamente; Ksy, a constante de supressdo da
fluorescéncia de Stern-Volmer; Kq a constante de supressdo bimolecular; t,, 0
tempo de vida médio da fluorescéncia (6,2 ns) e [Q] a concentracdo do composto
supressor (GANESHPANDIAN et al., 2014; PAPADOPOULOU et al., 2005). A partir
destes graficos (Figura 4.17) foi possivel determinar que existe uma contribuicao
tanto do mecanismo estatico como do mecanismo dindmico nos processos de
supressao da fluorescéncia da BSA em presenca de 1-4, o qual é sugerido pelo
desvio da linearidade em direcdo ao eixo-y com o aumento na concentragcdo dos
compostos (PAPADOPOULOU et al., 2005). No entanto, para os compostos 1-3 0
principal mecanismo envolvido foi 0 estatico ja que os valores de Ksv diminuem
enquanto aumenta a temperatura e os valores de Kq superam o valor permitido para
0 mecanismo de supressdo dinamico (2,0-10'°L mol?! s1) (GANESHPANDIAN et al.,
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2014; PAPADOPOULOU et al., 2005), como mostrado na Tabela 4.13. Como ja tem
sido descrito na literatura, no mecanismo estatico a molécula supressora da
fluorescéncia forma um aduto com a BSA no estado basal e com o aumento na
temperatura a concentracdo desde aduto diminui 0 que leva a um decréscimo na
supressado da fluorescéncia. Em contraste, no mecanismo dindmico o numero de
colisbes entre a molécula supressora da fluorescéncia e o estado excitado do
fluoréforo incrementa junto com o aumento na temperatura 0 que acrescenta a
supresséao da fluorescéncia (CASTANHO & PRIETO, 1998).

Determinar o numero de sitios de ligacdo por molécula de BSA (n) e o
valor da constante de ligacdo composto — BSA (Kb) é uma boa aproximacgdo se o
mecanismo de supressao € estatico (GANESHPANDIAN et al., 2014). Assim estes

parametros, foram calculados para os compostos 1-3 mediante a relagéo:

log[(Fo — F)/F] = logKy, + nlog[Q] )

TABELA 4.13 — Valores das constantes de Stern—Volmer (Ksy) e de supressao bimolecular
(Kqg) e magnitude do coeficiente de determinacgéo (r?) obtidos para os compostos 1-4.

Composto T (°C) Ksv-10* (L-mol™?) Kq-10'2(L-mol*t-s?) r?
. 25 4,33+0,10 6,99 0,997
37 3,99+0,13 6,44 0,995
25 4,84+0,11 7,81 0,997
? 37 4,42+0,27 7,13 0,982
25 5,85+0,12 9,44 0,998
’ 37 5,46+0,19 8,81 0,994
. 25 2,43+0,34 3,91 0,909
37 3,22+0,48 5,19 0.899

Em geral foi observado que existe aproximadamente um sitio de
ligagdo por molécula de BSA (Tabela 4.14) o qual indica que (i) o sitio de ligagdo na
BSA é unico e (i) o ambiente hidrofébico do residuo de triptofano é facilmente
acessivel pelos compostos (GAO et al., 2004). A tendéncia na forca de ligacao
obtida foi 2 (na ordem de 106) >> 3 > 1 (na ordem de 10°) (Tabela 4.14). Finalmente,
com os valores de Kb calculados, foi possivel conhecer os parametros
termodindmicos das interacdes de 1-3 com a BSA empregando as seguintes

relacdes:
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AG® = —RT InK, = AH® — TAS® (3)

ln@:(i_i)ﬂ @)
Kp1 T, T,J R

Os valores de AG° negativos (Tabela 4.14) manifestam que o0s
processos de interacdo de 1-3 com a BSA sado espontaneos. Para 1, os valores
negativos de AH° e AS° indicam que principalmente forcas de van der Waals sao as
responsaveis da interacdo composto-proteina, em quanto que para 2 e 3 os valores
positivos de AH° e AS° sugerem principalmente a presenca de forcas hidrofébicas
(ROSS & SUBRAMANIAN, 1981).

TABELA 4.14 — Valores do numero de sitios de ligagdo por molécula (n), da constante de
ligacéo (Kp) e dos parametros termodinamicos obtidos para os compostos 1-3.

Composto (QE) n Kb AG° (kJ molt) AH° (kJ molt) AS° (J moltK?)
25 1,12t0,03 (1,69%0,05).10° 29,83
1 37 0,99+0,09 (3,50+0,35)-10* -26.97 -100,97 238,74
25 1.34%0,05 (2,77%0.18)-10° 36,75
2 37  1,37+0.07 (3.53t0,29)-106 -38.86 15,61 175,71
25 1,13%0,04 (2,680,12)-10° 30,97
3 37 1,24+0,09 (8,760,92)-10° 35,27 75,79 358,24

4.3.2 — Estudos de interagcdo com o DNA empregando medidas de viscosidade

Alteracdes no comprimento da dupla hélice do DNA geram mudancas
em sua viscosidade (SATYANARAYANA et al.,, 1992). Por conseguinte, medir a
viscosidade de solucdes de DNA em presenca de complexos é uma técnica que
permite estabelecer se estdo presentes interacbes por intercalacdo classica;
interacdes por intercalacdo parcial/ndo classicas ou interacfes eletrostaticas. Na
intercalacdo classica, existe um aumento no comprimento do contorno do DNA pela
separacédo das bases nitrogenadas ap6s intercalacdo dos complexos o que aumenta
a viscosidade (LERMAN, 1961). As interacOes por intercalacdo parcial/ndo classica
geram uma tor¢cdo na dupla hélice do DNA o que diminui seu comprimento e
viscosidade (SATYANARAYANA et al.,, 1993). Na interacdo eletrostatica ou por
ligacdo nos sulcos, a viscosidade permanece constante ao néo sofrer o contorno do

DNA uma mudanca significativa (LIU et al., 1999).

Para os compostos 1-4 os perfis de viscosidade obtidos do CT-DNA na

sua presenca, mostraram como tendéncia uma diminuigdo ndo uniforme da mesma,
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0 que exclui como modo de interacdo o intercalativo classico. Caso contréario foi o
observado para a cloroquina difosfato, molécula empregada como agente
intercalador classico de referéncia (VILLARREAL et al., 2015) (Figura 4.18). Para 1—
4, o tipo de mudanca gerada na viscosidade do CT-DNA, pode indicar a presenca de
interacdes por intercalacbes parciais 0 ndo classicas como determinado para 0s
complexos A-[Ru(fen)s]?* (SATYANARAYANA et al., 1993) e [Ru(bipy)2(CIP)]?*
(XIONG et al., 1999), os quais também geram uma diminui¢cdo geral da viscosidade
do CT-DNA conforme aumenta a concentracdo de complexo, apresentando quedas
e subidas no seu perfil. No entanto, uma interacdo covalente ndo pode ser
descartada. Como visto nos estudos de estabilidade, em presenca do DMSO a dppf
sai da esfera de coordenacdo o que leva a ter pelo menos dois sitios de ligacdo do
Ru(ll) livres, permitindo ao centro metalico estabelecer ligacbes com as bases

nitrogenadas do DNA.
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FIGURA 4.18 - Efeito do aumento da concentracdo dos compostos 1-4 e da cloroquina
difosfato (CQ, referéncia) sobre a viscosidade relativa do CT-DNA. T = 26,5 £ 0,5 °C.
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4.3.3 — Estudos de interagcdo com DNA empregando dicroismo circular

Empregando a técnica de dicroismo circular (CD, do inglés circular
dichroism) podem ser estudadas mudancas na conformacdo secundaria do DNA
causadas pela interagdo com complexos. O espetro de CD do CT-DNA em solucéo
aquosa, que assume a conformacéo B, apresenta um minimo em 248 nm (devido a
rotacdo a direta da dupla hélice) e um maximo a 275 nm (devido ao empilhamento
das bases nitrogenadas). Uma interacdo por intercalacdo classica incrementa a
intensidade destas bandas ao estabilizar a conformacdo B enquanto que ligacdes
nos sulcos e interagbes eletrostaticas ndo geram alteracdes significativas no
espectro CD do CT-DNA (NORDEN & TJERNELD, 1994).

Os espectros de CD tomados para solucdes de CT-DNA em presenca
dos compostos 1, 2 e 4 (Figura 4.19), ndo mostraram mudancas significativas na
banda positiva do espetro ao comparar com o espetro do CT-DNA na auséncia dos
mesmos, 0 que indica que a interacdo entre estes nao leva alteracbes no
empilhamento das bases, o que exclui de novo a possibilidade de ter intercalacfes
classicas dos compostos entre as bases do DNA. Este comportamento estaria em
acordo com interacfes via intercalacdo nos sulcos (intercalacdo nao classica) e/ou
interacdes eletrostaticas (SAHOO, et al., 2010; MATI, et al.,, 2013; GOSH, et al.,
2014). Em contraste, a banda negativa diminui sua intensidade com o aumento na
concentracdo de 1, 2 e 4, o qual é atribuido a interferéncia causada pela resposta
inerente dos compostos nesta regido a qual é devida a transi¢cdes centradas na dppf
e nas a,a’-diiminas (HIDAKA & DOUGLAS, 1964). Para o caso especifico de 3
ocorre uma saturacao maior da resposta, ao observar que o espectro de CD para o fi
= 0,6 apresenta praticamente a mesma resposta que para o espetro do composto
livre na regido entre 240 e 262 nm, o que faz com que o aumento na intensidade da
banda positiva ndo possa ser simplesmente atribuido a alteracbes no empilhamento
das bases do CT-DNA.
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FIGURA 4.19 - Efeito do aumento da concentragdo dos compostos 1-4 sobre o0 espectro de
dicroismo circular do CT-DNA (50 ymol-Lt), em tampd&o Trizma (pH 7,4), ap6s incubacgéo a
T=37°Cporl8h.

4.3.4 — Estudos de interacdo com o DNA por titulacdes espectrofotométricas

Mediante a técnica de titulacdes espectrofotométricas, sdo monitoradas

mudancas nos espectros de absorcdo na regido do ultravioleta de solucdes dos

compostos de interesse depois da adicdo de DNA. A partir destas mudancas podem

ser determinados valores de constantes de ligacdo. No entanto, esta técnica néo é

viavel se existem absorcfes fracas ou superposi¢ao das transi¢cdes eletrénicas com
aquelas da molécula de DNA em 260 e 280 nm (SIRAJUDDIN et al., 2013), como

em nosso caso (Figura 4.20).
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FIGURA 4.20 — Comportamento dos estudos de interagdo com CT-DNA empregando
titulacdes espectrofotométricas dos compostos 1 (esquerda) e 2 (direita).

4.3.5 — Estudos de interacdo com DNA empregando voltametria de onda

guadrada

A resposta eletroquimica de um dado complexo pode sofrer alteracdes
na presenca do DNA (SIRAJUDDIN et al., 2013). Interacdes por intercalacao
provocam um deslocamento do potencial de meia-onda a maiores valores;
interacdes eletrostaticas diminuem este potencial ja que ocorre uma transferéncia de
elétrons do DNA para o complexo e interacbes covalentes, ao gerar novas espécies,

levam a aparicdo de novos processos redox.

Os estudos de interacdo de 1-4 com o DNA mediante esta técnica nao
conseguiram ser realizados ao ndo conseguir atingir o processo de oxidacdo do
centro de ruténio na janela de potencial de trabalho, tornando esta técnica
inadequada. Como observado nos estudos eletroquimicos dos complexos, o
metaloceno na estrutura da dppf pode amortecer — eletroquimicamente — mudancgas
na esfera de coordenacao do ruténio, pelo qual analises centrados exclusivamente

no processo Fe(ll)/Fe(lll), podem levar a falsos positivos ou negativos.

No entanto, foi estudada a interacdo dos precursores P1 e P2 com o
DNA para avaliar uma possivel interacdo por intercalacdo (para P3 e P4, nao foi

possivel obter reprodutibilidade no experimento por precipitagao).

Assim, apos adicdo do CT-DNA foi observado o deslocamento a

maiores potenciais junto com uma diminuicdo na corrente registrada para 0s
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processos redox Ru'/Ru' para P1 e P2 (Figura 4.21). Este comportamento sugere
como modo de interagcdo complexo/DNA o intercalativo.
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FIGURA 4.21 - Comportamento do voltamograma de onda quadrada de P1 (esquerda) e P2
(direita) empregando um eletrodo de carbono vitreo (vs. Ag/AgCl) com quantidades
crescentes de CT-DNA (0 — 150 pmol-LY) em uma solugdo 0,1 mol-L! de PTBA em
DMSO/Tampao Tris-pH 7,4 (3:10).

A partir dos dados obtidos, é possivel determinar o valor da constate de
interacdo complexo/biomolécula (K) empregando a relacéo:

_r _ _ -6
log onay = legK +log 1575 )

Onde Ilnc e lc sdo as correntes registradas para o complexo em
presenca e em auséncia do CT-DNA, respectivamente (SIRAJUDDIN et al., 2013).
Desta forma, os valores obtidos para as constantes de interacdo foram Kp1 = (6,2 £
0,1) x 103L-mol* e Kp2 = (5,74 + 0,06) x 103 L-mol™.

4.4 — Determinacéo da citotoxicidade celular in vitro

As células viaveis (que apresentam atividade metabdlica) sdo capazes
de reduzir o MTT (que apresenta coloragdo amarela) ao formazan, o qual exibe uma
coloracdo azul/purpura, gracas a que este processo € dependente do ciclo
metabdlico dos cofatores NADH e NADPH (ALBERTS et al., 2004). Assim, 0 ensaio
MTT é um ensaio colorimétrico que permite determinar o niamero de células viaveis
apos exposicdo a um agente determinado e de maneira indireta a citotoxicidade do

mesmo, a qual esta dada pelo valor do ICso.
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Como primeiro screening para determinar a viabilidade dos compostos
1-4 de atuar como agentes citotoxicos foram executados ensaios MTT nas
linhagens celulares de adenocarcinoma de mama humana MDA-MB-231 e de
fibroblasto de pulmdo de camundongo V79-4 (célula normal), com um periodo de
exposicdo aos mesmos de 48 h. Os resultados obtidos (Tabela 4.15) mostram que
todos 0s compostos exibem efeitos citostaticos sobre as células com doses
significativamente menores que aquelas necessarias para atingir o mesmo resultado
empregando os ligantes dppf e N-N livres ou a cisplatina (farmaco de referéncia),
sendo o composto 1 o que apresentou os melhores valores de citotoxicidade e de
indice de seletividade (e a menor afinidade pela BSA). Na Figura 4.22, sao
mostradas as curvas da percentagem de viabilidade celular em funcdo da

concentracéo para cada um dos compostos.

Em comparagdo com o valor de ICsossh na linhagem MDA-MB-231
obtido para o composto analogo ct-[RuCI(CO)(dpqQX)(dppb)]PFs (Tabela 4.15), é
observada uma diminuicdo no efeito citostatico, o que indica que nesta linhagem a
coordenacao da dppf em substituicdo da dppb diminui a atividade citotéxica, pelo
menos, do composto carbonilico apresentado neste trabalho contendo a dpgQX (4).

Determinou-se também o valor de citotoxicidade in vitro do composto 1
com 24 h de exposicao frente a linhagem MDA-MB-231 (Tabela 4.15; Figura 4.23),
sendo que o valor de ICso24n Obtido € aproximadamente 6 vezes maior que aquele
determinado para 48 h. Quando comparamos os valores de ICso2an de 1 e do
composto analogo ct-[RuCI(CO)(bipy)(dppb)]PFs frente a linhagem MDA-MB-231

(Tabela 4.15), vemos como 1 € oito vezes mais ativo.

Por dltimo, tentando avaliar se a atividade citotoxica € devida as
espécies ct-[RuCI(CO)(N-N)(dppf)]* ou a alguma das espécies derivadas em solucéo
de DMSO, realizou-se também o teste de viabilidade celular empregando solucbes
200 pmol-L't de 1-4 em DMSO armazenadas por 5 dias a temperatura ambiente,
sendo que estas ndo apresentaram nenhum efeito citostatico. Assim, o efeito
citotoxico observado em cada um dos casos € atribuido principalmente as espécies
ct-[RuCI(CO)(N-N)(dppf)]* em solucéo.

Para os precursores P1-P4, ndo foi possivel atingir uma concentracéo
de trabalho adequada em DMSO (200 pmol-L!) para elaborar os testes de

citotoxicidade.
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TABELA 4.15 — Valores de ICso (umol-L ™) obtidos pelo ensaio MTT nas linhagens MDA-MB-
231 e V79-4 para os compostos 1-4, os ligantes dppf e N-N, a cisplatina e compostos
analogos.

Composto MDA-MB-231 V79-4 -
ICso (umol-L?) - 48 h
1, ct-[RuCI(CO)(fen)(dppf)]PFs 0,21+ 0,02 1,33+0,04 6,33+0,13
2, ct-[RuCI(CO)(dpq)(dppf)]PFs 0,81+ 0,01 3,28+ 0,28 4,05+ 0,10
3, ct-[RuCI(CO)(dppz)(dppf)]PFs 1,02 £ 0,09 2,34+ 0,36 2,29+0,24
4, ct-[RuCI(CO)(dpgQX)(dppf)]PFs 0,78 + 0,08 3,76 + 0,09 4,82 +0,13
dppf » 50 » 50 -
fen » 50 » 50 -
dpq » 50 » 50 -
dppz » 50 » 50 -
dpgQX » 50 » 50 -
cisplatina* 2,43 +£0,19 21,60+ 1,28 8,85+0,14
ct-[RUCI(CO)(dpqQX)(dppb)]PFs 2 0,10+ 0,22 ND -
ICso (umol'Lt) - 24 h
1, ct-[RuCI(CO)(fen)(dppf)]PFs 1,20 £ 0,04 ND -
ct-[RUCI(CO)(bipy)(dppb)]PFs® 9,8+4,2 ND

*Farmaco de referéncia. **IS = ICs0V79/ICsoMDA-MB-231. ND = N&o determinado. a- (BAROLLI
2013). b- (FRAZAO, 2013)
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FIGURA 4.22 — Curvas do ensaio colorimétrico de viabilidade celular MTT para as linhagens
MDA-MB-231 (esquerda) e V79-4 (direita) tratadas com os compostos 1-4 por 48 h.
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FIGURA 4.23 — Curva do ensaio colorimétrico de viabilidade celular MTT na linhagem MDA-
MB-231 tratada com 0 composto 1 por 24 h.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES

Os compostos de férmula geral ct-[RuCI(CO)(N-N)(dppf)]PFs, com N-N
= 1,10-fenantrolina (fen); dipirido[3,2-f:2',3"-h]quinoxalina (dpq);
dipirido[3,2-a:2',3'-c]fenazina (dpp2); dipirido[3,2-f:2',3"-h]quinoxalino[2,3-
blquinoxalina (dpgQX) e dppf = 1,1'-bis (difenilfosfino)ferroceno, foram sintetizados a
partir dos correspondentes complexos precursores de formula cis-
[RuClI2(N-N)(dppf)].

A ordem de ligacdo do CO nos compostos 1-4 aumenta conforme
acrescenta a conjugacéao dos ligantes poli-N-heterociclicos, qual é evidenciado pelas
frequéncias de vibracdo observadas para o grupo carbonila nos diferentes espectros
de absorcao na regiao do IV. Ao mesmo tempo, comparando com espectros IV de
compostos analogos contendo como bifosfina a dppb pode-se ratificar que a dppf
apresenta uma menor capacidade o-dadora (menor basicidade) que a dppb,
provavelmente devido a uma melhor capacidade Ttr-aceptora, como descrito na
literatura (O'CONNOR & NATARO, 2004).

Frente aos compostos precursores, a coordenacao do CO dificulta as
transicdes eletronicas do tipo ‘TCML’ centradas no ruténio, como observado a partir
dos espectros UV-vis. Isto reflete uma baixa densidade eletronica no ruténio (II) nos
compostos 1-4. O anterior também é evidenciado na eletroquimica dos compostos:
apos coordenacdo do grupo carbonila nos voltamogramas ciclicos em DCM (vs.
Ag/AgCl) é observado, na janela de potencial de trabalho, unicamente um processo
quase-reversivel em torno de 950 mV atribuido a dupla Fe(ll)/Fe(lll), enquanto nos
precursores foram observados os processos redox Ru(ll)/Ru(lll) (em torno a 740 mV)
e Fe'/Fe'' (em torno 1070 mV). Este comportamento ja tinha sido observado para
compostos analogos contendo a dppb e outros metalo-carbonilas contendo
bifosfinas (FRAZAO; 2007; BAROLLI, 2013; MILLER, et al., 1989; OHS, et al. 2004).
Como esperado, a variacao do processo redox do Fe(ll) da dppf apds coordenacao
do CO foi amortecido evidenciando a capacidade do grupo ferroceno de atuar como

tampao eletrénico.

Os espectros de RMN de *H, 13C{*H} e 3'P{*H} mostraram que os nuicleos da
dppf apresentam uma blindagem ap6s coordenacéo do grupo carbonilo ao comparar

com os espectros dos complexos precursores. Em todos os casos, o nimero de



56

sinais observados nos espectros confirmou a auséncia de elementos de simetria nos

compostos 1-4.

Titulacbes espetrofluorométricas mostraram interacdes fortes e
espontaneas de 1-3 com a BSA por meio de um Unico sitio de interacao resultando
em constantes de interagdo na ordem de 10 — 10 L-mol* a 310 K, seguindo um
mecanismo de supressdo da fluorescéncia principalmente estatico. As principais
forcas responsaveis da interacdo composto-proteina sdo forcas de van der Waals
para 1 e forcas hidrofébicas para 2 e 3. No caso particular de 4, o principal
mecanismo de supressdo da fluorescéncia foi o dinamico, fato pelo qual n&o foi
possivel determinar o valor da constante de supressdo e 0s parametros

termodinamicos.

Medidas de viscosidade e dicroismo circular mostram que o0s
compostos 1-4 interagem com o CT-DNA via intercalagcdo ndo classica ou por
interacOes eletrostaticas. Titulacbes espectrofotométricas e o emprego de
voltametria de onda quadrada ndo foram técnicas adequadas para o estudo de
interacéo de 1-4 com o CT-DNA.

Ensaios MTT mostraram que 1-4 séo citotoxicos frente as linhagens de
adenocarcinoma de mama humano MDA-MB-231 (ICso/48h = 0,19 — 1,11 pmol-L?t) e
de fibroblasto normal de camundongo V79-4 (ICsoash = 1,29 — 3,85 umol-L1; célula
normal), sendo 1 o composto mais ativo. Estes valores de ICso refletem uma maior
atividade inibitéria de 1-4 quando comparado com a apresentada pela cisplatina
(farmaco de referéncia). No entanto fatores como a baixa solubilidade em diferentes
solventes e a rapida reacdo dos mesmos com DMSO (co-solvente em testes

bioldgicos), limitam o emprego de 1-4 como agentes citotéxicos promissores.
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CAPITULO 7 — APENDICES

Apéndice 1. Espectros de absor¢édo naregido do infravermelho

Ve,
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NGmero de Onda (cm™)

Figura Al1.1 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) do
ct-RuCI(CO)(fen)(dppf)]PFes, 1.
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Figura Al1.2 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) do
ct-[RuCI(CO)(dpq)(dppf)]PFes, 2.
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Figura Al1.3 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) do
ct-[RuCI(CO)(dppz)(dppf)]PFs, 3.
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Figura Al1.4 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) do
ct-[RuCI(CO)(dpgQX)(dppf)IPFs, 4.
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Figura Al15 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) do
cis-[RuClx(fen)(dppf)], P1.
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Figura Al.6 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (KBr) do
cis-[RuClx(dpq)(dppf)], P2.
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Figura Al1.7 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) do
cis-[RuClz(dppz)(dppf)], P3.
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Figura Al1.8 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (KBr) do
cis-[RuClx(dpgQX)(dppf)], P4.
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Apéndice 2. Espectros de absorcdo naregido do UV-vis
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Figura A2.1 - Espectros de absor¢cdo normalizados na regidao do UV-vis (DCM) do ligante
livre fen (topo) e dos complexos ct-[RuCI(CO)(fen)(dppf)]PFs, 1 (meio) e
cis-[RuCl; (fen)(dppf)], P1 (base).
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Figura A2.2 - Espectros de absor¢cdo normalizados na regido do UV-vis (DCM) do ligante

livre dpg (aci

ma) e dos complexos Cct-[RUCI(CO)(dpq)(dppf)]PFs, 2 (meio) e

cis-[RuUCl, (dpqg)(dppf)], P2 (base).
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Figura A2.3 - Espectros de absor¢éo normalizados na regido do UV-vis (DCM) do ligante
livre dppz (acima) e dos complexos Cct-[RuCl(CO)(dppz)(dppf)]PFs, 3 (meio) e
cis-[RuUCl, (dppz)(dppf)], P3 (base).
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Figura A2.4 - Espectros de absor¢cdo normalizados na regido do UV-vis (DCM) do ligante
livre dpgQX (acima) e dos complexos ct-[RuCl(CO)(dpgQX)(dppf)]PFs, 4 (meio) e
cis-[RuUCl, (dpgQX)(dppf)], P4 (base).



Apéndice 3. Espectros de RMN de 3P{!H}
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Figura A3.1 - Espectro de RMN de 3'P{*H} (DCM/D.0) do ct-[RuCIl(CO)(fen)(dppf)]PFs, 1.
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Figura A3.2 - Espectro de RMN de 3'P{*H} (DCM/D.0) do ct-[RuCI(CO)(dpq)(dppf)]PFs, 2.
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Figura A3.3 - Espectro de RMN de 3'P{*H} (DCM/D.0) do ct-[RuCI(CO)(dppz)(dppf)]PFs, 3.
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Figura A3.4 - Espectro de RMN de 3P{*H} (DCM/D.0) do ct-[RuCI(CO)(dpqQX)(dppf)]PFs, 4.
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Figura A3.5 - Espectro de RMN de 3'P{*H} (DCM/D.0) do cis-[RuClx(fen)(dppf)], P1.
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Figura A3.6 - Espectro de RMN de 3'P{*H} (DCM/D,0) do cis-[RuClz(dpq)(dppf)], P2.
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Figura A3.7 - Espectro de RMN de 3'P{*H} (DCM/D.0) do cis-[RuClz(dppz)(dppf)], P3.
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Figura A3.8 - Espectro de RMN de 3P{*H} (DCM/D20) do cis-[RuClx(dpgQX)(dppf)], P4.
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Apéndice 5. Espectros de RMN COSY !H - H
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Figura A5.1 - Espectro de RMN COSY !H - !'H (400 MHz, (CD3).CO) do
ct-[RuCI(CO)(fen)(dppf)]PFes, 1.
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Figura A5.2 - Espectro de RMN COSY 'H - 'H (400 MHz, (CDs).CO) do
ct-[RUCI(CO)(dpa)(dppf)]PFe, 2.
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Figura A5.3 - Espectro de RMN COSY !H -
ct-[RuCI(CO)(dppz)(dppf)]PFs, 3.
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Figura A5.3 - Espectro de RMN COSY !H - H (400 MHz,

ct-[RUCI(CO)(dpgQX)(dppf)]PFe, 4.
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Figura A5.5 - Espectro de RMN COSY !H - *H (400 MHz, CDCIls) do cis-[RuClx(fen)(dppf)],

P1.
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Figura A5.6 - Espectro de RMN COSY *H - 'H (400 MHz, CDCI3) do cis-[RuClx(dpq)(dppf)],

P2.
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Figura A5.7 - Espectro de RMN COSY *H - 'H (400 MHz, CDCls) do cis-[RuClx(dppz)(dppf)],

P3.
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Figura A5.8 - Espectro de RMN COSY !H - !H (400 MHz, CDCl;) do cis-

[RUCI(dpgQX)(dppf)], P4.



Apéndice 6. Espectros de RMN de®®*C{H}
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Figura A6.1 - Espectro de RMN de ®C{*H} (101 MHz, (CDs3),CO) do
ct-[RuCI(CO)(fen)(dppf)]PFes, 1.
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Figura A6.2 - Espectro de RMN de ®C{*H} (101 MHz, (CDs3),CO) do

ct-[RuCI(CO)(dpq)(dppf)]PFs, 2.
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Figura A6.3 - Espectro de RMN de 2 C{*H} (101 MHz, (CD3),CO) do

ct-[RuCI(CO)(dpa)(dppf)]PFes, 3.
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Figura A6.4 - Espectro de RMN de ®C{*H} (101 MHz, (CDs3),CO) do

ct-[RuCI(CO)(dpq)(dppf)]PFs, 4.
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Figura A6.5 - Espectro de RMN de C{*H} (101 MHz, CDCl;) do
ct-[RuCI(CO)(fen)(dppf)]PFes, 1.
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Figura A6.6 - Espectro de RMN de ®C{*H} (101 MHz, CDCl3) do

ct-[RUCI(CO)(dpa)(dppf)]PFs, 2.
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Figura A6.7 - Espectro de RMN de BC{*H} (101 MHz, CDCl;) do
ct-[RuCI(CO)(dpq)(dppf)]PFes, 3.
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Figura A6.8 - Espectro de RMN de ®C{*H} (101 MHz, CDCl;) do

ct-[RUCI(CO)(dpq)(dppf)]PFe, 4.
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Figura A6.9 - Espectro de RMN de *C{*H} (101 MHz, CDClIs) do cis-[RuClx(fen)(dppf)], P1.
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Figura A6.10 - Espectro de RMN de *C{*H} (101 MHz, CDCls) do cis-[RuCl,(dpq)(dppf)], P2.
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Figura A6.11 - Espectro de RMN de *C{*H} (101 MHz, CDCIs) do cis-[RuClx(dppz)(dppf)],
P3.
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Figura A6.12 - Espectro de RMN de *C{*H} (101 MHz, CDCls) do cis-[RuCl,(dpqQX)(dppf)],
P4.
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Apéndice 7. Voltamogramas ciclicos e de pulso diferencial.
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Figura A7.1 - Voltamograma ciclico (esquerda) e de pulso diferencial com correcdo de linha
base (direita) do ct-[RuCI(CO)(fen)(dppf)]PFs, 1, em solucdo de DCM 0,1 M de PTBA vs.
Ag/AgCl. No meio de trabalho para o par Fc/Fc* Ey2 = 548 mV. Velocidade de varredura: 200
mV/s.
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Figura A7.2 - Voltamograma ciclico (esquerda) e de pulso diferencial com correcao de linha
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Ag/AgCl. No meio de trabalho para o par Fc/Fc* Ei2 = 548 mV. Velocidade de varredura: 200
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Figura A7.3 - Voltamograma ciclico (esquerda) e de pulso diferencial com correcao de linha
base (direita) do ct-[RuCI(CO)(dpgQX)(dppf)]PFs, 3, em solu¢cdo de DCM 0,1 M de PTBA vs.
Ag/AgCl. No meio de trabalho para o par Fc/Fc* E1» = 548 mV. Velocidade de varredura: 200
mV/s.
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Figura A7.4 - Voltamograma ciclico (esquerda) e de pulso diferencial com correcao de linha
base (direita) do ct-[RuCI(CO)(dpgQX)(dppf)]PFs, 4, em solu¢cdo de DCM 0,1 M de PTBA vs.
Ag/AgCl. No meio de trabalho para o par Fc/Fc* Ei» = 548 mV. Velocidade de varredura: 200
mV/s.
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Figura A7.5 - Voltamograma ciclico (esquerda) e de pulso diferencial com correcao de linha
base (direita) do cis-[RuClx(fen)(dppf)], P1, em solugdo de DCM 0,1 M de PTBA vs. Ag/AgCl.
No meio de trabalho para o par Fc/Fc* E1», = 528 mV. Velocidade de varredura: 200 mV/s.
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Figura A7.6 - Voltamograma ciclico (esquerda) e de pulso diferencial com correcdo de linha
base (direita) do cis-[RuCly(dpg)(dppf)], P2, em solugdo de DCM 0,1 M de PTBA vs.
Ag/AgCl. No meio de trabalho para o par Fc/Fc* E1z = 528 mV. Velocidade de varredura: 200
mV/s.
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Figura A7.7 - Voltamograma ciclico (esquerda) e de pulso diferencial com correc¢ao de linha
base (direita) do cis-[RuClx(dppz)(dppf)], P3, em solucdo de DCM 0,1 M de PTBA vs.
Ag/AgCIl. No meio de trabalho para o par Fc/Fc* E1y2= 528 mV. Velocidade de varredura: 200
mV/s.
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Figura A7.8 - Voltamograma ciclico (esquerda) e de pulso diferencial com correcdo de linha
base (direita) do cis-[RuCl>(dpqQX)(dppf)], P4, em solucdo de DCM 0,1 M de PTBA vs.
Ag/AgCl. No meio de trabalho para o par Fc/Fc* E12 = 528 mV. Velocidade de varredura: 200
mV/s.
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Apéndice 8. Seguimento da isomerizagao trans-cis para o [RuClx(dpq)(dppf)], P2.
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T
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Figura A8.1 - Processo de foto-isomerizacéo trans-cis do [RuClx(dpq)(dppf)] seguido por
voltametria de pulso diferencial em solug¢éo 0,1M de PTBA em DCM vs. Ag/AgCI (T = 294
K). Com o decorrer do tempo, pode-se observar a diminuigdo na intensidade da sinal do
processo de oxidacao Ru(ll) = Ru(lll) para o isémero trans- acompanhado pelo aumento na
intensidade da sinal referente ao mesmo processo no isémero cis-. O potencial para o
processo de oxidacao Fe(ll) - Fe(lll) centrado na dppf, fica imutavel.

Tabela A8.1 - Valores das constantes de velocidade (k) e da energia de Gibbs de ativacéo
(AG*) as temperaturas de trabalho (T), para a reacdo de isomerizacéo trans-cis de P2.

T (K) k (s tyz (S) AG (J-mol'l)
290 5,81x10° 1,18x10* 9,42x10
294 2,71x10* 2,55x10° 9,41x10"
304 5,90x10 1,2x10° 9,38x10"
308 7,06x10* 9,81x10? 9,37x10"

Tabela A8.2 - Parametros cinéticos (A, Ea) e termodinamicos (AH* e AS*) determinados para

a reagdo de isomerizacgdo trans-cis de P2.

Parametro

Valor

A, constante pre-exponencial
Ea, energia de ativacdo
AH*, entalpia de ativacdo

AS*, entropia de ativacao

3,48x10Mst
1,04x10°% J-mol?
1,01x10% J-mol*
2,51x10* J-Kt-mol?
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Apéndice 9. Dados cristalinos e de refinamento dos complexos precursores cis-

cis-[RuClz(dpq)(dppf)], P2 e cis-[RuClx(dppz)(dppf)], P3.

[RuCly(fen)(dppf)], P1
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