UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

PREPARO DE NOVOS COMPLEXOS DE Ru(II) COM LIGANTES
MISTOS COMO AGENTES FOTOCITOTOXICOS

ARITANE CARLA CAMPOS DE MELO

Orientadora: Prof?. ELENE CRISTINA PEREIRA MAIA

BELO HORIZONTE - MG
2017



UFMG/ ICEX/DQ. 1243*

T. 561°

Ariane Carla Campos de Melo

Preparo de novos complexos de Ru(IT) com ligantes mistos como agentes
fotocitotoxicos

Tese apresentada ao Departamento de
Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da
Universidade Federal de Minas Gerais,
como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Doutor em Quimica- Quimica

Inorganica.

Area de concentragdo: Quimica

Orientadora: Prof®. Elene Cristina Pereira Maia

Universidade Federal de Minas Gerais
Belo Horizonte — MG
2017



Melo, Ariane Carla Campos de

M528p Preparo de novos complexos de Ru(II) com ligantes
2017 mistos como agentes fotocitotdéxicos [manuscrito] /
T Ariane Carla Campos de Melo. 2017.

[xiii], 148 f£.: il.
Orientadora: Elene Cristina Pereira Maia.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Minas

Gerais — Departamento de Quimica.
Inclui bibliografia.

1. Quimica inorgénica - Teses 2. Complexos
metédlicos - Teses 3. Agentes antineoplasicos - Teses
4. Fotoquimioterapia - Teses 5. Compostos de ruténio -
Teses 6. Antibidticos - Teses 7. Sulfonamidas - Teses
8. Proteinas - Teses 9. Acido desoxirribonucléico -
Teses 10. Raios X - Difragdo - Teses I. Maia, Elene

Cristina Pereira, Orientadora II. Titulo.

CDU 043




O 300
ceraens

quimica

pés-graduagio.ufmg

""Preparo de Novos Complexos de Ru(IT) com Ligantes Mistos como Agentes

Fotocitotoxicos "

Ariane Carla Campos de Melo

Tese aprovada pela banca examinadora constituida pelos Professores:

1 i =
Profa. Elene Cristina Pereira Mﬁi?f&l‘emadora

UFMG
// /. =
ol
<" Prof. Asidr¢’ Luiz Barboza Formiga
UNICAMP

’

'@ St 70&2«, r— Ol
Prof. Pedro Paulo Corbi

agner da Nova Mussel
UFMG

I e e
Prof. Rubén Darid Sinisterra Millan
UFMG

Belo Horizonte, 04 de setembro de 2017.



DEDICATORIA

Dedico a Deus, a minha mde e meu pai, as minhas irmds Aline e Aniela.



AGRADECIMENTOS

A Deus

A minha fortaleza, a minha torre de protegcdo e o meu libertador, é o meu escudo.

Aos meus pais

Pela compreensdo em todas minhas auséncias, nos momentos de estresse, choro, mau
humor e incontdveis reclamacdes. Por todo apoio emocional e financeiro, sem vocés eu
Jjamais teria realizado este trabalho. Amo vocés!!!

Mae, obrigada por me ligar trés vezes (até mais) por dia, encurtando os 1000 quilometros
que nos separava. Eu sei o quanto foi dificil ficar longe.

Pai, obrigada por sempre me ligar perguntando se eu precisava de alguma coisa, e
principalmente por ter me incentivado quando pensei em desistir (maio de 2016).

As minhas irmis

Aline e Aniela, minhas melhores amigas, vocés sdo meu exemplo do espirito de luta.
Agradecida também pela paciéncia e torcida incondicional.

Aos amigos

Gracielle e familia, por toda ajuda dedicada a mim, o qual ndo hd palavras para
agradecer.

Aline e Aécio, quero agradecer por todo apoio e carinho, todos os conselhos e por sempre
estarem ao meu lado nos momentos bons e ruins. Os “piolhos” Fernanda, Diego e
Manuela jamais poderiam ficar de fora de meus agradecimentos.

Juscelino, sdo mais de vinte anos de amizade, seria incoerente ndo agradecer sua vibragdo
para a condugdo deste trabalho.

A minha orientadora

Profa. Elene Cristina Pereira Maia,

Por ter me recebido, mesmo sem me conhecer. Pela incansdvel dedicacdo, amizade,
paciéncia, incentivo incondicional e experiéncia compartilhada no desenvolvimento de
todas as etapas desta jornada, o meu muito obrigado. Aqui, ndo posso deixar de mencionar
todas as orientacoes realizadas em sua casa, e agradecer também ao seu esposo Jose
Raiumundo e filho Frederico pela compreensdo.

Aos alunos de iniciacao cientifica

Jaime Murilo por ter sempre me ajudado nas sinteses e nas medidas, quando precisei,
principalmente em hordrios nada habituais. Ndo fiquem com ciime, também adorei
trabalhar com Henrique e Jonathan.

Aos colaboradores deste trabalho

Em especial aos professores Bernardo Lages Rodrigues, Adolfo Henrique Moraes e Herndn
Terenzi.

Aos professores da pés-graduacao e graduacao

Pelo conhecimento compartilhado. Em especial ao professor Ruben Dario Sinisterra
Milldan, agradeco por todas as aulas de inorgdnica Il e sistemas de liberagdo de farmacos.
Nunca estudei tanto, mas sei que serd essencial para etapas futuras.

Ao CNPq

Pelo apoio financeiro.

A UFMG

Por permitir o uso das instalagcées para a realizagcdo deste trabalho.

Aos Funcionarios da UFMG

Pela colaboragdo no desenvolvimento de todas as etapas deste trabalho. Ndo posso deixar
de mencionar quanto os técnicos Marley, Ana, Mirra, Gustavo e Vitor foram primordiais



para execugdo deste trabalho, serei eternamente agradecida. Ao bibliotecdrio Sérgio por
toda paciéncia.

Aos porteiros Sr Luis e Edson pela simpatia, companhia e cafés nos finais de semana.

A todas as secretdrias da pos graduacdo, vocés sdo lindas.

A todos os colegas de laboratorio

Por vocés tenho profunda admiracdo e gratiddo. Obrigada pela companhia nestes quatro
anos. Bruno Henrique e Arshad Islan sentirei muita saudade de vocés.

A todos os colegas da pés-graduaciao

Pois juntos trilhamos uma etapa importante de nossas vidas. A companhia, amizade
construida e agraddveis “almocos”: Debora Rosa, Herculano, Jodo Otavio, Barbara,
Debora, Jeane, Thiago, Will, Kelen, Camila, Ana, Ane, Eduardo, Cleiton, Samara, Walace,
Claudilene, Renata, Fernanda, Bernardo, Karine, Cleide, Cristiano, Lenka, Carolina,
Gabriel, Ana Delia, Henrique, Gesiane, Juan (USP) e Paulo (USP).



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt I
LISTA DE TABELA ...ttt ettt sttt st VIII
LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS ...c.ooiiiieiteeeeteeeeeeeee et IX
LISTA DE ESTRUTURA ..ottt sttt st X
RESUMO ...ttt sttt sttt sttt et ettt saeenaeeas XII
Palavras ChaVe: ......cc.ooiiiiiii e e e X1I
ABSTRACT ...ttt sttt ettt sttt sttt e sbe et sanens X1
CAPITULO 1 oottt -1-
REVISAO BIBLIOGRAFICA .......ovviumrimiireirreiresisessssessessssssssesesesesesssssssnes -1-
1.1 INtrodug@0 @ETal.......ccovuviiiiiiiiiieeeieeeete ettt -1-

1.2 Complexos de ruténio e atividade antitumoral...........c.cccecveeerieeenieeniieenineens -2-
1.2.1 Complexos polipiridiniCOs COM TULENIO ...ccvvveerevreereieeeriieeeiieeeireeeireesaeeenns -5-

1.3 Antibiéticos: uma importante classe de agentes antineopldsicos.................... -7 -
L30T AS SUITAS .ttt ettt e e e e e e e ane e e aee e -7 -
1.3.1.1 Sulfametizol ......coueeiiiiiiiiiiee e -9-
1.3.1.2 SulfametoXipiridaZing .......c.eeeeveeeeriieeniiieeeiieesieeesteeesreeeaeeeereeeaaeesaeeenns -9-
1.3.1.3 SulfametoXazol.......cc.coovieiriiiiiiieeeee e -10 -
1.3.1.4 Sulfapiridina........ccceeeeiieeiieeeiieeciee et eeree e e e e e e esnaeeeeenee s -12 -
1.2.1.5 Sulfassalazina........ccceeeieeniiiiiinieiieee et -12-

1.4 HAdrazidas. ......ooveermiiiiieiieeeeee et -13-
1.4.1 Hidrazida do 4cido 2-tiofenocarboXilico..........ccevueeviiniienniiniciniinicceene -14 -

1.5 Interagdo entre complexos metélicos e alvos biolOgicos ..........cccveevueeenneen. -14 -
CAPITULO 2 oottt -17-
OBJETIVOS ..ttt sttt sttt sae s -17 -
2.1 ODJELIVOS «.ueveeiiiieeiiteeeit ettt ettt et e ettt e et e sttt e sttt e st e e sabteesbaeesabee s -17 -
CAPITULO 3 ..ottt - 18-
PARTE EXPERIMENTAL .....oooiiiiiiiiiiiteeeteeee ettt - 18-
3. 1-MATERIAIS ..ottt sttt - 18-
3.1.1- Reagentes € SOLVENTES .......cc.eeeriiiiriiiiiiieeiee ettt - 18-
3.1.2- CElulas € CUltUIA.......cc.eeviiiiiiiieeiieicce e e - 18-
3.1.2.1- Estudo da Fotocitotoxicidade: Determinagdo da Clso..........ccceevveeenneen. -19 -



3.2- SINTESES DOS COMPLEXOS .........cooivrieeeeriersreereesiessesseseeesses s, -20-

3.2.1 Sintese dos precursores de ruténio(Il) empregados nas sinteses dos complexos

MELAIICOS INEAILOS. ....eeeuiiiiiiiiiieeiieete ettt sttt s -20 -
3.2.1.1 Preparo do complexo cis-[RuCla(bpy)2]- 2H20 ......coovveiiiniiniiiiniiienee -20 -
3.2.1.2 Preparo do complexo cis-[RuCla(phen)z]......ccoceevverieeneenienieeniccieenne -20 -
3.2.2 Sintese de novos complexos de Ru(Il) com ligantes mistos...................... -20 -
3.2.2.1 Preparo do complexo [Ru(bpy)2(smp)](PFs), complexo 1...................... -20 -
3.2.2.2 Preparo dos complexos 2 a 11....oociiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiceeccceeceeeen -21-
3.3 InStrumentos € MELOAOS. ...c...eevueiriierriinieeieerie ettt -22-
3.3.1 Analise Elementar: (C, H, N) .cccovviiiiiiii e -22 -
3.3.2 Temperatura de Fusao/decompoOSICAO ......cccveerureerriveeriiieeniieeniieesieeeeiieeen -22-
3.3.3 Andlises COndUMELIICAS. ......coveerueerierrieerreetienee e -23-
3.3.4 Espectroscopia de absorc¢ao na regido do infravermelho ............cc...c........ -23-
3.3.5 Espectroscopia eletronica na regido do ultravioleta-visivel....................... -23-
3.3.5.1 Clivagem e fotoclivagem do ADN plasmidial ..........ccccceeeveeriieercrneennnenn. -23-
3.3.5.2 Determinacdo das constantes de ligacio ADN-complexo empregando
espectroscopia eletronica na regido do ultravioleta-visivel............ccoccveevieennnen. -24 -
3.3.6 Espectroscopia de fluoreSCENCIA........eeeruveeerrieeiieeeieeeiiee e -24 -
3.3.6.1 Estudo da interagdo com BSA via espectroscopia de fluorescéncia....... -25-

3.3.6.2 Estudo da interagdo com Abl-SH3 via espectroscopia de fluorescéncia - 25 -

3.3.7 Espectroscopia de dicroismo circular (CD) ........cceocveeevveencieeicieeeiieeee. -25-
3.3.7.1 Espectroscopia de dicroismo circular (CD) .......ccccceevveeecieercieeniieenen. -26 -
3.3.8 Espectrometria de Massas-EST........c.ccccoviviiiiiniiiiiiieeeeceeceeee e -26 -
3.3.9 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio- RMN de 'H...................... -26 -
3.3.10.1 Estudo da interag@o com Abl-SH3 via RMN ........cccccoeviiiiiiiiiiiieee. -26 -
3.3.11 Cristalografia de raios-X de monocristal ..........ccccceeeeveeriieerciieencireennenn. -27 -
CAPITULO 4 ...ttt -29 -
RESULTADOS E DISCUSSAO: NOVOS COMPLEXOS DE RUTENIO(II) COM
sulfonamidas € O-0l dIIMINAS .....cc.eeriuiiriieiiieniieeieet ettt st -29 -
4.1 OS COMPIEXOS .vvvieeirrieriieeeiieeeieeeriteeestteeertteeetaeesssaeessseeensseeasseeesseessseesseens -29 -
4.1.1 Andlise elementar, condutimetria e temperatura de decomposic¢ao........... -31-
4.1.2 Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho .............ccc.cc....... -32-
4.1.3 Espectroscopia de eletronica no ultravioleta visivel (UV-Vis).................. -49 -
4.1.4 Espectroscopia de flTuoreSCENCIA......c.ueeerureeeiiieeeiiieiie et -55-



4.1.5 Espectrometria de MaSSaAS.......ccevuueerrireerrieeeriiieeniteeniieeesiteeeiteesireesieeesneeas -58 -
4.1.6 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio RMN de 'H ...................... -70 -
4.1.7 Difracdo de raios X de monocristal..........ccccueerieieniieenieennieeiiieeeieeeienn -82-

4.1.8 Atividade citotoxica e fotocitotoxica em células tumorais (Determinacdo da

4.1.9 Clivagem e fotoclivagem do ADN plasmidial ........c..ccoceemviiriieniiinniennnenns -91 -

4.1.10 Estudo de interacdo dos complexos 3 e 4 com CT-ADN: andlise por
espectroscopia eletronica no ultravioleta visivel (UV-Vis) .....ccoceevviiiniiennneen. -94 -

4.1.11 Estudo de interacdio dos complexos 3 e 4 com ADN: andlise por
espectroscopia de dicroismo circular (CD) .......coecvvieviiieniieeiiie e - 96 -

4.1.12 Estudo de interacao de complexos de Ru(Il) com albumina sérica bovina- 97

4.1.13 Estudo de interagdo dos complexos 1, 2, 3, 4,9 e 10 com dominio Abl-SH3:

andlise por espectroscopia de fluoreSCENCIA.......cccvveeruveeerieeeriieeieeeiie e - 106 -
4.1.14 Estudo da interaciio do dominio Abl-SH3 via RMN de 'H.................... -109 -
CAPITULO 5 ..ottt - 111 -
RESULTADOS E DISCUSSAO: COMPLEXO DE RUTENIO(II) COM A shyd e
BY P ettt sttt st et eneens - 111 -
5.1 Complexo com a hidrazida do 4cido tiofenocarboxilico.............cceeeuueenneee. - 111 -
5.1.1 Anélise elementar, condutimetria e temperatura de decomposicao......... -111 -

5.2 Espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho ............c..cc........... -112 -

5.3 Espectroscopia eletronica no ultravioleta visivel (UV-Vis)........ccccooueeenee -115 -

5.4 Espectroscopia de fluOreSCENCIA. .....ccouueeeriiieeiiiieiiiieeieeeieeeeeeeeee e - 116 -

5.5 Ressonincia magnética nuclear de hidrogénio RMN de 'H ....................... - 118 -

5.6 ESpectrometria d€ MaSSAS. ....cc.veeerureeeriieeniiieeiteeeireeeiteesieeesieeesieeesnee e - 120 -

5.7 Atividade citotéxica em células tumorais (Determinacao da Clso)............. -124 -
CONCLUSAO ..ottt - 125 -
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coorviriinereieeeseseesesesssssssessssssessnee -127 -
ANEXO T ottt ettt st sttt st - 136 -
Distribuicdo experimental e tedrica para os complexos 3 a 10 ........ccoceeviveriiienenne. - 136 -
CARACTERIZACAO DE PRECURSORES EMPREGADOS NO PREPARO DO
COMPLEXOS DE Ru(II) COM LIGANTES MISTOS.......ccccooeniiiiniineeiennns - 147 -

1 Anélise elementar, condutimetria e ponto de decomposicao. ...........cceueeen..e. - 147 -

2 Espectroscopia de absorc¢ao na regido do infravermelho ............ccoceeenneennne. - 147 -

3 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio RMN de 'H .............coco......... -151-



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 Estruturas quimicas do NAMI-A (a) e do KP1019 (b). ..ccccveeveevvieniiennenne -3-
Figura 1.2 Representacdo da estrutura da cisplatina, cis-diamindicloroplatina (II) e de
SEUS ANALOZOS. ..eeeuiiieiiieiiiie ettt et ettt e ettt e ettt e ettt e st e e st e e s bt e e st e e sabeeeeane -4 -
Figura 1.3 Representacio da estrutura quimica de sulfas empregadas como
ANEMICTODIANOS. ..eiutiiiiiiiiiiiiieete ettt ettt et e bt e st et e sabe e b e nae -8-
Figura 1.4 Estrutura quimica da sulfonamida 4-amino-N- (5-metil-1,3,4-tiadiazole-2-
11 OO RRPROPRPSRTRR -9-
Figura 1.5 Estrutura quimica da sulfametoxipiridazina (C11H12N4O3S) ........uee.ne... -10 -
Figura 1.6 Estrutura quimica do sulfametoxazol. Em negrito estdo destacados os
possivels sitios de COOTdENACAD. ......ueevuviieriiieriieeriie ettt -11-
Figura 1.7 Estrutura quimica da trimetoprima, base fraca lipofilica. ........................ -11-
Figura 1.8 Estrutura quimica do sulfapiridina (C11H11N302S)....ccooiiiiiiiiiiiienen, -12 -
Figura 1.9 Representacdo geral da estrutura quimica dos complexos de ssz e os metais
alcalinos Mg (1), Ca (IT), St (II) € Ba (I1). .eveeouerieiieieeieieeee e -13 -
Figura 1.10 Representacdo geral da estrutura quimica dos complexos [M(shyd),X>], em
que M= Mn?*, Co?*, Ni**, Cu?*, Zn>*, Cd** e X=NO3(a) € CI(b).....ceceveverererererernnee. - 14 -

Figura 4.1 Esquema representativo da equacao genérica para obter complexos 1 a 8.....-
30 -
Figura 4.2 Esquema representativo da equacio genérica para obter complexos 9 e 10... -
31 -
Figura 4.3 Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do precursor (cis-[RuCl,

(bpy)2]-2H20, ligante smp € compleXo L.....ccceeeriiiiiiiiiiiieeiieeieeeeee e -35-
Figura 4.4 Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do precursor (cis-[RuCl,
(phen)2]-2H20, ligante SMpP € COMPIEXO0 2. ..c..evieeiiiieiiieeiiieeiieeeiiee e e eireeeieeesaee e -36 -
Figura 4.5 Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do precursor (cis-[RuCl,
(bpy)2]-2H20, ligante Smz € COMPIEX0 3....couviiiiiiiiiiiiiiieeeieeeteeeee et -37-
Figura 4.6 Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do precursor (cis-[RuCl,
(phen)2]-2H20, ligante Smz € COMPIEX0 4. ......ooviiiiiiiiiiiiieeiieeeieeeeee et -38-
Figura 4.7 Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do precursor (cis-[RuCl,
(bpy)2]-2H20, ligante spd € cOmMPIEX0 S....ccoouviiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeee et -39 -
Figura 4.8 Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do precursor (cis-[RuCl,
(phen)2]-2H20, ligante spd € COMPIEX0 6. .......eoevvieereiiieiiieeiieeieeeeee e -40 -
Figura 4.9 Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do precursor (cis-[RuCl,
(bpy)2]-2H20, ligante SMX € COMPIEXO 7..ooevvviieriiieeiiieeiiieeiiee e eeeeeireeeneeesaee e -42 -
Figura 4.10 Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do precursor (cis-[RuCl,
(phen)2]-2H20, ligante smx € cOMPIEX0 8.......ooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeieee e -43 -
Figura 4.11 Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do ligante bpy. ........ -44 -
Figura 4.12 Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do ligante phen........ -44 -
Figura 4.13 Espectro de absor¢do na regiao do infravermelho do precursor (cis-[RuCl,
(bpy)2]-2H20, ligante sSzZ € COMPIEX0 9. ...ooeiviieiiiieiiieeieeeiee e -47 -

I



Figura 4.14 Espectro de absor¢do na regiao do infravermelho do precursor (cis-[RuCl,
(phen)2]-2H20, ligante ssz € complexo 10........cccceeiiiiiiiiiiniiiiiieeeeeeeeeee -48 -
Figura 4.15 Espectro eletronico de solugdes 3,0 x 10 mol L' em tampio Hepes pH
7,2 dos ligantes bpy, phen e smp e 0s complexos 1 € 2........cccceeviiiniiieniieeniiennieenns -50 -
Figura 4.16 Espectro eletronico de solu¢des 3,0 x 10 mol L' em tampio Hepes pH
7,2 dos ligantes bpy, phen e smz € 0s complexos 3 € 4.......ccceeevieieriieeiieeeiieeriieenns -51-
Figura 4.17 Espectro eletronico de solugdes 3,0 x 10° mol L' em tampio Hepes pH
7,2 dos ligantes bpy, phen e spd € 0S cOMpPIeX0S S € 6.......cccvveeviieerieeeiiieeieeeiieens -51-
Figura 4.18 Espectro eletronico de solu¢des 3,0 x 10° mol L' em tampio Hepes pH
7,2 dos ligantes bpy, phen e smx e 0s complexos 7 € 8.........cccooviiiiiiiiniiiiniieeniienns -52-
Figura 4.19 Espectro eletronico de solugdes 3,0 x 10 mol L' em tampao Hepes pH
7,2 dos ligantes bpy, phen e ssz e 0s complexos 9 e 10. .........ccooveeviiiiniieiniieiniienns -52-
Figura 4.20 Espectro eletronico de solucdes 3,0 x 10 mol L' dos complexos 1 e 2 em
tampao Hepes pH 7,2 com variacdo de tempo em 1, 5 € 24 horas. .......cccccveevrveennenn. -54 -
Figura 4.21 Espectro eletronico de solucdes 3,0 x 10 mol L' dos complexos 3 e 4 em
tampao Hepes pH 7,2 com variacdo de tempo em 1, 5 € 24 horas. .......cccccveevvveennenn. -54 -
Figura 4.22 Espectro eletronico de solucdes 3,0 x 10 mol L' dos complexos 5 e 6 em
tampao Hepes pH 7,2 com variacdo de tempo em 1, 5 € 24 horas. .......cccccveevrveennenn. -54 -
Figura 4.23 Espectro eletronico de solucdes 3,0 x 10 mol L' dos complexos 7 € 8 em
tampao Hepes pH 7,2 com variac@o de tempo em 1, 5 € 24 horas. .......ccccceeevueeennneen. -55-
Figura 4.24 Espectro eletronico de solucdes 3,0 x 10 mol L! dos complexos 9 e 10
em tampao Hepes pH 7,2 com variagdo de tempo em 1, 5 e 24 horas. ..........cceuueeeee -55-
Figura 4.25 Espectro de fluorescéncia dos complexos 1 (1,0 x 10 mol L', Aexcitacio =
470 nm) 2 (5,0x 10° mol L', Aexciagio = 472 nm), em tampdo hepes pH 7.2 a
tEMPETatUra AMDIEIILE. ....eeeiuveeiiiieeeiieeeite ettt et et e et e st e e st eesbteesbeeesabeeesabeeas - 56 -
Figura 4.26 Espectro de fluorescéncia dos complexos 3 (1,0 x 10 mol L™, Aexcitagio =
454 nm) 4 (5,0x 10 mol L', Aexcitagio = 468 nm), em tampdo hepes pH 7,2. ........... -56-
Figura 4.27 Espectro de fluorescéncia dos complexos 5 (1,0 x 10 mol L, Aexcitaio =
488 nm) 6 (5,0x 107 mol L', Aexcitagio = 486 nm), em tampdo hepes pH 7,2 a
tEMPETatura AMDICIILE. ....ceeiuieeiiiieeiiieeeite ettt et et e et e et e et ee st eesbteesbeeesabeeesabeens -57 -
Figura 4.28 Espectro de fluorescéncia dos complexos 7 (1,0 x 10 mol L, Aexcitagio =
468 nm) 8 (5,0x 107 mol L', Aexcitagio = 473 nm), em tampdo hepes pH 7,2 a
tEMPETatura AMDICTILE. ....cceiuveeiiieeeiieeeite ettt ettt et e et e et e et e e st eesbteesbeeesabeeesabeeas -57 -
Figura 4.29 Espectro de fluorescéncia dos complexos 9 (1,0 x 10* mol L, Aexcitaio =
489 nm) 10 (5,0x 10° mol L, Aexcitagio = 495 nm), em tampdo hepes pH 7,2 a
tEMPETatUra AMDICIILE. ....eeeiuiieiiieeeiieeeite ettt et et e et e et e e st eesbbeesbeeesabeeesabeeas -57 -
Figura 4.30 Espectro ESI-MS em solucao acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 1.- 59

Figura 4.31 Espectro ESI-MS em solucdo acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 2.- 59

Figura 4.32 Distribui¢do isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(C11H11N4O3S)]*! em solugdo acetonitrila:acetona (1:1). ................... - 60 -

II



Figura 4.33 Distribui¢do isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C12HsN2)2(C11H11N4O3S)]*! em solugfo acetonitrila:acetona (1:1). ................... -61 -
Figura 4.34 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(C11H11N403S)]*? em solucdo acetonitrila:acetona (1:1). ................... -63 -
Figura 4.35 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C12HsN2)2(C11H11N403S)]*? em solucdo acetonitrilazacetona (1:1). ................... -64 -
Figura 4.36 Espectro ESI-MS em solug¢ao acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 3.- 65

Figura 4.37 Espectro ESI-MS em solug¢ao acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 4.- 65

Figura 4.38 Espectro ESI-MS em solucio acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 5.- 66

Figura 4.39 Espectro ESI-MS em solucio acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 6.- 67

Figura 4.40 Espectro ESI-MS em solug¢ao acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 7.- 67

Figura 4.41 Espectro ESI-MS em solug¢ao acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 8.- 68

Figura 4.42 Espectro ESI-MS em solucio acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 9.- 69
Figura 4.43 Espectro ESI-MS em solucio acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 10.... -
69 -

Figura 4.44 Espectro de RMN de 'H do ligante bpy, (Ci0HsN2), em dmso-ds a 298K,

400 MHZ. ..ottt ettt ettt et ettt ettt eae e -70 -
Figura 4.45 Espectro de RMN de 'H do ligante phen, (C12HsN2), em dmso-ds a 298K,
AO0 MHZ. ...ttt ettt ettt ettt ettt et ene e -71-
Figura 4.46 Espectro de RMN de 'H do ligante smp (C11H2N403S), em dmso-ds a
298K, 400 MHZ. ....cueiiiiiieiiiteeeeee ettt -72 -
Figura 4.47 Espectro de RMN de 'H do ligante smz (CoH;oN4O2S2), em dmso-de a
298K, 400 MHZ. ....cueiiiiiieiiniteeeeteeet ettt -73 -
Figura 4.48 Espectro de RMN de 'H do ligante spd (Ci1Hi1N302S), em dmso-de a
298K, 400 MHZ. ...ttt et -73 -
Figura 4.49 Espectro de RMN de 'H do ligante smx (C10H11N303S), em dmso-ds a
298K, 400 MHZ. ....ceeiiieiieieeeeee ettt ettt -74 -
Figura 4.50 Espectro de RMN de 'H do ligante ssz (Ci1sH14N4OsS), em dmso-ds a
298K, 400 MHZ. ....coueiiiiiieiiinieeeeeee ettt -175 -

Figura 4.51 Espectro de RMN de 'H do complexo 1, em dmso-ds a 298K, 400 MHz- 77
Figura 4.52 Espectro de RMN de 'H do complexo 2, em dmso-de a 298K, 400 MHz. ... -
77 -
Figura 4.53 Espectro de RMN de 'H do complexo 3, em dmso-ds a 298K, 400 MHz. ... -
78 -
Figura 4.54 Espectro de RMN de 'H do complexo 4, em dmso-ds a 298K, 400 MHz. ... -
78 -

I



Figura 4.55 Espectro de RMN de 'H do complexo 5, em dmso-ds a 298K, 400 MHz. ... -

79 -
Figura 4.56 Espectro de RMN de 'H do complexo 6, em dmso-ds a 298K, 400 MHz. ... -
79 -
Figura 4.57 Espectro de RMN de 'H do complexo 7, em dmso-ds a 298K, 400 MHz. ... -
80 -
Figura 4.58 Espectro de RMN de 'H do complexo 8, em dmso-ds a 298K, 400 MHz. ... -
80 -
Figura 4.59 Espectro de RMN de 'H do complexo 9, em dmso-ds a 298K, 400 MHz. ... -
81 -
Figura 4.60 Espectro de RMN de 'H do complexo 10, em dmso-ds a 298K, 400 MHz. . -
82 -

Figura 4.61 Projecdo do conteido da célula unitdria monoclinica do complexo 1 ao
longo do eixo a (cinza: x, y, z; verde: -x, 12 +y, 12 — z; amarelo: -x, -y- z; rosa: -x, 12 -

Yy 2 A Z) e et e ettt e e e e e e ebaeenabee s -83 -
Figura 4.62 Projecdo do contetido da célula unitéria triclinica do complexo 2 ao longo
do eixo a (cinza: X, Y, Z; amarelo: =X, =Y, =Z)..ccueeervueerrieeniireenireenreeesireeesereesnneesssneens -83 -

Figura 4.63 Projecio ORTEP da estrutura molecular dos complexos 1 (esquerda) e 2
(direita), com a simbologia dos 4tomos. Atomos ndo-hidrogenéides sdo representados
como elipsdides de probabilidade 50%, enquanto que todos os adtomos de hidrogénio
foram SUPIIMIAOS. ....ccouviiiiiiiiiie ettt et e et e st e s e e sbee e e -85-
Figura 4.64 Esquema representativo das interacdes intermoleculares do complexo 1, ao
longo de z-90. As interagdes de hidrogénio cldssicas entre complexo 1 e molécula de
dgua sdo esquematizadas pela linha verde tracejada. As distancias entre os centros dos
anéis de bpy e smp foram calculados e sdo exibidos através das linhas pretas tracejadas.-
88 -

Figura 4.65 Esquema representativo das interagdes intermoleculares (superior) e
intramoleculares (inferior) do complexo 2, ao longo de z+90. As interacOes de
hidrogénio cldssicas entre complexo 2 e molécula de 4lcool isopropilico sdo
esquematizadas pela linha azul. As distancias entre os centros dos anéis de phen e smp,
e phen e phen, foram calculados e sdo exibidos através das linhas pretas tracejadas.- 89 -
Figura 4.66 Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos 1 (a esquerda) e 2
(a direita) na auséncia de luz UV. Condicdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM;
[Tampao] = Hepes (10 mM, pH 7,0); [complexos] = 0 a 500 uM; Temperatura = 37 °C;
Tempo = 16 horas ao abrigo de luz. Eletroforese em gel de agarose. Resultados
expressos como média + desvio padrio de trés experimentos independentes. .......... -92 -
Figura 4.67 Fotoclivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos 1 (a esquerda)
e 2 (a direita). Condi¢des reacionais: [ADN] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampao] = Hepes (10
mM, pH 7,0); [complexo] = 0 a 500 uM; Tempo = 5 minutos (A), 10 minutos (B), 15
minutos (C) sob luz UV. Eletroforese em gel de agarose. Resultados expressos como
média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. ............cceeeeveeecureernnenns -93 -
Figura 4.68 Comparacao da atividade de clivagem de ADN nos complexos 1 e 2 a 100
uM (em auséncia de luz durante 16 h e ap6s diferentes tempos de exposicao a luz UV). -
94 -

v



Figura 4.69 Espectros de solugdes contendo os complexos 3 (superior) e 4 (3,0 x 107
mol L) e crescentes concentracdes de ADN de 0 a 6,2 x 10 mol L' em tampdo TRIS
pH 7,2. Inferior: plotagem de [ADN]/(€a - €f) versus [ADN], A=334nm. ................. -96 -
Figura 4.70 Espectro de dicroismo circular de CT-DNA (1,5x10* mol L") em 2,5x10°?
mol L de tampdo Tris pH 7,2 na auséncia e presenca dos complexos 3 e 4 (3,9x107
INOL L) ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt erenene -97 -
Figura 4.71 Interacdes dos complexos 1, 2, 3 e 4 com albumina sérica bovina.
Espectros de emissdo de fluorescéncia da BSA (1,0 x 10° mol L!: Aexcitagio = 280
nm) na presenca de concentracdes crescentes dos complexos. Relacdo molar complexo-
BSA variando de (a= 0, b=1,66, c=1,65, d=4,95, e=6,57, {=8,19, g=9.8, h=11,4, i= 12,9,
j=14, 5,1=16,1). Reta inserida: plotagem de [(Fo-F)-1] vs [complexo]...................... -99 -
Figura 4.72 Interagdes dos complexos 5, 6, 7, 8, 9 e 10 com albumina sérica bovina.
Espectros de emissdo de fluorescéncia da BSA (1,0 x 10° mol L!: Aexcitagdo = 280
nm) na presenca de concentracdes crescentes dos complexos. Relacdo molar complexo-
BSA variando de (a= 0, b=1,66, c=1,65, d=4,95, e=6,57, {=8,19, g=9.8, h=11,4, i= 12,9,
j=14,5,1=16,1). Reta inserida: plotagem de [(Fo-F)-1] vs [complexo].................... - 100 -
Figura 4.73 Graficos de log{(Fo-F)/F} versus log[Q], para os complexos 1 (esquerda), e
2 (AITEITA). .oeeeieiieiirieeeeee e eeee et e e e ee e e e e e e e e eet e e e e e e e eeenaaaraeeeeeeeeseennsararreeeeeeens - 101 -
Figura 4.74 Gréficos de log{(Fo-F)/F} versus log[Q], para os complexos 3 (esquerda), e
G (AITEITA). .oeeeieiieierieeeeeee e eeeeee et e e e e eeeeae e e e e e e eeeesatt e e e eeeeeeeeensasraereeeeeessennarrarreeseeeens -102 -
Figura 4.75 Gréficos de log{(Fo-F)/F} versus log[Q], para os complexos S (esquerda), e
0 (AITILA). c.veveeeeeieeite ettt ettt ettt ettt et e bttt e it st e sb e et ebaesbeeeesaeens -102 -
Figura 4.76 Graficos de log{(Fo-F)/F} versus log[Q], para os complexos 7 (esquerda), e
8 (AITCILA). .ottt ettt sttt et sttt et st sb et sae e e sanens - 103 -
Figura 4.77 Graficos de log{(Fo-F)/F} versus log[Q], para os complexos 9 (esquerda), e
Qe U7 ) TP - 103 -
Figura 4.78 Efeito da irradiacdo na fluorescéncia da BSA e dos complexos 3 ¢ 4. A
solucdo de amostra contendo 1,0 x 10° M dos complexos 3ed4e 1,0 x 10° M BSA em
tampao Tris (pH 7,2) foi irradiada durante 30 min, Aexcitagio = 365 nm.................... - 105 -
Figura 4.79 Efeito da irradiacdo na fluorescéncia da BSA e dos complexos 9 e 10. A
solucdo de amostra contendo 1,0 x 10 M de complexos 9 e 10 e 1,0 x 10° M BSA em
tampao Tris (pH 7,2) foi irradiada durante 30 min, Aexcitagio = 365 nm.................... - 106 -
Figura 4.80 Fotodegradacao da BSA pelos complexos de ruténio(Il). [complexo] =
[BSA]=1,0x 10°M (pH 7,2). Tempo de irradiacéo = 30 min, Aexcitagio = 365 nm.- 106
Figura 4.81 Interacdes dos complexos 1, 2, 3, 4, 9 e 10 com a proteina Abl-SH3.
Espectros de emissdo de fluorescéncia da Abl-SH3 (1,0 x 10° mol L Aexcitagdo = 280
nm) na presenca de concentragdes crescentes dos complexos. Relagdo molar complexo-
AbI-SH3 variando de (a= 0, b=2,00, c=3,96, d=5,92, e=7,87, {=9,80, g=11,7, h=13,61,
i=15,5, j=17,37, 1=19,2). Reta inserida: plotagem de log{(Fo-F)/F} versus
JEoTeq e0330] o] 1S (0 ) USSR - 108 -
Figura 4.82 (A) Coeficiente de perturbacdo do deslocamento quimico (CSP, sigla em
inglés) em funcdo da sequéncia primaria ABL-SH3. Os valores de CSP foram

\%



calculados a partir da diferenca dos valores de desvio quimico 'H e N nos espectros
HSQC 'H-'SN de ABL-SH3 marcado com N em solugio com o Complexo 2. A linha
de corte, cor magenta, € a soma do valor médio e o desvio padrdo, ambos calculados
utilizando todos os valores de CSP. (B) Os residuos com CSP superior ao valor de corte
foram coloridos em magenta na estrutura cristalina de ABL-SH3 (PDB ID: 4JJC). As

cadeias laterais desses residuos também sdo destacadas. ........cc.ccceveevierieenicenieenne - 110 -
Figura 5.1 Esquema representativo da equacao genérica para obter complexo 11.- 112 -
Figura 5.2 Espectro de absor¢ao na regido do infravermelho da shyd.................... -113 -

Figura 5.3 Espectro de absor¢ao na regido do infravermelho para o complexo 11.- 115 -
Figura 5.4 A esquerda, espectro eletronico de solugdes 3,0 x 10 mol L' dos ligantes
bpy e shyd e complexo 11 em tampao Hepes pH 7,2, e a direita, espectro eletronico de
solucdes 3,0 x 10° mol L! do complexo 11 em tampio Hepes pH 7,2 com variacio de
tempo €M 1, 5 € 24 NOTAS. ....eiiiiiiiiiieeeite e -116 -
Figura 5.5 Espectro de fluorescéncia do complexo 11 (5,0x 10 mol L™, Aexcitacdo =
492 nm) em tampao hepes pH 7,2 a temperatura ambiente.............cccccveererreercureennne. -117 -
Figura 5.6 Interacdo do complexo 11 com albumina sérica bovina. Espectros de
emissdo de fluorescéncia da BSA (1,0 x 10°° mol L!: Aexcitacdo = 280 nm) na presenca
de concentracdes crescentes do complexo. Relacdo molar complexo-BSA variando de
(a= 0, b=1,66, c=1,65, d=4,95, e=6,57, £=8,19, g=9.8, h=11,4, i= 12,9, j=14, 5, 1=16,1).
Reta inserida: plotagem de [(Fo-F)-1] vs [complexo]. Graficos de log{(Fo-F)/F} versus
LOG[Q] (A AITEILA). ceuvveeeneieeeiiee ettt ettt et e et e s e s e e - 118 -
Figura 5.7 Espectro de RMN de 'H do ligante shyd, (CsHsN20S), em dmso-de a 298K,
AO0 IMHZ. ..ottt ettt ettt ettt et a et et sae et et -119 -
Figura 5.8 Espectro de RMN de 'H do complexo [Ru(bpy)zshyd](PFe)2, em dmso-de a
298K, 400 MHZ. ....coueiiiiiieiieeeee ettt ettt sttt - 120 -
Figura 5.9 Espectro ESI-MS em solucao acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 11...... -
121 -

Figura 5.10 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(CsHsN20S)]*! em solucdo acetonitrila:acetona (1:1). .......co.oveeee.e. - 122 -
Figura 5.11 Distribuicdo isotépica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(CsHsN20S)]*? em solugio acetonitrilazacetona (1:1). .........o......... - 123 -
Figura S1 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(CoHoN402S2)]"! em solugio acetonitrila:acetona (1:1). ................. - 136 -
Figura S2 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(CoHoN402S2)]"% em solugio acetonitrila:acetona (1:1). .................. - 137 -
Figura S3 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C12HsN2)2(CoHyoN402S2)]"! em solugido acetonitrila:acetona (1:1). .................. - 138 -
Figura S4 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C1oHsN2)2(C11H11N3025)]*! em solugfo acetonitrila:acetona (1:1). ................. - 139 -
Figura S5 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C12HsN2)2(C11H11N3025)]*? em solugdo acetonitrila:acetona (1:1). ................. - 140 -
Figura S6 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(C10H10N303S)]*? em solucio acetonitrila:acetona (1:1). ................. - 141 -

VI



Figura S7 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie

[Ru(C12HsN2)2(C10H10N3035)]*2 em solucio acetonitrila:acetona (1:1). ................. -142 -
Figura S8 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(C10H10N303S)]*! em solugdo acetonitrila:acetona (1:1). ................. -143 -
Figura S9 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C12HsN2)2(C10H10N3038)]*! em solucio acetonitrila:acetona (1:1). ................. - 144 -
Figura S10 Distribui¢do isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C12HsN2)2(C1sH13N4058)]*! em solucio acetonitrilazacetona (1:1). ................. - 145 -
Figura S11 Distribui¢do isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C19HsN2)2(C1sH13N405S)]*! em solugdo acetonitrila:acetona (1:1). ................. - 146 -
Figura S12 Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do precursor cis[RuCl,
(DPY)2] H2O . .ottt - 148 -
Figura S13 Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do precursor cis-
[RU(PREN)2CI2]. .ottt sttt s - 150 -
Figura S14 Espectro de RMN de 'H do precursor cis-[RuCla(bpy).], em dmso-de a
298K, 400 MHZ .....ooniiiiiiieeeeee ettt st e - 152 -
Figura S15 Espectro de RMN de 'H do precursor cis-[RuClx(phen).], em dmso-ds a
298K, 400 MHZ. ....couviiieiieieeeeee ettt sttt - 153 -

VII



LISTA DE TABELA

Tabela 3.1 Massas dos precursores e ligantes usados nas sinteses dos complexos 2 a 11.

Tabela 4.1 Dados das andlises elementares, medidas de condutividade e ponto de fusao
dos complex0oSs 1@ 0. ..cooouiiiiiiii e -32-
Tabela 4.2 Principais frequéncias (cm-1) na regido do infravermelho dos complexos 1 a
8 € [1ZANLES SUITAS. ...eeeieiiieiiieeiee e et e e e e e et e e e e enee e -33-
Tabela 4.3 Modos vibracionais de estiramento v(C=C), v(C=N), v3 (Flu), v4 (Flu) e
deformacdo angular fora do plano vC-H, vCCN, vCCC que aparecem regido do
infravermelho dos complexos 9 e 10 e dos ligantes bpy e phen............ccccceeviennnen. -41 -
Tabela 4.4 Modos vibracionais de estiramento v(C=C), v(C=N), v3 (Flu), v4 (Flu) e
deformacdo angular fora do plano vC-H, vCCN, vCCC que aparecem regido do
infravermelho dos complexos 9 e 10 e dos ligantes bpy e phen............ccccceeviennnen. -49 -
Tabela 4.5 Principais bandas (Amix absor¢ao) observadas nos espectros eletronicos dos
ligantes bpy, Phen € SUIFAS. .......cooiiiiiiiieciie e e -49 -
Tabela 4.6 Valores de m/z (experimental e calculado) para os complexos de ruténio
[ TSRS -58 -
Tabela 4.7 Atribui¢des dos sinais de RMN de 'H as sulfas smp, smz, spd e smx. ...- 72 -
Tabela 4.8 Atribui¢io dos sinais de RMN de 'H do ligante ssz em dmso-d6 a 298K,
400 MHZ. ...ttt ettt sttt sttt -74 -
Tabela 4.9 Atribuicdes dos sinais de RMN de 'H dos complexos 1a8. .................. -76 -
Tabela 4.10 Dados de coletas e refinamento das estruturas dos complexos 1 e 2.....- 84 -
Tabela 4.11 Comprimentos e angulos de ligacdes selecionados para os &tomos
envolvidos na coordenacdo ao ruténio nos complexos 1 e 2. Desvio padrdo entre

PATEIIEESES. e .veeeereeeuteeereteeereteeestteeesaeeeseeeenseeeasseeeasseeensseeasseeasseessseesssseessneesseeenssees - 86 -
Tabela 4.12 Comprimentos e angulos de ligacdes selecionados para os complexos 1 e 2.
Desvio padrao entre PAr€nteses. ......ueeuureerureerieeeriieeriieeesteeeiteesiteesireesieeesbeeesaneees - 86 -
Tabela 4.13 Geometrias das ligacdes de hidrogénio cldssicas presentes nas estruturas
dOS COMPIEXOS 1 € 2. .ttt ettt e et e st e s e e sbee e e -87 -
Tabela 4.14 Valores de Clso para os ligantes bpy, phen, smp, smx e aos complexos de 1
a 10 com tempo de incubac@o de 72 hOras. .......ccceeeruieeriieeiiieeiee e -90 -
Tabela 4.15 Valores de Clso para complexos 1, 2, 3,4, 9 e 10 com e sem irradiagdo UV-
A por 5 minutos, tempo de incubagao de 4 horas..........occveeviieeriieeiiiiecieecieeeieeeas -91 -

Tabela 4.16 Constantes de Stern-Volmer (Ksv), constante de velocidade bimolecular de
supressao (kq), constante de ligacdo (Kb), niimero de sitios de ligacdo (n) e coeficientes
de determinaciio da regressdo linear (R?) para a interacdo dos complexos de ruténio(Il)

de [1ZANTES MUISTOS. ..eeivuriiiriiieiiiie ettt ettt e et e et e e st eesabteesabeeesabeeas - 104 -
Tabela 5.1 Dados das andlises elementares, medidas de condutividade e ponto de fusao
do COMPIEXO L1, (oot et et - 111 -

VIII



LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS

Am= condutividade em solucdo 1,0 x 10 mol L™!

0 = deformacdo angular na espectroscopia de absorc¢do de infravermelho
v = estiramento na espectroscopia de absor¢do de infravermelho
ADN= 4cido desoxirribonucléico

byp= 2,2 -bipiridina

dmso= dimetilsulféxido (CH3SOCH3)

ddpz= 2,3’ dipiridofenazina

DRMX= Difracao de raios-X de monocristal

ESI-MS= Espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray
Hepes= 4cido 2-[4-(2-Hidroxietil)- 1 -piperazino]-etanossulfonico
LMC-= leucemia miel6ide cronica

TRIS= tris(hidroximetil)aminometano

M= mol L'!

phen= 1,10 fenantrolina

RMN !H= Ressonéncia paramagnética de hidrogénio

Ru= ruténio

shyd= hidrazida do 4cido 2-tiofenocarboxilico

smp= sulfametoxipiridazina

smx= sulfametoxazol

spd= sulfapiridina

smz= sulfametizol

ssz=sulfassalazina

TCML= transferéncia de carga do metal para o ligante
tpy=2’2"6""2"""-terpiridina

UV=regido do ultravioleta no espectro eletromagnético
Vis=regido do visivel no espectro eletromagnético

Clso= concentracdo inibitéria média

IX



LISTA DE ESTRUTURA

(PFe) (PFg)

Complexo T [Ru(CyoHgN2)2(Cy1HyNJO3S)J(PFg)  Complexo 2 [Ru(CaHgN2)o(CyyHyN4O38)|(PFg)
[Ru(bpy),(smp)](PFg) [Ru(phen),(smp)](PF)

(PFg)

N
="y, "y, \\“\\\N

Ru;

N,

o}
o\\S// N—N ||
\ /4 »\ =
H2N N S CH3

Complexo 3 [RU(C|0H8N2)2(C9H9N402SZ)](PF(,) COlnplCXO 4 lRU(C|2H8N2)2(C9H9N40252)J(PF(,)
[Ru(bpy),(sm2)](PF) (Ru(phen),(smz)](PFe)

VAR

(PFe) (PFe)

\ 7 \ /

Complexo 5 [RU(C]QHxNz)z(Cl 1 H“N3OZS)](P|"6) COInplCXO 6 [RU(C|2H8N2)2(C| |H| |N}OzS)](PF(,)
[Ru(bpy),(spd)](PF) [Ru(phen)y(spd)](PFg)

(PFe)

d
/©/ ﬂCHa
HzN Complexo 8 [Ru(C,HgN)(CoH oN3038)](PFg)

Complexo 7 [Ru(C,gHgN2)(CyoH gN303S](PFg) [Ru(phen),(smx)](PF)
[Ru(bpy),(smx)](PFg)




(PFy) (PFg)

Vi
/
, —NH //S L NH
o — o
N
N
SV \ /
Complexo 9 [RU(CwaNZ)z(ClsH|3N4OSS)](PF6) Complcxo 10 [RU(C|2H8N2)2(C|RH|3N4OSS)J(PF6)
[Ru(bpy)s(ssz)](PFg) (Ru(phen)(ssz)](PF¢)
(PFg),
| AN
— N///,,,,’ “\\\\\N P
o".RU"\
S / I\N X
NH,
\ /N |
H =

Complexo 11 [Ru(C|onNz)z(CsH(,NZoS)](PF(,)Z
[Ru(bpy)(shyd)](PFg),

XI



RESUMO

Uma das aplicagdes mais importantes de complexos metalicos é no tratamento do
cancer. O aparecimento de resisténcia celular e os efeitos colaterais aos medicamentos
atualmente disponiveis t€m incentivado a pesquisa de novos compostos. Neste trabalho,
sintetizamos onze complexos inéditos de Ru(Il) do tipo [RulLL’;]PFs onde L =
sulfametizol (smz), sulfametoxazol (smx), sulfassalazina (ssz), sulfametoxipiridazina
(smp), sulfapiridina (spd) ou hidrazida do 4cido 2-tiofenocarboxilico (shyd), L’ = 2,2’-
bipiridina (bpy) ou 1,10-fenantrolina (phen). Os complexos foram caracterizados por
andlise elementar, condutimetria, temperatura de decomposi¢@o, espectroscopias no
UV-vis e IV, RMN de 'H, espectrometria de massas (ESI-MS). Os complexos
[Ru(bpy)2smp](PFs) (1) e [Ru(phen),smp](PFe) (2) tiveram a estrutura determinada por
difracdo de raios X de monocristal. Em todos os complexos a geometria em torno do ion
metélico é octaédrica distorcida. Nos complexos de spd, smz, smx e smp, o Ru(Il) estd
coordenado as sulfas através do nitrogénio sulfonamidico desprotonado e do nitrogénio
do anel heterociclico; nos complexos de ssz o ruténio estd coordenado aos oxigénios
docarboxilato bidentado; e no complexo da shyd, ao oxigénio da amida e ao nitrogénio
da amina. A esfera de coordenacao é completada por dois nitrogénios heterociclicos das
o, 0-diiminas. Os complexos ligam-se a BSA por mecanismo estitico com constantes de
ligacdo variando de 10* a 10°. O efeito dos complexos no crescimento de células de
leucemia mieldide crénica foi avaliado. Todos os complexos possuem atividade
citotoxica significativa e superior a dos ligantes livres. Os complexos 1 e 2 foram os
mais ativos. As atividades fotocitotoxicas dos complexos 1, 2, [Ru(bpy)2smz](PFs) (3),
[Ru(phen)smz](PFs) (4), [Ru(bpy)2ssz](PFs) (9) e [Ru(phen):ssz](PFs) (10) foram
investigadas. A exposicdo a luz UV-A por 5 minutos induziu um aumento na atividade
citotéxica dos complexos, com aumento de cerca de 100 vezes para o complexo 2. Os
complexos 1 e 2 clivam o ADN de plasmideo apds irradiacio com luz UV-A. A
substituicdo de phen por bpy resultou na diminui¢do do efeito citotéxico e na clivagem
de ADN. Os complexos 1 e 2 ligam-se ao CT-ADN com os valores de K = 2,8 x 10*
mol L' e 2,5 x 10° mol L"!, respectivamente. Os complexos 1, 2, 3, 4, 9 e 10 interagem
com o dominio regulatério SH3 da proteina c-Abl, que ¢é responsdvel pelo
desenvolvimento de leucemia mieoldide cronica. As constantes de ligacdo,
determinadas por espectrofluorimetria, foram 1,50 x 10°, 2,50 x 10°, 9,78 x 10°, 7,99 x
10%, 4,16 x 10* e 4,02 x 10° L mol! para os complexos 1, 2, 3, 4, 9 e 10,
respectivamente. Estudos da interagdo do complexo 2 com o dominio AbI-SH3
mostraram, através dos espectros de RMN, que os residuos mais afetados foram T79,
G97, W99 e Y115.

Palavras chave: antitumoral, fotocitotoxicidade, complexos de Ru(Il), ligantes mistos,
dominio Abl-SH3, ADN e BSA.
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ABSTRACT

One of the most important uses of metal compounds is in the treatment of cancer. The
appearance of cellular resistance and the side effects associated to the known drugs have
stimulated the search for new compounds. In this work, we have synthesized novel
ternary complexes of Ru(Il) with N-heterocyclic ligands. Eleven complexes of Ru(Il) of
type [RuLL:’|PFe, in which L = sulfamethizole (smz), sulfamethoxazole (smx),
sulfasalazine (ssz), sulfamethoxypyridazine (smp), sulfapyridine (spd), or 2-
thiophenecarboxylic acid hydrazide (shyd), L’ = 2,2’-bipyridine (bpy) or 1,10-
phenanthroline (phen) were prepared. The complexes were characterized by elemental
and conductivity analyses, decomposition temperature, UV-vis, 'H NMR, and IR
spectroscopies, electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS). The structures of
[Ru(bpy)2smp](PFs) (1) and [Ru(phen)2smp](PFs) (2) were determined by single crystal
X-ray diffraction. In all complexes, the geometry around the metal ion is a distorted
octahedron. In the complexes with smz, smx, spd and smp, Ru(Il) is coordinated to the
sulfa via the sulfonamidic nitrogen and the nitrogen of the heterocyclic ring; in the
complexes with ssz Ru(Il) is coordinated to the carboxylate as a chelating ligand; and in
the complex with shyd via the terminal nitrogen and the carbonyl oxygen. Two
heterocyclic nitrogens of the olla-diimines complete the coordination sphere. The
interactions between the Ru (II) complexes and bovine serum albumin (BSA) were
investigated by fluorescence spectroscopy at pH 7.3. The experimental data indicate that
both complexes bind to BSA by a static mechanism. The complexes bind to BSA with
binding constants ranging from 10* to 10°. The effect of complexes in the growth of
chronic myelogenous leukemia cells was investigated. All complexes exhibit significant
cytotoxic activity and higher than those of the corresponding free ligands. The
photocytotoxic activity of the complexes 1, 2 [Ru(bpy)smz](PFs) (3),
[Ru(phen)2smz](PFs) (4), [Ru(bpy)2ssz](PFs) (9) and [Ru(phen)2ssz](PFs) (10) was also
investigated. UV-light exposure for 5 min increases cytotoxicity of all complexes, with
an increase of approximately 100 times in the case of 2. Complexes 1 and 2 cleave
supercoiled DNA after UV light irradiation but not in dark conditions. Complexes 1 and
2 bind to CT-DNA with the values of K = 2.8 x 10* mol L! and 2.5 x 10° mol L,
respectively. Complexes 1, 2, 3, 4, 9 and 10 interact with the regulatory domain SH3 of
the c-Abl protein, which is responsible for the development of chronic myeloid
leukemia. The binding constants, determined by spectrofluorimetry, were 1.50 x 10°,
2.50 x 10°,9.78 x 10°, 7.99 x 10°, 4.16 x 10* and 4.02 x 10° L mol™ for complexes 1, 2,
3, 4,9 and 10, respectively. NMR studies of the interaction of complex 2 with the Abl-
SH3 domain showed that the most affected residues were T79, G97, W99 and Y115.

Key words: antitumor, photocytotoxicity, Ru(Il) complexes with mixed ligands,
domain ABL-SH3, DNA and BSA.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Introducao geral

Um cancer € uma massa anormal de tecido cujo crescimento ultrapassa e ndo é
coordenado aos tecidos normais e persiste na mesma maneira excessiva depois da
interrupcao dos estimulos que deram origem a mudancga [1]. Em outros termos, o cancer
¢ uma doenca de células caracterizada por um desvio dos mecanismos de controle que
dirigem a proliferacdo e a diferenciacdo celular. [2]. Os tipos de cancer sdo agrupados
em grandes categorias: Os carcinomas, os sarcomas, as leucemias, os linfomas e
mielomas e os tumores do sistema nervoso central [1,2]. A velocidade de multiplica¢ao
das células e a capacidade de invadir tecidos e 6rgdos vizinhos ou distantes também
diferenciam os diversos tipos de cancer [1]. Por exemplo, o cancer de mama que se
dissemina para o pulmido formando um tumor metastatico € o cincer de mama
metastitico e ndo um cancer de pulmao [2]. Assim, cancer metastitico € aquele que se
espalhou a partir do lugar onde se iniciou para outro local do corpo [1,2].

O perfil epidemiolégico do cancer pode ser atribuido ao envelhecimento da
populacdo, mudangas econdmicas que refletem em mudancas de hdbitos, além de
fatores multifatoriais determinantes para o crescimento desordenado de células
anormais com potencial invasivo [2]. No manual do INCA (Estimativas/2014
Incidéncias de Cancer no Brasil), destaca-se que cerca de 100 tipos de cancer ja foram
identificados. Estima-se para até 2030, 21,4 milhdes de novos casos de céancer e 8,2
milhdes de mortes por cancer no mundo. Os tipos mais incidentes de cancer para 2016
sao pele nao melanoma, traqueia, bronquio e pulmao, célon e reto, estdbmago, cavidade
oral em homens e em mulheres pele ndo melanoma, traqueia, bronquio e pulmao, célon
e reto, colo de utero, estbmago. A estimativa do nimero de novos casos de cancer,
segundo sexo e regido mostrou maior incidéncia na regiao sudeste € a menor na regiao
nordestes. No Brasil sdo esperados 567 mil casos por ano, com predominancia dos
canceres de prostata, pulmao e estdmago para homens, e mama e colo do utero para
mulheres [2].

Os agentes antineopldsicos mais empregados no tratamento do cincer sdo

agrupados nas seguintes classes farmacoldgicas: alquilantes polifuncionais,
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antimetabolitos, antibidticos antitumorais e inibidores mitéticos [3]. Os quimioterdpicos
disponiveis no mercado ndo sdo letais a células neoplasicas de modo seletivo, células
normais também sdo afetadas. Um antineopldsico ideal deveria induzir apoptose nas
células cancerigenas e ndo ser toxico as células normais.

O aparecimento de resisténcia celular e os efeitos colaterais decorrentes do uso
dos medicamentos atualmente disponiveis constituem obstidculos a terapéutica
antitumoral, fazendo com que seja de extrema importancia o desenvolvimento de novos
farmacos. A introducdo de complexos metdlicos na terapia do cancer tem sido um
elemento imprescindivel para estimular diversos grupos de pesquisa na busca por novos
candidatos a agentes quimioterapicos.

Complexos metdlicos de ruténio sdo agentes antitumorais interessantes, entre
outros fatores por penetrarem mais facilmente nas células cancerosas, que tendem a ser
metabolicamente mais ativas do que as células normais [4]. Desta forma, a estratégia
empregada neste estudo foi a de aliar propriedades farmacoldgicas de pro-ligantes a
atividade antitumoral de compostos de Ru(Il).

Entretanto, é necessario salientar que o langcamento no mercado de novos
farmacos para o uso em oncologia é um processo longo e complexo. Nesse sentido,
acOes conjuntas entre universidades, centros de pesquisas e industria farmacéutica sdao

de extrema importancia para os primeiros passos na proposicao de um novo farmaco.
1.2 Complexos de ruténio e atividade antitumoral

As propriedades antitumorais de compostos de ruténio foram reconhecidas nas
trés ultimas décadas [5]. A investigacdo sistemdtica da atividade antitumoral foi
realizada inicialmente nos complexos fac-tricloridotriaminoruténio (III) fac-
[RuCl3(NH3)s] e cloreto de cis-tetraaminodicloridoruténio(IIl) cis-[RuCl2(NH3)4]Cl [6].
Estes complexos apresentaram atividade antitumoral préxima a exibida pela cisplatina
para leucemia P388, mas foram considerados invidveis para teste clinico devido a sua
alta insolubilidade em 4dgua [6].

Os primeiros complexos a base de ruténio a entrarem em triagens clinicas
visando o tratamento de certos tipos de cancer foram trans-[Ru(dmso)(Im)Cl4][ImH]
(NAMI-A, Im = imidazol, dmso = dimetilsulféxido) e trans-[Ru(Ind)Cls][IndH]
(KP1019, Ind = indazol) [7,8]. Os complexos NAMI-A (Figura 1.1a) e KP1019 (Figura
1.1b) sao estruturalmente semelhantes, ambos apresentam ligantes heterociclicos e
cloretos ligados ao Ru(Ill). NAMI-A € mais eficaz em metdstases do que em tumores
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primadrios, enquanto, o KP1019 exerce efeito direto em células tumorais sem interferir
em processos de metdstases [7,8]. Em estudos pré-clinicos com modelos de tumores
sOlidos metastaticos, NAMI-A reduziu 100% das metéstases de carcinoma de pulmio
de Lewis, adenocarcinoma mamario de camundongo, e melanoma [6,7]. Foi observada
também diminui¢do de 90% de metdstases em um modelo xenografico de cancer de
pulmdo de células ndo-pequenas [6,7]. NAMI-A completou as fases I/Il dos testes
clinicos [9,10]. Ainda em fase de estudos clinicos, NAMI-A em combina¢do com
gencitabina é visto como tratamento de segunda escolha em pacientes com cancer de
pulmdo de células ndo-pequenas metastatico [10]. Até ao presente, nao foram ainda
encontrados farmacos capazes de tratar metéstases, sendo este problema uma das

principais dificuldades na terapéutica do cancer.
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Figura 1.1 Estruturas quimicas do NAMI-A (a) e do KP1019 (b).

Complexos de ruténio sdo vistos como uma alternativa ao uso de complexos a
base de platina (Figura 1.2). A cisplatina, cis-diaminodicloridoplatina(Il), € um farmaco
que exerce seu efeito citotéxico inibindo a sintese do acido desoxirribonucleico (ADN)
[11]. O mecanismo de ag¢do da cisplatina relaciona-se com a formagdo de adutos
cisplatina-ADN, inibindo sua replicacdo e o prolongamento de sua cadeia [12]. Os
adutos sao formados quando a platina liga-se aos dtomos de nitrogénio da guanina [12].
Apesar do sucesso inicial da cisplatina no tratamento de diversos tipos de cancer, o
aparecimento de resisténcia celular a compostos de platina e seus efeitos colaterais tém

estimulado a busca por novos complexos com outros ions metdalicos [6, 13].
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Figura 1.2 Representacdo da estrutura da cisplatina, cis-diaminodicloridoplatina(Il) e
de seus andlogos.

Complexos de Ru(Il) e Ru(Ill) tém geometria octaédrica, enquanto que os de
platina(Il) t€ém geometria quadratica. Essa diferenca espacial contribui para que os
complexos de ruténio funcionem de modo distinto aos de platina. Os testes ja realizados
apontam que podem ocorrer interagdes entre fon Ru(Il) e proteinas, desta maneira o
ADN nio € o tnico alvo [6].

Complexos de ruténio apresentam baixa toxicidade quando comparados aos
complexos de platina. A baixa toxicidade € associada a capacidade do ruténio em imitar
a ligacdo de fons ferro com biomoléculas [6, 14]. As células tumorais possuem uma
necessidade maior de ferro devido a angiogénese e, consequentemente, apresentam um
nimero maior de receptores de transferrina. A liga¢do da transferrina ao ruté€nio(IIl) é
favorecida devido a sua similaridade ao ferro(Ill). Essa proteina é composta por uma
unica cadeia polipeptidica, com dois sitios de ligagdo para o ion férrico, envolvendo
dois tirosinatos, um aspartato, um anion carbonato bidentado e um residuo de histidina.
O complexo KP1019 entra nas células ligado a transferrina via histidina, sendo que os
ligantes indaz6is permanecem coordenados [6, 8, 15, 16]. A proteina libera o composto

em ambientes acidos, como os endossomas [8, 15, 16].
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Outro fator relevante para o emprego de complexos de ruténio como agentes
antitumorais estd relacionado a capacidade redox dos complexos de Ru(Ill) em
ambientes celulares [16, 17]. A geometria de coordenacdo e os ligantes nos compostos
de ruténio podem direcionar a ocorréncia de processos redox [17]. A redugdo pode
também aumentar a reatividade com biomoléculas e determinar a formacao da estrutura
dos adutos [17].

E oportuno destacar que antes de alcancar o alvo pretendido o composto
inicialmente administrado sofre alteracdes que podem interferir em sua atuagdo. A
atividade antitumoral também ¢é dependente do nimero de oxida¢do do ion metélico.
Complexos de ruténio em solucdo aquosa podem apresentar nimero de oxidacao II, III
ou VI [18]. Em meados da década de 70 comecaram os primeiros estudos considerando
o mecanismo de acao dos complexos de ruténio (III) via ativacdo por reducao [17, 18].
O estudo do mecanismo de ativacdo por reducdo de complexos octaédricos de Ru(III)
sugere que estes complexos mantém o seu estado de oxidacdo até alcancarem o tumor
[6, 16, 17, 18]. As células saudaveis sobrevivem melhor em um ambiente rico em
oxigénio, em contrapartida, o tumor geralmente apresenta hipdxia, em outros termos,
redugdo dréstica do fluxo de oxigénio. Deste modo, a regido com baixo nivel de
oxigénio funciona como um excelente ambiente redutor permitindo assim reducio a
Ru(Il), o que origina compostos mais ativos.

O ADN € um dos principais alvos de farmacos antitumorais [19]. Contudo,
estudos preliminares do mecanismo de a¢do dos metalofirmacos NAMI-A e KP1019
mostraram que a ligacdo destes metalofirmacos ao ADN é muito pequena em
comparagdo com a cisplatina [20]. H4 evidéncias quimicas e bioquimicas do
envolvimento de outros alvos tais como, aminodcidos, agentes redutores, hormonios,
peptideos, proteinas e mais especificamente a enzima topoisomerase II [18, 21].

E crescente o nimero de estudos descrevendo complexos terndrios de Ru(Il)
contendo ligantes N-heterociclicos, na expectativa de atuarem como agentes
antitumorais [22, 23, 24, 25, 26 e 27]. No préximo tépico serdo abordados aspectos
relativos a complexos polipiridinicos com ruténio, importantes para a compreensiao

deste trabalho.
1.2.1 Complexos polipiridinicos com ruténio

A combinacdo de estabilidade quimica e redox, propriedades fisicas e
fotoquimicas apresentadas por complexos de Ru (II) com ligantes polipiridinicos tém
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sido intensivamente estudadas durante os ultimos dois decénios [28]. Ligantes
polipiridinicos apresentam orbitais pm antiligantes vazios e um par de elétrons livre
capaz de formar ligacdo o forte, podendo estabilizar ions metdlicos em baixo estado de
oxidacao.

Viérios complexos de ruténio com ligantes polipiridinicos [29-35] ja t€m
atividade citotoxica demonstrada em células cancerosas. Os complexos A e A-
[Ru(bpy)2L] (L = p-tFMPIP; m-tFMPIP; o-tFMPIP, FMPIP = 2-(4-trifluorometilfenil)-
1H-imidazol[4,5f][1,10]fenantrolina) sd@o moléculas quirais capazes de induzir a
apoptose, mediada por mitocondrias em células de melanoma A375 [34]. Os complexos
[Ru((bpy)(tpy)CI]Cl], cis-[RuClx((bpy)2] e mer-[RuCls(tpy)] (bpy = 2,2’-bipiridina, tpy
= 2,27:6°,2" -terpiridina) apresentaram citotoxidade para células de carcinoma cerebral
humano [35]. Dentre estes complexos, o mer-[RuCls(tpy)] exibe uma citotoxicidade
consideravelmente superior 2 dos outros complexos. E interessante destacar que o
mecanismo de acdo do complexo mer-[RuCls(tpy)] envolve intercalagdo do ligante
2,2°:6’,2” -terpiridina com o ADN [35].

Estudos mostraram que complexos de metais de transicdo com ligantes
polipiridinicos tém capacidade de se intercalar no ADN [35,36,37]. Os complexos
[Ru(phen)>dpg-df]**, [Ru(bpy)>dpq-df]**, [Ru(bpy)2(dppz)]** e [Ru(phen)x(dppz)]**
(dpg-df= dipirido (3,2-a: 2',3'-b)quinoxalina-difurano, dppz= 2,3’-dipiridofenazina) nao
sdao luminescentes em solu¢do aquosa, porém quando estes complexos associam-se a
forma B do ADN em solu¢do aquosa passam a exibir fotoluminescéncia [36]. A
fotoluminescéncia € resultante da blindagem do ligante ao se intercalar depois ter
migrado do interior do solvente. Isso é equivalente a introducdo do complexo em um
solvente organico que proteja os nitrogénios do anel (intercalante) da protonacdo. Esse
efeito € descrito como interruptor molecular de luz (molecular light switch) [36, 37].

Os primeiros complexos com ligantes arométicos capazes de se intercalar entre
os pares de base dos 4cidos nucleicos foram [Ru(L)2(dppz)]** (L= 2,2’-bipiridina ou
1,10 fenantrolina, dppz= 2,3’-dipiridofenazina) [38, 39]. As propriedades que o
complexo [Ru(phen).dppz]** apresenta tm sido intensivamente investigadas, pois este
pode ser usado como sonda fluorescente ttil na visualizacdo de alteragdes na estrutura
do ADN [40].

Os ligantes intercaladores do ADN geralmente sdo policiclicos e apresentam
uma func¢do aromdtica planar. No entanto, sabe-se que além do ADN de dupla fita,

existem outras formas dessa estrutura se arranjar, como por exemplo, o ADN de hélice
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quadrupla ou G-quadruplex. Os G-quadruplexes sdo constituidos por sequéncias ricas
em guanina capazes de formar tétrades ligadas por ligagdes de hidrogénio. Moléculas de
alta especificidade e afinidade, portando anéis aromaticos, também sdo capazes de se
ligar ao ADN de hélice quadrupla bloqueando a ac¢do da telomerase [41]. A telomerase
encontra-se ativa nas células tumorais, e em neoplasias ha um aumento da expressdo da
telomerase [41].

Em 2014 foram reportados dois novos complexos de ruténio capazes de se ligar
de modo reversivel a0 ADN G-quadruplex: [Ru(phen).dpg-df]** e [Ru(bpy)dpg-df]**
(dpg-df= dipirido (3,2-a: 2',3'-b)quinoxalina-difurano) [41].

1.3 Antibidticos: uma importante classe de agentes antineoplasicos

O sucesso da quimioterapia no tratamento de infec¢des bacterianas estimulou a
busca por antibidticos antitumorais. Antibidticos antitumorais empregados clinicamente
sdo derivados de varias cepas do fungo Streptomyces [43]. Antraciclina, empregada para
tratamento cancer de mama, sarcoma e linfoma [44,45], e seus congéneres
doxorrubicina e daunorrubicina, assim como mitomicina, dactinomicina, plicamicina,
bleomicina, alcaldides pirrolizidinico representam uma importante classe de agentes
antineoplésicos: antibidticos antitumorais naturais [44,45].

Ensaios clinicos recentes com doxiciclina e azitromicina mostraram efeitos
terapéuticos positivos em pacientes com cancer [46]. Doxiciclina e outras tetraciclinas
sintéticas modificadas inibem as metaloproteinases de matriz, que sdo implicadas em
estdgios avancados da progressdo do cancer. [47].

Além disso, as propriedades metabdlicas mitocondriais de células cancerosas sao
diferentes das de células normais. Por exemplo, em contraste com as células
hematopoiéticas normais, células de leucemia tém aumentada a biogénese mitocondrial
e a respiracdo mitocondrial para a geracdo de ATP para satisfazer as exigéncias de
energia e manter a sobrevivéncia. A agdo de antibidticos em células tumorais pode
ocorrer pela inibi¢do da biogénese mitocondrial [48]. Um estudo publicado em 2016
[48] mostrou que atividade do antibidtico levofloxacina para tratar cancer da mama é

dependente da sua capacidade de suprimir a biogénese mitocondrial.

1.3.1 As sulfas

O conhecimento da atividade antimicrobiana das sulfonamidas teve inicio em

meados do terceiro decénio do século XX. A descoberta das sulfas coincide com o
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desenvolvimento industrial da Alemanha no século passado e resultou de pesquisas
destinadas a obtencdo de corantes azoicos [49]. Gerhardt Domagk recebeu o prémio
Nobel de medicina em 1939 ao mostrar a eficicia da sulfonamida p-sulfamidocrisoidina
patenteada sob o nome Prontosil Rubrum® [50].

As sulfonamidas interferem na sintese do acido félico, essencial a sobrevivéncia
de uma variedade de bactérias [51]. As sulfonamidas possuem atividade antibacteriana,
hipoglicémica, inibidora da anidrase carbonica, inibidora da atividade da tireoide, entre
outras [52, 53]. Um grande nimero de novos derivados de sulfonamidas foram descritos
a partir da descoberta de suas propriedades antitumorais em 1992 [50,52,53]. A
estrutura quimica das sulfonamidas € delineada pela presenca de grupos R-SO2-NR’R”-,
de modo que a variagdo dos grupos R, R’ e R’’ produz compostos com propriedades
fisicas, quimicas e farmacoldgicas distintas. As variacdes nestes grupos ocasionam
ainda distintos mecanismos de ac¢do antitumoral das sulfonamidas heterociclicas [53,
54]. Embora o mecanismo da a¢do ndo tenha sido completamente elucidado, ocorre
inibi¢cdo da anidrase carboOnica, inibi¢do da angiogénese, perturbacao do ciclo celular na
fase G1 e/ou perturbagdo na montagem de microtibulos [53, 54]. A grande maioria das
sulfas € relativamente insolivel em 4gua [55]. Na Figura 1.3, estdo representadas as
estruturas de algumas sulfas derivadas da sulfanilimida empregadas como

antimicrobianos.

: o]
sulfadiazina / \
sulfametoxazol

i \
I
sulfamerazina N<—>/ Ha sulfametoxma N
\ -

Z

/Z

Figura 1.3 Representacio da estrutura quimica de sulfas empregadas como
antimicrobianos.
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Cinco sulfas foram selecionadas para elaboragdo deste trabalho, na tentativa de
desenvolver farmacos antitumorais mais ativos e menos téxicos. Devido a extensdo do
tema, sera feita uma brevissima revisdo sobre os antibidticos sulfametizol,

sulfametoxipiridazina, sulfametoxazol, sulfapiridina e sulfassalazina.

1.3.1.1 Sulfametizol

Neste trabalho dar-se-d4 énfase primeiramente a sulfonamida (4-amino-N- (5-
metil-1,3,4-tiadiazole-2-il) conhecida comercialmente como sulfametizol. Sulfametizol
€ usado, principalmente, como agente antibacteriano no trato de infec¢des urindrias
[56].

Na Figura 1.4, estd representada a estrutura do sulfametizol (smz). Este
antibidtico tem varios grupos com potenciais &tomos doadores capazes de interagir com
ions metdlicos: os trés dtomos de nitrogénio dos grupos amina, sulfonamida e do anel de
tiadiazol, além do oxigénio do grupo sulfonila e do enxofre do anel de tiadiazol. No
entanto, um estudo [57] publicado em 1981 enfatizou que os dois modos mais comuns
de coordenacdo ocorrem via nitrogénios do grupo NH> ou do anel heteroaromético.

Destaca-se ainda que a coordenacao pode ocorrer de modo monodentado ou bidentado.
|O| N—-N
O
\S\ /< )\
NH S CHs

HoN

Figura 1.4 Estrutura quimica da sulfonamida 4-amino-N- (5-metil-1,3,4-tiadiazole-2-
il).

Os primeiros metais empregados no preparo de complexos com a smz foram a
prata e ouro, a coordenagdo destes metais a sulfa ocorre de modo bidentado envolvendo
o nitrogénio do anel heterociclico e o oxigénio do grupo sulfonila [58]. Cabe salientar
que as primeiras estruturas cristalinas de complexos metdlicos com a smz foram
relatadas apenas em 2000 [59]. Neste trabalho [59], foram sintetizados complexos
metédlicos de Cu(ll), Co(ll) e Ni(I) com smz: [Cu(smz)py2(OH2)]-H,O e
[Co(smz)2py2(OH2)2], [Ni(smz)2py2(OH2)2] e [Cu(smz)4(dmf3)].

1.3.1.2 Sulfametoxipiridazina
A sulfametoxipiridazina (Figura 1.5) (4-amino-N-(6-metoxipiridazin-3-a)
benzenosulfonamida) € usada para tratar irritacdes vaginais, infec¢des urindrias, aftas
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agudas e dermatite herpetiforme. A sulfa smp € suscetivel a muitas modificacdes
metabodlicas. Entre as reagdes de metabolismo desta sulfa destacam-se a acetilagdo do

grupamento amina ou sulfonila e hidroxilacao do anel aromético [60].

HoN

Figura 1.5 Estrutura quimica da sulfametoxipiridazina (C11H12N4O3S)

Sdo poucos os trabalhos relativos a quimica de coordenacdo da
sulfametoxipiridazina (smp), em especifico quanto a abordagem de complexos desta
sulfa e sua potencial atividade bioldgica. Entre os poucos complexos metdlicos com a
smp, podem-se citar os complexos [Ni(smp)(OH2)2], [Cu(smp)2]-H>O, [Hg(smp)2],
[Zn(smp)>-2,5H20], [Cd(smp)-2(H20)], [Co(smp)2], [Cr(smp)Clz], [Fe(smp)Cl2] e
[Ag(smp)], [61-66].

Em alguns trabalhos [61, 63, 64, 65] foram feitos relatos apenas acerca da
andlise estrutural destes complexos, sendo que o estudo da atividade antitumoral nao foi
realizado até o momento. Estudos da atividade antimicrobiana e antiviral foram

realizados para os complexos com Cu(Il) e Co(II), respectivamente [62, 66].

1.3.1.3 Sulfametoxazol

A atividade antimicrobiana do sulfametoxazol (Figura 1.6) (4-amino-N-(5-
metilisoxazol-3-il)-benzenossulfonamida) ja é bastante conhecida. [67] A combinacio
desta sulfa com diferentes ions metdlicos resultou em complexo com atividade
antimicrobiana [67].

O sulfametoxazol (smx) apresenta cinco possiveis sitios de coordenacdo,
podendo atuar como ligante monodentado, quelante ou formador de ponte. A
desprotonagdo do nitrogénio sulfonamidico gera um ligante anionico, favorecendo a

formagao de complexos.

-10 -



280

281
282

283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293

294

295

296

Figura 1.6 Estrutura quimica do sulfametoxazol. Em negrito estdo destacados os
possiveis sitios de coordenacao.

O sucesso terapéutico da associagdo entre o smx e a trimetoprima (Figura 1.7),
na década de 70 resultou no medicamento conhecido comercialmente como Bactrim,
empregado no trato de infeccdes respiratdrias superiores [68].

Além disso, complexos metdlicos de Co(Il), Fe(Il), Mn(II), Zn(II) e Cu(Il) com
smx, sintetizados por Bamigboye e colaboradores [69] apresentaram considerdvel
atividade antibacteriana contra Escherichia spp, Streptococcus spp, Proteus sp, Candida
albicans, Salmonella sp, Bacillus spp, Staphylococcus sp, € Pseudomonas spp. Outros
metais, como por exemplo prata, ouro e ruténio [70, 71] também foram empregados no
preparo de complexos metdlicos com smx visando o tratamento de infecgdes

bacterianas.

O——CHj

Figura 1.7 Estrutura quimica da trimetoprima, base fraca lipofilica.
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1.3.1.4 Sulfapiridina

A sulfapiridina (4-amino-N-piridin-2-ilbenzenosulfonamida) é uma sulfa de
segunda geracdo empregada para tratar pneumonia e meningite [72]. Esta sulfa
mimetiza o dcido paraaminobenzoico (PABA), que € necessdrio para a biossintese de
acido fdlico. Mais especificamente, a sulfapiridina (spd) inibe a atividade da enzima
sintetase de dihidroperoato (DHPs) [73]. Deste modo, a spd entre no lugar do PABA e
como consequéncia o dcido diidrofdlico ndo € formado. A estrutura quimica da

sulfapiridina estd esquematizada na Figura 1.8.

0
o\! ‘ X
N =

NH N

HoN

Figura 1.8 Estrutura quimica do sulfapiridina (C11H11N302S)

Como exemplo da avali¢do atividade antitumoral de complexos metalicos com
spd pode-se citar 0 fac-triclorotris(4-amino-N-piridin-2-
ilbenzenosulfonamida)bismuto(IIl), [Bi(C;iH11N302S);CI3]. O metal estd coordenado
de modo monodentado a trés sulfapiridinas via nitrogénio sulfonamidico. O composto
inibe o crescimento de células de leucemia mieloide cronica com um valor de Clso de 44
puM enquanto que o ligante livre ndo apresenta efeito até 100 uM [74].

Mondelli e colaboradores [75] sintetizaram e caracterizaram um composto de
Ni(Il) com sulfapiridina. A geometria de coordenacdo em torno fon Ni (II) € um
octaedro ligeiramente distorcido. Cabe destacar que este complexo € ativo contra seis
cepas bacterianas resistentes a sulfapiridina. Este resultado € importante, pois, a

resisténcia bacteriana € um dos principais obstdculos para a terapéutica de infecgdes

bacterianas.

1.2.1.5 Sulfassalazina

A sulfasalazina (4cido 2-hidroxi-5-[4-(2-pirisilsulfamoil)fenildiazenil|benzéico)
¢ a droga de primeira escolha no tratamento da artrite reumatdide, sozinha ou em
combinacdo com metotrexato [76]. Por outro lado, a ssz entrou em estudos clinicos de

fase 1-2 no tratamento de gliomas malignos [77].
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Hé4 poucos estudos relativos a coordenacdo da sulfassalazina (ssz) a ions
metélicos. Na Figura 1.9 estdo representados respectivamente os complexos de ssz com
os fons Mg(II), Ca(Il), Sr(II) e Ba(I) [78]. O efeito dos compostos de ssz com os ions
metalicos Mg(II), Ca(Il), Sr(II) e Ba(Il) no crescimento de células tumorais foi estudado
[78]. O complexo de ssz com Mg(I) inibe o crescimento celular das células de
carcinoma de figado e colén com valores de Clso de 0,54 e 1,54 ug, enquanto que o
complexo de ssz com Ca(lIl) inibe o crescimento celular das células de carcinoma de
colén e figado com valores de Clso de 0,67 € 0,94 ug.

A coordenacgao de Bi(IIl) e de Ga(Ill) a ssz dobraram a atividade citotéxica em
células de leucemia mieldide cronica: clorobis(sulfassalazinato)bismuto(IIl) e
aquahidroxo(sulfassalazinato)gélio(III) [79]. Estes resultados nos motivaram a estudar a

atividade de compostos de Ru(II) com a sulfassalazina.

XN 0 OH
‘ ﬂ N N OH
= N/” — O\M/
"o o ’ \OH
OH

OH

Figura 1.9 Representacdo geral da estrutura quimica dos complexos de ssz e os metais
alcalinos Mg (II), Ca (II), Sr (II) e Ba (II).

Outro exemplo de estudo envolvendo a atividade antimicrobiana de complexos
de ssz € representado pela complexacao entre esta sulfa e fons metalicos de lantanideos
como Ce (III), Eu (III), Nd (III) e La (III) [80]. Os resultados mostraram que o
complexo Naz[La(ssz)Cls(H20)].2H20 € o mais ativo apresentando a seguinte ordem de
atividade: Aspergillus niger> Bacillus subtilis >Pencillium. Enquanto, que os complexos
de Ce(III), Eu(IIl) e Nd(IIT) com ssz apresentam atividade antimicrobiana somente para

Bacillus subtilis e Pencillium.

1.4 Hidrazidas

As hidrazidas s3o uma classe de compostos organicos caracterizados pela
presenca dos grupos R-C=0-NH-NHo.

Os grupos de pesquisas dos professores Elene Cristina Pereira Maia (UFMGQG) e
Wendell Guerra (UFU) tém dedicado esfor¢os na proposicao de complexos de distintas
hidrazidas, a hidrazida do acido 4-fluorofenoxiicetico, a hidrazida do acido 4-

nitrobenzdico, a hidrazida do acido 2-furandico e do 2-tiofenocarboxilico, e a hidrazida
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do 4cido isonicotinico-(9-antrylmetileno) com diferentes ions metélicos, tais como
cobre(Il), platina(Il) e paladio(Il) [81, 82, 83]. Nesse sentido, serd feita uma breve
revisdo bibliografica sobre a hidrazida do 4cido 2-tiofenocarboxilico, selecionada para

elaboragao deste trabalho.

1.4.1 Hidrazida do acido 2-tiofenocarboxilico

A hidrazida do &cido 2-tiofenocarboxilico (shyd) foi sintetizada visando o
tratamento de tuberculose [84, 85]. A shyd pode formar complexos com metais de
transicdo, uma vez que estes metais podem coordenar-se pelo dtomo de oxigénio
carboxilico e/ou nitrogénio dos grupos NH e NH>, Complexos do tipo [M(shyd)2Xz>], em
que M= Mn?*, Co**, Ni?*, Cu**, Zn**, Cd** e X=NOj3 ou Cl estio representado na Figura
1.10 [86].

I\
Hz

. HN—N\:[I/O\ S
O T

Figura 1.10 Representacdo geral da estrutura quimica dos complexos [M(shyd),X>], em
que M= Mn?*, Co?*, Ni**, Cu?*, Zn**, Cd** e X=NOs3(a) e Cl(b).

Cabe destacar ainda que a sensibilidade de células de leucemia mieldide cronica,
linhagem K562, aos compostos foi avaliada e a Clso determinada para os seguintes
complexos ternarios com shyd: [Cu(shyd)(phen)(acn)(ClO4)](ClO4] e
[Cu(shyd)(bpy)(acn)(Cl04)](Cl04) [83]. O complexo trans-[RuClz(dmso)(shyd)]H>0,
foi testado quanto a atividade antibacteriana contra cinco bactérias, sendo trés Gram
negativas (E. coli, K. pneumoniae, S. sonnei) e duas Gram-positivas (S. aureus, S.
epidermidis) [87]. Deste modo, os fatores mencionados anteriormente apontam que O
uso da shyd no planejamento de novos complexos metdlicos pode resultar potenciais

farmacos a serem usados em diversas patologias.

1.5 Interacio entre complexos metalicos e alvos biolégicos

Conforme mencionado nos tépicos de 1.2.1 a 1.2.1.5 as sulfonamidas sao
amplamente utilizadas na medicina devido as suas propriedades farmacoldgicas, tais
como atividade antibacteriana. Além disso, mudancgas nas propriedades farmacolégicas

vém sendo observadas quando as sulfas sdo complexadas a ifons metélicos. O
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conhecimento detalhado da interac@o destes complexos a uma biomolécula € importante
para entender os seus mecanismos de acao.

O estudo da interagdo entre macromoléculas bioldgicas e complexos metélicos
como potenciais agentes antitumorais gera importante informacdo sobre os sitios de
ligacdo, transporte e o metabolismo de moléculas no corpo humano. Alguns estudos da
interacdo de complexos de Ru(Il) com é4cido desoxirribonucléico (DNA) [88, 89, 90] e
albumina sérica bovina e/ou humana (BSA e/ou HSA) merecem destaque [91, 92, 93,
94].

Thota e colaboradores (2016) destacam ainda que a natureza do ligante, bem
como a identidade e estado de oxidagdo do metal, desempenham papéis fundamentais
na sua interacdo com a molécula de ADN [88]. Adicionalmente, essas interagdes podem
ocorrer de forma covalente, através da ligacdo direta do complexo ao ADN por suas
bases nitrogenadas ou pelo grupo fosfato; ou de forma nao-covalente através de
interacoes eletrostéticas, interacdes hidrofdbicas no sulco menor do ADN, ou através da
intercalacdo [88, 89]. Estes pesquisadores mostram a ocorréncia de intercalacdo dos
complexos de ruténio, [Ru(phen)2(R-pdc)]** and [Ru(phen)2(pbinh)]** (onde R = 4-CFs,
4-F, 4-OH pdc= 3-fenil-5-(1H-pirrol-2-il)-4,5-di-hidro-1H-pirazole-1-carbotioamida,
pbinh= fenoxibenzilideno-isonicotinil-hidrazidas) entre os pares de base do ADN.
Porém, identificaram que eficiéncia anticancerigena ndo estd relacionada com a
afinidade de ligagao ao ADN [88].

Viérios métodos vém sendo empregados no estudo das interacdes complexo-
ADN. Podem ser citadas a espectrofotometria de absor¢cdo e de dicroismo circular na
regido do ultravioleta-visivel, espectrofluorimetria, medidas de viscosidade e
eletroforese em gel de agarose. Em um estudo recente [89] avaliou-se que [Ru(CI-Ph-
tpy)Clsz], [Ru(CI-Ph-tpy)(dach)CI]Cl e [Ru(CI-Ph-tpy)(bpy)Cl]Cl] interagem com o
ADN via intercalacdo por espectrofotometria UV-Vis, espectrofluorimetria e medigdes
de viscosidade [89]. Entretanto, microscopia de absor¢do atdmica também tem sido
utilizada para visualizar como ocorre a ligagdo de varios complexos metdlicos
octaédricos ao ADN [90].

Foi apresentado anteriormente que o ADN ndo € o unico alvo de complexos de
ruténio [6], desta forma € necessdrio ampliar este estudo para outras macromoléculas.
A interacdo de complexos metélicos com as proteinas BSA ou HSA pode ser estimada
através de espectroscopia de fluorescéncia [91]. Franciscato e Souza (2016)

correlacionaram a influéncia do estado de oxidag¢do do centro metdlico a afinidade de
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ligacio entre HSA e o complexo [Ru(H20)2(bpydip)]****, onde bpydip= bis[1-(2-
piridinil)etilideno]-1,3-propanodiamina) usando fluorescéncia e dicroismo circular [89].
O Ky para o complexo Ru(Il) é da ordem de 10° L mol!, enquanto que para Ru(IIl), a
ordem é de cerca de 10° L mol™! [92].

Com frequéncia, utiliza-se a BSA como alvo bioldgico, devido a sua semelhanca
estrutural com a HSA [91]. Por exemplo, Lai e colaboradores (2016) reportaram que
complexos polipiridinicos de ruténio, que apresentam atividade antitumoral e podem
induzir apoptose celular, ligam-se a BSA, e o local de ligacao estd préximo dos residuos
de triptofano e tirosina [93]. Por sua vez, Panah e colaboradores (2017) estudaram a
interacdo do complexo trans-[Ru(Hmel)2(dmso)2] (Homel = meloxicam) a BSA em
diferentes condi¢des fisioldgicas, mostrando que este composto interage com BSA e
altera seu microambiente durante a interacdo [94].

Embora esta breve revisao bibliografica esteja centrada nas intera¢des com BSA,
HSA e ADN ¢ imprescindivel expandir o estudo de interacdo de complexo metalico a

outras biomoléculas.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho € a obtencao de novos complexos metdlicos de
ruténio(Il) com atividade antitumoral e o estudo do seu mecanismo de ag¢do. A estratégia
adotada foi a de aliar as propriedades de antibidticos a de complexos de Ru(Il) com a,a-
diiminas a fim de obter complexos mais ativos € menos toxicos.

Mais especificamente, pretendeu-se:
® sintetizar e caracterizar complexos metélicos inéditos de Ru(Il) com cinco

antibidticos da familia das sulfas e a,0-diiminas como ligantes;

® sintetizar e caracterizar complexo metdlico inédito de Ru(Il) com a hidrazida do
acido 2 tiofenocarboxilico e a bpy;

e estudar o efeito dos complexos sintetizados no crescimento de células tumorais;

e estudar o efeito fotocitotéxico dos compostos sintetizados;

e estudar da interagdo dos complexos metélicos inéditos de Ru(Il) com albumina
sérica bovina;

e estudar da interagdo dos complexos mais ativos com o ADN;

e estudar da interagdo dos complexos mais ativos com Abl-SH3.
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CAPITULO 3

PARTE EXPERIMENTAL
3.1- MATERIAIS

3.1.1- Reagentes e solventes

A 4gua utilizada nas sinteses e no preparo das solu¢des foi purificada em
aparelho deionizador da marca Millipore, SinPak. Para preparar e purificar os
complexos foram utilizados os solventes etilenoglicol (Grau analitico P.A, Qhemis®),
dgua deionizada (sistema de purificacdo Milli-Q, Millipore Corp), etanol (Synth),
acetato de etila (Sigma Aldrich), acetona (Sigma Aldrich) e éter etilico (Vetec).

Os reagentes utilizados neste trabalho foram 1,10 fenantrolina (Ci2HgN», 180,21
g/mol), 2,2’-bipiridina (CioHgN2, 156,19 g/mol), hexaflurofosfato de potdssio (KPFe,
183,00 g/mol), hidrazida do 4cido 2-tiofenocarboxilico (CsHsN2OS, 142,21 g/mol),
cloreto de ruténio (III) hidratado (Ru-Cl3z-H20O, 207,43 g/mol ), sulfassalazina (dcido 2-
hidroxi-5-[4-(2pirilsulfamoil)fenildiazenil], Ci1sH14N4Os5S 398,40 g/mol),
sulfametoxazol (4-amino-N-(5-metilsoxazol-3-il)-benzenosulfonamida), CioH{1N30O3S
253,27 g/mol), sulfametoxipiridazina ((6-metilpiridin-3-il) -benzenossulfonamida 4-
amino-N, C11H12N403S 280,30 g/mol), sulfametizol (4-amino-N- (1,3,4-tiadiazol-2-il-5-
metil) — benzenossulfonamida CoH10N4O2S> 270,33 g/mol), sulfapiridina (4 amino-N-
piridin-2ilbenzenosulfonamida), C11H11N302S. Todos os reagentes sdo Sigma Aldrich, e

0s mesmos nao passaram por purificacdo prévia.

3.1.2- Células e cultura

A linhagem celular K562 (ntimero CRO83 do acervo do BCRJ) foi adquirida no
Banco de Células do Rio de Janeiro. A linhagem de células foi cultivada em meio RPMI
1640, contendo L-glutamina e suplementado com 10% de soro fetal bovino a 37°C, em
atmosfera umidificada, contendo 5% de CO,. O meio RPMI 1640 e o soro fetal foram
adquiridos da Cultilab em Sao Paulo. A sensibilidade de células tumorais aos
complexos, precursores e ligantes foram avaliadas por meio da concentracdo de
composto necessdria para inibir 50% do crescimento celular, a Clso. Para estudo
citotéxico, 1 x 10° células mL™! foram incubadas por 72 horas na presenca e na auséncia
do composto em vdrias concentragdes. Apds este periodo, as células foram contadas e o

valor de Clso foi determinada com o auxilio do programa computacional OriginPro7,
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sendo os dados analisados com ajuste sigmoidal (Boltzmann). A viabilidade das células
foi verificada por exclusdo com azul de Tripan e o numero de células foi determinado
por andlise no contador Coulter. As solucdes estoques dos ligantes e dos complexos
foram preparadas em uma mistura acetonitrila:dgua:dimetilformamida = 10:8:1. Estes
estudos foram realizados no laboratdrio de pesquisa da professora Elene Cristina Pereira

Maia no Departamento de Quimica da UFMG.

3.1.2.1- Estudo da Fotocitotoxicidade: Determinacao da Clso

Para os complexos 1, 2, 3, 4, 9 e 10 foi avaliado o efeito da radiacdo, em 365
nm, na sua citotoxicidade. Para isto, 1 x 10° células mL! foram incubadas por 4 horas
na auséncia e na presenca de vdarias concentra¢des dos compostos. Apds este periodo, o
meio de cultura foi substituido por tampao HEPES isotonico. Em seguida, as amostras
foram irradiadas com luz UV-A (365 nm, 610 pWcm™) por 5 minutos. Foi utilizada
uma cabine de fluorescéncia Spectroline Modelo CX-20.

As células foram, entdo, novamente incubadas com RPMI por 72 horas. Passado
este periodo, as células foram contadas e a Clso foi determinada com o auxilio do
programa computacional OriginPro7, sendo os dados analisados com ajuste sigmoidal
(Boltzmann). A viabilidade das células foi verificada por exclusao com azul de Tripan e
o nimero de células foi determinado por andlise no contador Coulter. As solucdes
estoques dos ligantes e dos complexos foram preparadas em uma mistura
acetonitrila:dgua:dimetilformamida 10:8:1. Os testes foram realizados no laboratério de
pesquisa da professora Elene Cristina Pereira Maia no Departamento de Quimica da
UFMG.

Para efeito de comparacdo, foram realizados testes de citotoxicidade com os
compostos nas mesmas condi¢des descritas acima, mas sem irradia¢do. Incubaram-se 1
x 10° células mL' por 4 horas na presenca e na auséncia do composto em vdrias
concentracdes dos complexos testados. Apds este periodo, as células foram lavadas com

tampao HEPES isotonico e, em seguida, incubadas novamente com RPMI por 72 horas.
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3.2- SINTESES DOS COMPLEXOS

3.2.1 Sintese dos precursores de ruténio(II) empregados nas sinteses dos complexos
metalicos inéditos.

3.2.1.1 Preparo do complexo cis-[RuClz(bpy)2]-2H20

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados respectivamente: 7,0 mL de
N’N-dimetilformamida; 1,000 g de RuCl3-3H>0; 1,195 g de 2,2-bipiridina e 1,077g de
LiCl. O sistema foi mantido em refluxo a 100°C por 10 horas. Ao término da reagdo
foram adicionados 30 mL de acetona e o sistema foi mantido por mais 15 horas em
agitacdo magnética em uma mistura de d4gua e banho de gelo seco até a precipitacdo do
complexo. O sélido obtido é roxo escuro. O precursor cis-[RuClz(bpy)2]-2H20 € soluvel
em acetona, dimetilformamida, dimetilsulféxido, acetonitrila, etilenoglicol e
tetrahidrofurano. Essa sintese foi adaptada do trabalho de Sullivan et al., 1978 [95].
Rendimento 94%.

3.2.1.2 Preparo do complexo cis-[RuClz2(phen):]

Protocolo semelhante ao usado na sintese do complexo [RuClx(bpy)2] foi
utilizado para o preparo do complexo [RuClz(phen):], cuja diferenca foi apenas a adi¢ao
de 1,378g de 1,10-fenantrolina em substitui¢do ao ligante 2,2’-bipiridina. Essa sintese
foi adaptada de Sullivan et al., 1978 [95]. O sélido obtido é preto. O precursor cis-
[RuCla(phen):]-2H>O € solivel em acetona, dimetilformamida, dimetilsulféxido

acetonitrila, etilenoglicol e tetrahidrofurano. Rendimento 81%.

3.2.2 Sintese de novos complexos de Ru(II) com ligantes mistos
3.2.2.1 Preparo do complexo [Ru(bpy)2(smp)](PFs), complexo 1

cis-[RuCla(bpy)2]-2H20 (0,40 mmol, 0,2100 g) e o ligante smp (0,60 mmol;
0,168 g) foram adicionados em um mistura de solventes, etilenoglicol/dgua (7:1). A
solug@o roxa foi mantida em refluxo a 185°C por 6 horas. Apds o tempo de refluxo
houve mudanca de coloragdo na solugdo, de roxo para laranja. A solucdo final laranja
foi resfriada em uma mistura de banho de gelo e dgua, e posteriormente filtrada. Ao
filtrado adicionaram-se 2,00 g (12,0 mmol) de KPFs O filtrado foi colocado na
geladeira por 24 horas. A solucdo resultante foi novamente filtrada a vacuo e o sélido
vinho lavado com 4gua, etanol e éter etilico. O s6lido foi seco com auxilio da pistola de

secagem Abderhalden utilizando vapor de tetraidrofurano. Essa sintese foi adaptada de
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Lu et al., 2014 [42]. Rendimento 71%. Para preparar cristais do complexo 1 optou-se
pela técnica de lenta evaporacio do solvente. A massa do complexo 1 (5mg, 5,96 x 1073
mmol) foi devidamente pesada em balanca analitica, e o volume dos solventes (SmL de
alcool isopropilico e SmL de acetona) aferidos com auxilio de pipetas graduadas
convencionais. As matrizes de cristalizacdo foram acondicionadas em recipientes
cilindricos de vidro (5 x 1,5 cm). Os frascos ndo foram vedados durante periodo de

repouso.

3.2.2.2 Preparo dos complexos 2 a 11.

Protocolo semelhante ao usado na sintese do complexo 1 foi utilizado para o
preparo dos complexos 2 a 11 (Tabela 3.1).

Todos os complexos apresentados foram purificados em coluna cromatografica
utilizando-se como fase estaciondria alumina e como fase mével uma mistura de acetato
de etila e acetona, variando-se a proporcao dos dois solventes de forma a aumentar
gradativamente a polaridade.

Os complexos sintetizados sdo soliveis em dimetilformamida, dimetilsulféxido

e acetonitrila.
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Tabela 3.1 Massas dos precursores e ligantes usados nas sinteses dos complexos 2 a 11.

Complexo Massa do precursor Massa de ligantes Cor Rendimento
complexo 2 * cis-[RuClx(phen);] smp vinho 61%
[Ru(phen),(smp)](PFs) 0,40 mmol; 0,239¢g 0,60 mmol; 0,168g

complexo 3 cis-[RuClx(bpy)2] smz marrom café  53%
[Ru(bpy)2(smz)](PFe) 0,40 mmol; 0,239¢g 0,60 mmol; 0,162¢g

complexo 4 cis-[RuClx(phen),] smz marrom café  70%
[Ru(phen)»(smz)](PFe) 0,40 mmol; 0,210g 0,60 mmol; 0,162¢g

complexo 5 cis-[RuClx(bpy)-] Spd marrom café  33%
[Ru(bpy)2(spd)](PFs) 0,40 mmol; 0,210g 0,60 mmol; 0,149¢g

complexo 6 cis-[RuClx(phen);] spd marrom café  43%
[Ru(phen)»(spd)](PFs) 0,40 mmol; 0,239¢g 0,60 mmol; 0,149¢g

complexo 7 cis-[RuCly(bpy)-] smx vinho 47%
[Ru(bpy)2(smx)](PFs) 0,40 mmol; 0,210g 0,60 mmol; 0,151¢g

complexo 8 cis-[RuClx(phen),] smx vinho 55%
[Ru(phen),(smx)](PFs) 0,40 mmol; 0,239¢g 0,60 mmol; 0,151g

complexo 9 cis-[RuClx(bpy).] SSZ laranja 68%
[Ru(bpy)a(ssz)](PFs) 0,40 mmol; 0,210g 0,60 mmol; 0,239¢g

complexo 10 cis-[RuClx(phen);] SSZ laranja 68%
[Ru(phen)(ssz)](PFs) 0,40 mmol; 0,239¢g 0,60 mmol; 0,239¢g

complexo 11 cis-[RuClx(bpy)2] shyd marrom 63%
[Ru(bpy)2(shyd)](PFs) 0,40 mmol; 0,210g 0,60 mmol; 0,0853¢ avermelhado

* Também foram obtidos cristais do complexo 2. Os ensaios de cristalizagdo sio os mesmos descritos para

o complexo 1.

3.3 Instrumentos e métodos

3.3.1 Analise Elementar: (C, H, N)

Para estabelecer os nimeros relativos (porcentagens) de C, H e N usou-se o

equipamento da Perkin Elmer modelo 2400, disponivel no Departamento de Quimica-

UFMG.

3.3.2 Temperatura de Fusao/decomposicao

A temperatura de fusdo/decomposi¢ao dos complexos foi determinada em um

aparelho de ponto de fusdo modelo MQAPF-302 da Microquimica LTDA (Temperatura

maxima 350°C).
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3.3.3 Analises Condutimétricas

As condutividades em solucdo 1,0 x 10 mol L', a 25°C, dos complexos de
ruténio foram determinadas através do aparelho Digimed DM 31. As condutividades
dos complexos e precursores foram determinadas a partir de solu¢do 1 x 10 mol L
dos complexos em nitrometano de grau ultrapuro, HPLC, adquiridos da Vetec. A
constante da célula foi de 1,130 cm™ e a condutividade Am=8,10 ohm™ cm™ mol! para
o solvente nitrometano [96]. O equipamento foi primeiramente calibrado com solugao

padrao de cloreto de potéassio da Digimed a temperatura de 25°C.

3.3.4 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

O espectrometro de infravermelho usado foi um Perkin-Elmer 283 B, na regido
de 4000 a 400 cm’!, disponivel na infraestrutura do Departamento de Quimica da
UFMG. Brometo de potdssio adquiridos da Synth em grau espectroscépico foi
empregado para o preparo das amostras s6lidas (complexos, ligantes e precursores). As
amostras, na forma de pastilha, foram introduzidas diretamente no caminho 6tico do
equipamento para a leitura percentual de transmitancia. A resolucdo em nimero de onda

para as configuracdes standard estd na faixa de 2 cm™.

3.3.5 Espectroscopia eletronica na regiao do ultravioleta-visivel

Os espectros de absorcdo eletrbnica na regido ultravioleta-visivel dos
complexos, ligantes e precursores foram registrados na regido de 200 a 600 nm no
espectrofotometro ultravioleta visivel duplo feixe Cary 100, disponivel na infraestrutura
do Departamento de Quimica da UFMG. As analises foram realizadas em cubetas de
quartzo de 1,0 cm de caminho 6tico. Tampao Hepes pH 7,2 foi empregado para
dissolver as amostras. Para se avaliar a estabilidade em solu¢do aquosa, foram
registrados espectros eletronicos de solucdes 3,0 x 10~ mol L! dos complexos 1 a 11

em diferentes intervalos de tempos (1, 5 e 24 horas).

3.3.5.1 Clivagem e fotoclivagem do ADN plasmidial

Os testes de fotoclivagem do ADN foram executados no grupo de pesquisa do
professor Herndn Terenzi da UFSC pelo doutorando Philipe Gabriel. O procedimento
adotado esta descrito em Silva e colaboradores (2011) e Bortolotto e colaboradores
(2011) [83, 97]. Nos ensaios de clivagem de ADN foi empregado o plasmidio pBSK-II
superenovelado de dupla-fita (Stratagene, USA) com 2961 pares de base (pb). Em uma
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reacdo tipica de clivagem de 20 pL, 330 ng do plasmidio pBSK II (~25 uM em pb)
foram tratados com os complexos (em diferentes concentracdes) em meio tamponado
com 10 mM de Tris-HCI (pH 7,4), a 37 °C com ou sem irradiacdo com luz UV (A =
365nm, 12 W) nos intervalos de 5, 10 e 15 min. O tempo padrdo de reacdo foi de 16 h
sendo as amostras mantidas a 37 °C (em estufa e ao abrigo da luz) durante todo o
experimento. Para finalizar as reagdes de clivagem, foram adicionados as misturas
reacionais 5 pL. de tampdo de corrida 6X concentrado (EDTA 250 mM, em pH 7.5,
glicerol 50% e azul de bromofenol 0,01%). Em seguida, as amostras foram submetidas
A eletroforese em gel de agarose (1 %) contendo brometo de etidio (0,3 pg mL™!) por
100 min a 90 V em tampao TBE 0,5X (Tris 44,5 mM, acido bérico 44,5 mM, EDTA 1
mM em pH 8,0). Os géis resultantes foram visualizados e digitalizados usando o sistema
de documentacao DigiDoc-It (UVP, USA) a fracdo de ADN plasmidial em cada banda
foi quantificada utilizando o software KODAK Molecular Imaging Software 5.0
(Carestream Health, USA).

3.3.5.2 Determinaciao das constantes de ligacdo ADN-complexo empregando
espectroscopia eletronica na regiao do ultravioleta-visivel

Para determinar a constante de afinidade dos complexos de Ru(Il) com
sulfametizol e o-o-diiminas foram feitas titulagdes espectrofotométricas destes
complexos com o ADN de timo de vitelo (CT-ADN).

Preparou-se uma solugdo de CT-ADN em tampao Tris (pH 7,2), cuja
concentracdo foi determinada por andlise espectrofotométrica na regido do UV-vis
utilizando-se a lei de Lambert-Beer, A=¢.l.c; onde A € a absorviancia, £ é absortividade
molar, 1 € o caminho 6tico e ¢ € a concentragdo da substancia absorvente no meio. Visto
que a absortividade molar para a macromolécula de ADN & igual a 6600 M! cm™ em
260 nm, € possivel calcular a concentragdo do mesmo.

Os complexos foram dissolvidos em acetonitrila na concentracdo de 1,0 x 10
mol L. Posteriormente, as solucdes destes complexos foram diluidas em tampdo TRIS
(pH 7,2) para preparar solugdes 3,0 x 10° mol L. As concentracdes de CT-ADN

adicionada as solucdes de complexos variaram de 0 a 6,2 x 10* mol L.

3.3.6 Espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia dos complexos foram registrados na regidao de 360
a 800nm através de um espectrofotometro de emissao Shimadzu RF5301PC disponivel

na infraestrutura do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas
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Gerais. As andlises foram realizadas em cubetas de quartzo de 1,0 cm de diametro.

Tampao Hepes pH 7,2 foi empregado para dissolver as amostras.

3.3.6.1 Estudo da interacao com BSA via espectroscopia de fluorescéncia

Estudou-se a interacdo dos complexos de ruténio(Il) com albumina sérica bovina
(BSA) utilizando espectroscopia de fluorescéncia. Todas as medidas foram realizadas
em triplicata. Os complexos foram dissolvidos em acetonitrila na concentragao de 1,0 x
102 mol L. Posteriormente, as solu¢des destes complexos foram diluidas em tampio
HEPES (pH 7,2) para preparar solugdes 5,0 x 10* mol L., As solucdes de BSA com a
concentracio 1,0 x 10 mol L' também foram preparadas em tampiao HEPES.

Para cada experimento, 3,0 mL da solu¢do de BSA, sob agitacdo magnética, foi
titulada com aliquotas de 0,01 mL das solu¢des dos complexos. Foram feitas leituras na
faixa de 290 a 600 nm, com uma excitagdo de 280 nm para a BSA. Avaliou-se a
supressdo de fluorescéncia dos triptofanos, presentes na proteina, apds a adicdo dos
complexos em estudo

Esta supressiao pode ser descrita pela equagao de Stern-Volmer (HFo=1+Ksv[Q]).
O grafico (Fo/F vs [complexo]) € representado por uma reta cujo coeficiente angular da
reta € a constante de associacdo (Kjy). Os estudos de fluorescéncia com a BSA foram

feitos a 25 °C.

3.3.6.2 Estudo da interacao com Abl-SH3 via espectroscopia de fluorescéncia

Este estudo foi realizado de modo similar ao descrito no tépico 3.2.6.1. Porém,
foram feitas titulacdes espectrofotométricas da proteina ABL-SH3 e dos complexos 1, 2
3,4, 9 ¢ 10. As concentragdes dos complexos e da proteina foram respectivamente 5,0 x

10* mol L' e 1,0 x 10 mol L'! em tampao TRIS (pH=7,2).

3.3.7 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Os espectros de dicroismo circular (CD) foram obtidos em um aparelho JASCO
modelo J-815, com um sistema de controle de temperatura da marca Peltier Jasco
modelo PFD-425S. O espectropolarimetro de dicroismo circular Jasco-815 estd
disponivel na infraestrutura do Departamento de Quimica da Universidade Federal de

Minas Gerais.
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3.3.7.1 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

A interagdo dos complexos Ru(Il) com sulfametizol e a-a-diiminas com o ADN
de timo de vitelo (CT-ADN) também foi estudada usando espectroscopia de dicroismo
circular. Para cada experimento, 2,5 mL da solu¢do de ADN (1,51 x 10 mol L) foi
titulada com aliquotas de concentracdes das solucdes dos complexos a 3,9 x 102 mol L-

! Foram feitas leituras na faixa de 230 a 650 nm.

3.3.8 Espectrometria de Massas-ESI

Os espectros de massas foram obtidos no equipamento LC-MS-IT-TOF
Shimadzu da infraestrutura do Departamento de Quimica da UFMG. As amostras foram

dissolvidas em uma mistura equimolar de acetonitrila e acetona.

3.3.9 Ressonincia magnética nuclear de hidrogénio- RMN de 'H

Os espectros de RMN foram registrados no espectrometro de RMN Bruker
Advance DRX 400 da infraestrutura do Departamento de Quimica da UFMG. As
amostras foram primeiramente solubilizadas em 0,5 mL de dimetilsulféxido deuterado

(dmso-de) e acondicionadas em tubo de Smm.

3.3.10.1 Estudo da interacao com Abl-SH3 via RMN

Estudou-se a interacdo entre Abl-SH3 e o complexo 2 utilizando ressonancia
magnética nuclear de 'H, em colaboragio com o professor Adolfo Henrique de Moraes
do Departamento de Quimica da UFMG.

Os experimentos de RMN foram realizados a 303 K utilizando um
espectrometro Bruker Onebay 400 MHz equipado com uma sonda de dupla ressonancia
TXI de 5 mm. O processo de atribui¢do dos espectros de RMN foi feito utilizando as
atribuicdes depositadas de ADbI-SH3-SH2 no Banco de Dados de Ressonancia
Magnética Biologica (BMRB, nimero de acesso BMRB 4251). Os espectros de RMN
foram processados utilizando o Topspin 3.2 softare (Bruker Biospin SA) . O ensaio de
interacio entre Abl-SH3 e o complexo 2 foi realizado utilizando espectros 'H-'N [97].
A atribuicdo e a andlise das experiéncias de titulacio Abl-SH3 - Complexo 2 foram
realizadas utilizando o software CCPN Analysis [99]. O indice de Perturbacdo por

Deslocamento Quimico (CSP) foi calculado utilizando a seguinte equacao:

CSP = /(A1H)? + 0.15(A15N)2,
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Onde A1H e A15N sdo a diferenca de deslocamentos quimicos na dimensio 'H e
N nos espectros Sofast-HMQC 'H-'N, respectivamente. As amostras foram
preparadas em tampao fosfato 20 mM pH 7,4 contendo 5% (v / v) de dmso-d6. O dmso-
de foi usado para possibilitar a dissolu¢do do complexo 2. A concentracao de Abl-SH3
foi de 85 UM e a de complexo 2, seis vezes menor. O pH foi verificado antes e depois
da adi¢do de 5% (v / v) de dmso-ds e ap0s a titulacdo do complexo 2 para evitar

qualquer variacdo de mudanca quimica devida a alteragdes de pH.
3.3.11 Cristalografia de raios-X de monocristal

As determinagdes estruturais dos complexos 1 e 2 foram realizadas em
colaboracdo com o professor Bernardo Rodrigues Lage do Departamento de Quimica da
UFMG. As amostras monocristalinas obtidas foram submetidas a andlise por difracao
de raios-X de monocristal em baixa temperatura (120 K) em um difratometro Oxford
Atlas Gémeos. Para a coleta de dados utilizou-se fonte de molibdénio, MoKao (0,71073
A) e monocromador de grafite usando o Crysalis-Pro. Um dispositivo de gds criogénico
foi empregado para manter a temperatura de 120 K. As estruturas dos complexos foram
coletadas em baixa temperatura. Este procedimento foi necessdrio devido a
impossibilidade de determinar as celas unitdrias dos complexos em temperatura
ambiente.

Em um primeiro momento, as amostras tiveram a monocristalinidade verificadas
em um microscopio com polarizador e analisador acoplados; tais amostras foram
submetidas a pré-coleta para verificar a cela unitdria e separar a melhor amostra para a
coleta completa de dados. Os parametros de célula dos complexos foram determinados a
partir de um conjunto de imagens contendo reflexdes correspondentes aos planos de
rede.

O refinamento final das estruturas dos complexos envolveu tratamento dos
parametros térmicos isotropicos para dtomos de H e anisotrépico para os dtomos nao
hidrogendides, correcdo por absor¢do das intensidades de reflexdo e correcao da
desordem de ocupacgao. Os dtomos ndo hidrogendides, C, O, N, e S, foram localizados a
partir do mapa de diferenca de Fourrier. O complexo 2 apresenta em sua célula unitédria
uma molécula de alcool isopropilico, e esta exibe sitios desordenados para alguns de
seus atomos. Aplicou-se o modelo de desordem estatica do &tomo para tais sitios. Nesse

modelo dois sitios de ocupacao sdo fixados de modo a resultar em melhor refinamento
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727  estrutural. Por fim, os programas MERCURY [100] e ORTEP-3 [101] disponiveis no
728  programa Wingx [101] foram utilizados para preparar as Figuras de representacdo
729  gréfica. As estruturas foram resolvidas usando o programa SHELXS-97 e refinados
730  usando SHELXL-14 /7 [102].

731
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO: NOVOS COMPLEXOS DE RUTENIO(II)
COM SULFONAMIDAS E o-0. DIIMINAS

Neste capitulo, serdo descritas as sinteses, caracterizacdes em solugcdo e no
estado sé6lido de 10 complexos inéditos de Ru(Il), e serdo apresentados e discutidos os
resultados da atividade antitumoral (Clso) desses complexos. As seguintes técnicas
foram usadas nas caracterizacdes dos complexos: andlise elementar, ponto de fusio,
medida de condutividade, espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho,
espectroscopia eletrobnica no ultravioleta visivel (UV-Vis), espectroscopia de
fluorescéncia, espectrometria de massas, espectroscopia de ressonancia magnética

nuclear de 'H e difragio de raios X de monocristal.

4.1 Os complexos
Complexo 1- [Ru(bpy)2(smp)](PFs), [Ru(C10HsN2)2(C11H11N4O3S)](PFs)
Complexo 2-[Ru(phen)2(smp)](PFs), [Ru(C12HgN2)2(C11H11N403S)](PFs)(C3HsO)
Complexo 3- [Ru(bpy)2(smz)](PFs), [Ru(C10HsN2)2(CoHoN4O2S2)](PFs)
Complexo 4-[Ru(phen)>(smz)](PFs), [Ru(Ci2HsN2)2(CoHoN4O2S»)](PFe)
Complexo 5- [Ru(bpy)2(spd)](PFs), [Ru(CioHsN2)2(C11Hi0N302S)](PFe)
Complexo 6-[Ru(phen)>(spd)](PFs), [Ru(C12HsN2)2(C11H10N302S)](PFé)
Complexo 7- [Ru(bpy)2(smx)](PFs), [Ru(C10HsN2)2(C10H10N303S)](PFs)
Complexo 8-[Ru(phen)2(smx)](PFs), [Ru(C12HsN2)2(C10H10N303S)](PFe)
Complexo 9- [Ru(bpy)2(ssz)](PFs), [Ru(C10HsN2)2(C1sH13N4O05S)](PF)
Complexo 10-[Ru(phen)z(ssz)](PFs), [Ru(Ci12HsN2)2(Ci18H13N4O5S)](PFe)
Os precursores [RuCla(bpy)z] e [RuClz(phen):] foram sintetizados pela rea¢do do
RuCl3nH>0O com o ligante NN'-heterociclico. Os complexos inéditos foram obtidos pela
reacdo dos precursores com as respectivas sulfonamidas (Figuras 4.1 e 4.2).

A ssz apresenta 4 prétons ionizdveis: pKa=0,62 (H ligado ao nitrogénio

piridinico), pKa =2,9 (hidrogénio carboxilico), pKa= 8,7 (H fendlico) e pKa= 11,1 (H
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sulfonamidico) [103] conforme esquematizado na Figura 4.2. O pKa do hidrogénio
sulfonamidico na ssz € maior que o das outras sulfas, smp (H sulfonamidico, pKa= 6,7),
smz (H sulfonamidico, pKa= 6,71), spd (H sulfonamidico, pKa= 8,43) e smx (H
sulfonamidico, pKa= 6,16) [104], o que justifica a diferenca no modo de coordenacdo
adotado, através dos oxigé€nios do carboxilato.

O sal de hexafluorofosfato de potdssio foi empregado para facilitar a
precipitacdo dos complexos, pela troca do contra-ion cloreto pelo hexafluorofosfato.
Esse anion ndo é bom coordenante, ¢ € volumoso, o que pode contribuir para a

formacao de cristais.
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Figura 4.1 Esquema representativo da equacao genérica para obter complexos 1 a 8.
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Figura 4.2 Esquema representativo da equacdo genérica para obter complexos 9 e 10.

4.1.1 Analise elementar, condutimetria e temperatura de decomposicao

As caracterizacdes dos precursores, (cis-[RuClx(bpy)2]-2H20 ou cis-[RuCl>
(phen):]), empregados no preparo destes complexos estao disponiveis no Anexo 1.

Os dados referentes as condutividades em solucio 1,0 x 103 mol L!
[AM(uS/cm)], teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio e temperatura de
decomposicao dos complexos 1 a 10 estdo listados na Tabela 4.1.

Segundo revisdo feita por Geary (1971), medidas de condutividade elétrica em
solucdes de eletrdlitos podem indicar o nimero de fons presentes uma vez que a
condutividade aumenta com o nimero (e a carga) dos fons. Este autor sugeriu também
que para diferentes solventes organicos € possivel determinar os pardmetros de
condutividade para os diferentes tipos de eletrélitos [96]. Os valores das condutividades
dos complexos 1 a 10 estdo de acordo com a faixa de referéncia para eletrélitos 1:1 (75-
95 ohm™! cm? mol™) [96]. As condutividades em nitrometano indicaram, portanto, a
presenca de um contra-ion para neutralizar o complexo.

-31 -



788
789
790
791
792

793
794

795

796
797

Os resultados das andlises elementares desses complexos estdio em
correspondéncia com as foérmulas moleculares propostas. Esses dados sdo coerentes
com a substituicdo de dois ligantes cloretos dos complexos precursores (cis-[Ru

Cla(bpy)2]-2H20 ou cis-[RuCla(phen):]) pelo ligante sulfa (Figura 4.1).

Tabela 4.1 Dados das andlises elementares, medidas de condutividade e ponto de
decomposicdo dos complexos 1 a 10.

Complexos %C %H %N Am ohm™' c¢m 2 Decomposi¢io
mol!

[Ru(C;oHsN»)2(C;1H1N4O35)]-0,4H,0- (PF¢) (1) 256-258

MM= 845,49 g mol!

experimental 43,64 3,64 13,43 93,79

calculado 44,04 3,32 13,25

[Ru(C2HsN»)2(C11H11N4O3S)](PFe)(C3sHsO)(2) 260-262

MM= 945,84 g mol!

experimental 48,33 3,52 11,89 94,28

calculado 48,25 3,73 11,85

[Ru(C;oHsN3)2(CoHoN4O,S,)](PFe) (3) 94,86

MM= 828,05 g mol! 243-245

experimental 42,18 3,43 13,20

calculado 42,03 3,16 13,52

[Ru(C;2HsN»)2(CoHoN4O,S,)](PFs) (4) 81,30 246-248

MM= 876,05 g mol!

experimental 45,24 2,54 12,95

calculado 4521 2,99 12,78

[Ru(C;oHsN»)2(C11H10N30,28)](PFe) (5) 92,00 233-236

MM= 846,15 g mol!

experimental 46,08 3,03 12,01

calculado 46,16 3,27 12,15

[Ru(C2HsN2)2(C11H10N302S)]1(PFé) (6) 94,06 254-257

MM= 894,15 g mol!

experimental 49,44 3,03 13,15

calculado 49,18 3,07 13,74

[Ru(C;oHsN2)2(CoH10N303S5)](PFe) (7) 89,45

MM= 811,08 g mol! 240-243

experimental 44,88 3,73 12,15

calculado 4434 347 12,07

[Ru(C;oHsN»)2(C1oH10N303S)](PFe) (8) 91,38 242-244

MM= 859,08 g mol’!

experimental 47,77 3,13 11,48

calculado 47,50 3,17 11,40

[Ru(C;oHsN»)2(CsH13N4055)](PFs) (9) 90,86 280-282

MM= 956,10 g mol!

experimental 47,35 322 11,78

calculado 47,70 3,16 11,76

[Ru(C;2HsN»)2(CsH13N405S)](PFe) (10) 93,00 279-281

MM= 1004, 10 g mol’!

experimental 50,15 3,20 10,94

calculado 50,21 3,01 11,15

4.1.2 Espectroscopia de absorc¢ao na regiao do infravermelho

As sulfas e as o-o diiminas que foram empregadas neste trabalho possuem

distintos grupos funcionais que absorvem na regido do infravermelho. Deste modo, a
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espectroscopia vibracional pode auxiliar na atribuicao dos sitios de coordenacdo desses
ligantes ao ion metélico ruténio(Il). Entretanto, as vibragdes relacionadas com os anéis
heteroaromaticos nao podem ser interpretadas como modos vibracionais simples pois a
maioria delas tem origem complexa envolvendo diferentes tipos de vibragdes [59].

As andlises dos espectros vibracionais das sulfonamidas smp [58], smz [56], spd
[74] e smx [70] foram feitas com base em estudo comparativo aos descritos na
literatura. As principais bandas no espectro na regido de infravermelho destas sulfas e
dos complexos 1 a 8 encontram-se listadas na Tabela 4.2. O Ru(Il) coordena-se a estas
sulfas através de dois d&tomos distintos de nitrogénio. Os espectros de absor¢do na regiao
de infravermelho para os complexos 1 a 8 e suas respectivas sulfas e precursores estao
apresentados nas Figuras 4.3 a 4.10. As interpretacOes das bandas destes compostos sdo
complexas, uma vez que ocorrem sobreposi¢cdes entre as bandas dos anéis aromaticos
das sulfonamidas e dos precursores (cis-[RuClx(bpy)2]-2H20 ou cis-[RuClz(phen)z]).
Apesar dessa dificuldade identificou-se uma mudanca no diz respeito a banda associada
ao estiramento V(N-H). A banda de absorcdo atribuida ao grupo v(N-H) das sulfas
(Tabela 4.2) nao foi visualizada nos espectros dos complexos 1 a 8 (Figuras 4.3 a 4.10).
Isto sugere a desprotonacdo do grupo N-H devida a coordenagdo do ion metdlico ao
nitrogénio que estd ligado ao grupo sulfonamidico. Verifica-se ainda um deslocamento
no estiramento V(SN) nos espectros dos complexos 1 a 8 (Figuras 4.3 a 4.10). Essas
diferencas sdo apresentadas na Tabela 4.2. E importante destacar que este deslocamento
reforca a coordenacdo do nitrogénio sulfonamidico ao fon metdlico Ru(Il). Ademais, o
segundo nitrogénio envolvido na coordenagdo ao metal encontra-se no anel
heteroaromatico, a saber, piridazina (complexos 1 e 2), tiadiazol (complexos 3 e 4),
piridinico (complexos § e 6) ou isoxazol (complexos 7 e 8).

Na Tabela 4.2 sdo apresentadas as principais bandas que também poderiam estar
envolvidas na coordenacdo do metal a sulfa. No entanto, ndo foram observadas
diferencas significativas quando comparados os estiramentos Vas(NH2), vs(NH2),

Vas(SO2), vs(SO2) e d(NH>) das sulfonamidas e dos complexos 1 a 8.

Tabela 4.2 Principais frequéncias (cm™') na regido do infravermelho dos complexos 1 a
8 e ligantes sulfas.

composto vas(NH2)  vs(NH2)  v(NH) vas(SO2)  vs(SO2)  v(NN) v(SN) v(C=C) &6(NH>)
smp 3482(s)  3388(s) 3162(s)  1324(s) 1156(s)  998(m)  928(w) 1596(s) 1628(s)
complexol  3478(w) 3382(w) - 1328(w) 1160(m) 1024(s)  974(s) 1596(s) 1628(s)
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complexo 2 3478(w)  3392(m) - 1328(w) 1138(m) 1012(s)  972(s) 1596(s)  1628(s)
smz 3469(s)  3358(s) 3254(m) 1326(m)  1130(s) 980(w)  924(s)  1544(s) 1636(w)
complexo 3 3466(w)  3370(w) - 1342(w)  1138(s)  1008(w) 990(s) 1598(s) 1630(s)
complexo 4 3468(w)  3390(w) 1330(w)  1138(s) 1012(s)  972(s)  1596(s) 1630(s)

spd 3414(s) 3308(s) 3148(w) 1324(s) 1126(s) - 948(s)  1584(s)  1636(s)
complexo § 3478(w)  3370(w) - 1312(m)  1140(s) - 990(w) 1590(s)  1634(w)
complexo 6 3480(w) 3368(w) - 1322(w) 1136(s) - 998(s)  1588(s) 1634(s)
smx 3466(s) 3377(s) 3142(s)  1366(s) 1157(m) - 927(s)  1596(s) 1621(s)
complexo 7 3462(w)  3400(w) - 1360(m) 1146(s) - 930(s)  1596(s) 1626(w)
complexo 8 - 3368(w) - 1364(m) 1148(s) - 948(w) 1598(m) 1618(w)

829 * strong (s, forte), médium (m, médio), weak (w, fraco)

830

831 O estiramento V(N=N) da piridazina livre aparece em 986 cm™ [105], por

832  comparacdo atribuimos que no ligante smp, esta banda aparece em 998 cm™'. Enquanto,
833  que no espectro do complexo 1, este estiramento aparece 1024 cm’!, e em 1012 cm™ no
834  complexo 2 (Figuras 4.3 e 4.4). Esses deslocamentos indicam a coordenacdo ao centro
835  metdlico via nitrogénio do anel de piridazina.

836 Por outro lado, nos complexos 3 e 4 os deslocamentos referentes aos
837  estiramentos v(C=N) e v(N-N) indicam a coordenagdo ao centro metélico via nitrogénio
838  do anel de tiadiazol A banda associada ao estiramento v(C=N) aparece no espectro do
839  ligante smz em 1544 cm™'. Nos complexos 3 e 4 esta banda apareceu respectivamente
840 em 1540 cm! e 1578 cm™ (Figuras 4.5 e 4.6). O estiramento v(N=N) da smz livre
841  aparece em 980 cm™ [59], enquanto, que no espectro do complexo 3, este estiramento
842  aparece 1008 cm’!, e em 972 cm! no complexo 4.

843 Segundo Kremer e colaboradores [62] € dificil atribuir os modos vibracionais do
844  anel piridinico a suas respectivas bandas, visto que a maioria é de origem complexa e
845  envolve diferentes modos vibracionais. Apesar desta dificuldade, Wandas e Puszko
846  [106] destacaram que as bandas atribuidas aos estiramentos VCN+vCN do anel
847  piridinico aparecem dentro dos intervalos 1610-1590, 1590-1510, 1490-1435 e 1450—
848 1377 cm’!, por comparacdo atribuimos que no ligante spd, estas bandas aparecem
849  respectivamente em 1584 e 1452 cm’!. No espectro do complexo 5, este estiramento
850 aparece 1590 e 1456 cm’!, e em 1588 e 1456 cm™ no complexo 6 indicando a

851  coordenacgdo ao centro metélico via nitrogénio do anel piridinico (Figuras 4.7 e 4.8).
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No anel isolado de isoxazol, a banda média em 1585-1555 cm’! é atribuida aos
estiramentos das ligagdes v(C=N) e v(C=C) [107]. Ao comparar as bandas atribuidas a
este estiramento, observou-se que no ligante livre smx o estiramento v(C=N) estd
presente em 1575 cm’!, enquanto que nos complexos 7 e 8 este estiramento aparece
respectivamente 1552 cm™ e 1550 cm™! (Figuras 4.9 e 4.10).

Para andlise completa dos espectros dos complexos 1 a 8 € necessario considerar
também os estiramentos referentes ao ligante bpy e phen. Os espectros de absor¢do na
regido do infravermelho da bpy e phen estdo apresentados nas Figuras 4.11 e 4.12.
Observam-se duas bandas nas regides de 3084 e 3052 cm™! para o ligante bpy, e em
3066 e 3032 cm™! para o ligante phen, que podem ser atribuidas aos modos vibracionais
de estiramento assimétrico e simétrico vC-H, caracteristico de anéis aromaticos.

As vibragdes dos anéis heteroaromdticos ndo podem ser interpretadas como
modos vibracionais simples pois a maioria delas sdo de origem complexas e envolvem
diferentes tipos vibracionais. Os modos vibracionais de estiramento vC=N e vC=C
também podem ser identificadas através de quatro bandas intensas presentes entre 1578-
1414 cm! na bpy, e em 1588-1420 cm’! na phen. O modo de deformacio angular fora
do plano vC-H e deformacado angular no plano do anel e vCCN, vCCC sao sinalizados
respectivamente através das bandas em 756, 652 e 618 cm™ na bpy, e em 850, 732 e
624 cm™ na phen [108,109].

Ao comparar os espectros dos complexos 1 a 8 e dos ligantes livres bpy e phen,
observou-se ainda o deslocamento das bandas caracteristicas dos modos vibracionais de
estiramentos das bandas heterociclicas e deformagao angular vC-H, vCCN, vCCC para
regides de maior comprimento de onda, indicando a coordenag@o ao centro metélico,
conforme apresentado na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 Modos vibracionais de estiramento v(C=C), v(C=N), v3 (Flu), v4 (Flu) e
deformacdo angular fora do plano vC-H, vCCN, vCCC que aparecem regido do
infravermelho dos complexos 9 e 10 e dos ligantes bpy e phen.

vC=N e vC=C vC-H vCCN vCCC v3 (Fru) va (Fru)

bpy 1578-1414 756 652 618 - -

phen 1588-1420 850 732 624 - -

complexo 1 1596-1410 768 728 698 842 558
complexo 2 1598-1408 720 700 614 840 558
complexo 3 1598-1428 720 688 610 842 558
complexo 4 1596-1410 720 700 668 842 558
complexo 5 1590-1424 764 764 668 844 558
complexo 6 1588-1428 768 720 700 840 558
complexo 7 1596-1424 764 730 700 844 558
complexo 8 1598-1412 774 720 676 840 558
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As modificacdes observadas nos espectros infravermelho dos complexos 1 a 8 se
comparados aos espectros das sulfas livres sugerem que as mesmas atuam como
ligantes bidentados. Deste modo, é possivel apontar que a substituicdo da o-a diimina
bpy para phen nao interfere no modo de coordenacgao da sulfa ao ruténio (II).

Nos espectros dos complexos 1 a 8 fica evidente a presenca do grupo PFs™ na
constituicdo do complexo. O ion PF¢ livre tem simetria Oy e as vibracoes vs € va (Fu)
sdo ativas no infravermelho [110]. O modo de estiramento v3 (F;,) que aparece como
uma banda forte, € 0 modo v4 (F;.) para os complexos 1 a 8 estdo listados na Tabela 4.3.

Conforme visto na secdo 3.3.2.1, foram obtidos monocristais dos complexos 1 e
2. A andlise estrutural feita através da difra¢do de raios X possibilitou identificar que o
solvente dlcool isopropilico estd incluso na rede cristalina do complexo 2. A presenca
deste solvente também foi visualizada através da espectroscopia de absorcdo na regiao
do infravermelho. As bandas 2946, 2854 e 1462 cm’! sdo atribuidas respectivamente aos
estiramentos vas(CH3), vs(CH3) e 8(CH3) [109]. A banda caracteristica do dlcool terciario
ocorre em 3644-3626 cm™'[111]

Deste modo, o Ru(Il) se liga a uma molécula de sulfa de modo bidentado,
através do nitrogénio desprotonado que estd ligado ao grupo sulfonamidico e via
nitrogénio do anel heteroaromaético, e coordena-se de modo bidentado a duas moléculas
a-o-diiminas através dos nitrogénios azometinos.

A ssz e seus respectivos complexos apresentam particularidades estruturais em
relacdo as demais sulfas, deste modo, suas principais atribuicdes serdo destacadas e
discutidas de modo particular.

Dentre as sulfas empregadas neste trabalho foi identificado que a ssz apresenta o
espectro mais complexo. A complexidade deste espectro foi atribuida a presenca de trés
anéis aromaticos diferentes (o anel salicilico, o anel central p-substituido e o anel
piridinico), dos grupos oxigenados —OH, -COOH e —SO», e do —NH sulfonamidico [79].
Desta forma, aparecem vérias bandas de absor¢do, algumas sobrepostas ou combinadas,
e tal ocorréncia torna dificil a atribuicao deste espectro.

Apesar de um nimero amplo de bandas de absorcdo foi possivel identificar
alguns modos vibracionais do ligante ssz. Essas atribui¢des foram feitas com base em
trabalho reportado por Marzano [79]. As principais bandas na regido do infravermelho
para a ssz e suas respectivas atribui¢cdes sao 3422 v(OH), 3134 v(NH), 3062 v(CH),
1676 v(C=0) carboxilico, 1618 e 1588 modos vibracionais do anel salicilico, 1482
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(vCC + vCN) do anel piridinico, 1358 v.s(SO2), 1263 v(C-0O) carboxilico, 1174 v(SO»)
e 1280 v(CO) fendlico.

Cabe ressaltar primeiramente que nio foram observadas mudangas significativas
nas bandas atribuidas aos estiramentos vCC + vCN do anel piridinico nos complexos 9 e
10 quando comparadas ao espectro do ligante ssz (Figura 4.13 e 4.14). Deste modo, o
anel piridinico ndo participa na coordenagdo com o fon metalico. Ainda nos espectros
dos complexos 9 e 10 quando comparado com a ssz livre, ressaltou-se o deslocamento
da banda caracteristica do modo vibracional de estiramento v(C=0) do grupo COOH
para regido de menor comprimento de onda. A banda de vibracdo forte em 1676 cm™,
atribuida ao estiramento da ligacdo v(C=0) no espectro da ssz livre, deslocou-se para
regido de maior energia formando uma tnica banda em 1630 cm™ nos espectros dos
complexos 9 e 10, sugerindo a participacdo da carbonila na coordenagao ao Ru(II).

As bandas dos modos vibracionais do anel salicilico em 1618 e 1588 cm™ ndo
foram identificadas nos complexos 9 e 10. Nos complexos 9 e 10 observaram-se apenas

um ombro largo em 1590 cm™

, sugerindo a unido das bandas em 1618 e 1588 cm’
!(Figuras 4.13 e 4.14). Alteracdes nestas bandas possivelmente procedem de um novo
ambiente quimico envolvendo o anel salicilico na coordenacdo. Essa modificagdao foi
anteriormente observada em complexos de galio(IIl) e bismuto(Ill) com ssz [79]. Nos
complexos 9 e 10, a vibracdo de estiramento assimétrico do carboxilato aparece em
1590 cm! e o simétrico em 1456 cm™'. A diferenca entre vuss (COOY) e vs (COO"), 134
cm’!, é indicativa da coordenacdo do carboxilato como um ligante quelante [79]. As
informacdes apresentadas acima permitem inferir que o ligante ssz estd coordenado ao

ion metélico ruténio (II) de modo bidentado, através dos oxigé€nios do carboxilato

(Figuras 4.13 e 4.14).
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E necessdrio considerar também os estiramentos referentes ao ligantes bpy e
phen. Ao comparar os espectros dos complexos 9 e 10 e dos ligantes livres bpy e phen,
observou-se ainda o deslocamento das bandas caracteristicas dos modos vibracionais de
estiramento v(C=C), v(C=N) e deformacao angular vC-H, vCCN, vCCC para regides de
maior comprimento de onda, indicando a coordenagdo ao centro metalico (Tabela 4.4).

A presencga do grupo PF¢™ na constituicdo do complexo € indicada pelos modos
de estiramento v3 (F1.) € v4 (F1.), conforme destacado na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 Modos vibracionais de estiramento v(C=C), v(C=N), v3 (Flu), v4 (Flu) e
deformacdo angular fora do plano vC-H, vCCN, vCCC que aparecem regido do
infravermelho dos complexos 9 e 10 e dos ligantes bpy e phen.

vC=N e vC=C vC-H vCCN Ncee va (F1y) va (F1y)
bpy 1578-1414 756 652 618 - -
complexo 9 1528-1424 766 730 676 844 582
phen 1588-1420 850 732 624 - -
complexo 10 1528-1426 722 720 670 842 558

4.1.3 Espectroscopia de eletronica no ultravioleta visivel (UV-Vis)

As transi¢des envolvendo sistemas conjugados sao atribuidas as transi¢des m-m*
dos anéis heteroaromdticos. As bandas entre 245 e 280 nm correspondem as transicoes
n-n* dos ligantes bpy, phen e as sulfas (smp, smz, spd e smx) e possuem altos
coeficientes de absortividade molar por serem completamente permitidas pelas regras de
selecao (Laporte e spin). Os ligantes ssz e spd apresentam, respectivamente, uma banda
em 359 nm e 312 nm atribuidas as transi¢des n— w*. As bandas dos ligantes bpy, phen

e as sulfas estao listadas na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 Principais bandas (Amix absor¢ao) observadas nos espectros eletronicos dos
ligantes bpy, phen e sulfas.

Composto Comprimento de onda
(nm)

bpy 280

phen 264

smp 257

smz 260

Spd 245-312

Smx 255

Ssz 359

Estas absor¢des sofrem alteragdes nos espectros dos complexos de 1 a 10 devido
a coordenacdo ao fon metédlico. As bandas das a-o diiminas e das sulfas sofreram

deslocamento batocromico nos complexos 1 a 10.
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Complexos metdlicos coordenados a ligantes insaturados, apresentam,
geralmente bandas na regido do visivel, atribuidas transferéncia de carga, transicdes de
campo ligante e transi¢des internas do ligante [112]. Os espectros de absor¢do na regidao
UV-vis dos complexos de 1 a 10 com seus respectivos ligantes estdo representados nas
Figuras 4.15 a 4.19. Foram observadas bandas na regido de 420 a 495 nm nos
complexos de 1 a 10 devidas as transi¢des de transferéncia de carga do metal para o
ligante (TCML, d-n*). A presenca de duas bandas de TCML nos complexos de 1 a 8
deve-se as transi¢des envolvendo os dois ligantes, uma a-o diimina e uma sulfa. A
segunda banda surge pela coordenacdao do Ru(Il) ao nitrogénio sulfonamidico. Nos
espectros dos complexos 9 e 10 aparece apenas uma banda de TCML, o que estd de

acordo com a coordenagdo através do grupo carboxilato.

1,0+ —— Complexo 1 1,04 —— Complex 2
— smp 1 — smp
= 08 --- bpy < 087 [\ |--- phen
2 B ]
‘g 0,6' <§
2 S
ﬁ 0,4 ,2
0,2
0,0 A e ity ey 0,0+ r : " : ? :
250 300 350 400 450 500 550 600 250 300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 4.15 Espectro eletronico de solugdes 3,0 x 10° mol L'! em tampio Hepes pH
7,2 dos ligantes bpy, phen e smp e os complexos 1 e 2.
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Figura 4.16 Espectro eletronico de solugdes 3,0 x 10 mol L' em tampdo Hepes pH

7,2 dos ligantes bpy, phen e smz e os complexos 3 ¢ 4.
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Figura 4.17 Espectro eletronico de solugdes 3,0 x 10 mol L! em tampdo Hepes pH

7,2 dos ligantes bpy, phen e spd e os complexos S ¢ 6.
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Figura 4.18 Espectro eletrdnico de solugdes 3,0 x 10 mol L! em tampdo Hepes pH
7,2 dos ligantes bpy, phen e smx e os complexos 7 e 8.

e 1,01
——Complexo 9 ——Complexo 10

0.8 --- bpy 0.8- - -- phen
s ——55Z B SSZ
g g
(% 0,6 I\ (g 0,6'
- Z
Z 04 2041
< 2"

0,2 0.2

0,0 T T T O,O _____________

250 300 350 400 450 500 550 600 250 300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 4.19 Espectro eletrdnico de solugdes 3,0 x 10 mol L! em tampdo Hepes pH
7,2 dos ligantes bpy, phen e ssz e os complexos 9 e 10.

Em geral, complexos de ruténio com ligantes N-N heterociclicos apresentam
banda intensa tipica de TCML centrada em cerca de 455 nm [113, 114]. Knoll e Turro
ressaltam que os complexos [Ru(bpy)s]** e [Ru(phen)s;]** absorvem entre 400 e 500 nm
devido a transicbes TCML (Ru—bpy ou Ru—phen) [115]. O complexo
[Ru(bpy)2dppz]** exibe uma banda centrada em 450 nm que é devido a duas transi¢des
TCML, uma de Ru—bpy e outra Ru—dppz [113]. Nos complexos [Ru(bpy)dppn]**,
[Ru(bpy)(CH3CN)2dppn]** e [Ru(bpy)(CH3CN)2]** as bandas tipicas de TCML estdo
centradas respectivamente em 444 nm, 430 nm e 425 nm [116]. Os valores obtidos para
as bandas de absor¢do dos complexos de 1 a 10 foram concordantes com os valores
reportados para complexos de ruténio. Os valores de Amix dos complexos de 1 a 10
(destacados nas Figuras 4.20 a 4.24) mostraram que a substitui¢do dos cloretos por
sulfonamidas resultaram no deslocamento da banda TCML, visto que os precursores
(cis-[RuCla(bpy)2]-2H20 ou cis-[RuCla(phen);]) apresentam bandas decorrentes de
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transicdo d— m* centradas respectivamente em 556 e 552 nm. Como os cloretos sdo
ligantes de campo mais fraco do que as sulfonamidas, o deslocamento das bandas para
regido de maior energia evidencia a troca dos ligantes.

A estabilidade dos complexos em solucdo aquosa foi estudada por
espectrofotometria na regido UV-Vis. Espectros eletronicos dos complexos 1 a 10
(Figuras 4.20 a 4.24), ao longo do tempo de 1, 5 e 24 horas, ndo exibem mudancas

significativas, evidenciando a estabilidade dos complexos 1 a 10 em solugdo aquosa.
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Figura 4.20 Espectro eletronico de solucdes 3,0 x 10 mol L' dos complexos 1 e 2 em
tampdo Hepes pH 7,2 com variagdo de tempo em 1, 5 e 24 horas.
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Figura 4.21 Espectro eletronico de solucdes 3,0 x 10 mol L' dos complexos 3 e 4 em
tampao Hepes pH 7,2 com variacdo de tempo em 1, 5 e 24 horas.
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Figura 4.22 Espectro eletronico de solugdes 3,0 x 10 mol L' dos complexos 5 ¢ 6 em
tampao Hepes pH 7,2 com variacdo de tempo em 1, 5 e 24 horas.
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Figura 4.23 Espectro eletronico de solucdes 3,0 x 10 mol L' dos complexos 7 e 8 em
tampao Hepes pH 7,2 com variagdo de tempo em 1, 5 e 24 horas.
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Figura 4.24 Espectro eletronico de solugdes 3,0 x 10> mol L' dos complexos 9 e 10
em tampao Hepes pH 7,2 com variac¢do de tempo em 1, 5 e 24 horas.

4.1.4 Espectroscopia de fluorescéncia

Nas Figuras 4.25 a 4.29 sdo apresentados os espectros de emissdo de
fluorescéncia dos complexos 1 a 10, quando excitados no comprimento de onda
referente a TCML em temperatura ambiente.

Entre os compostos heterociclicos contendo a estrutura o-o diimina (-N=C-C=N)
foi possivel identificar que a intensidade da banda de emissdo de fluorescéncia é maior
nos complexos que apresentam phen. Essa diferenca pode ser atribuida a maior rigidez

destas estruturas quando comparados aos complexos que apresentam bpy.
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Figura 4.25 Espectro de fluorescéncia dos complexos 1 (1,0 x 10 mol L, Aexcitagio =
470 nm) 2 (5,0x 10> mol L, Aexcitacio = 472 nm), em tampao hepes pH 7,2 a

temperatura ambiente.
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Figura 4.26 Espectro de fluorescéncia dos complexos 3 (1,0 x 10* mol L, Aexcitagio =
454 nm) 4 (5,0x 10 mol L', Aexcitagio = 468 nm), em tampao hepes pH 7,2.
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Figura 4.27 Espectro de fluorescéncia dos complexos 5 (1,0 x 10 mol L', Aexcitacio =
488 nm) 6 (5,0x 10° mol L, Aexcigio = 486 nm), em tampdo hepes pH 7.2 a

temperatura ambiente.
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Figura 4.28 Espectro de fluorescéncia dos complexos 7 (1,0 x 10 mol L', Aexcitacio =
468 nm) 8 (5,0x 10° mol L, Aexcigio = 473 nm), em tampdo hepes pH 7.2 a

temperatura ambiente.
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Figura 4.29 Espectro de fluorescéncia dos complexos 9 (1,0 x 10* mol L', Aexcitaio =
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489 nm) 10 (5,0x 10° mol L, Aexcitagio = 495 nm), em tampdo hepes pH 7,2 a
temperatura ambiente.

4.1.5 Espectrometria de massas

Os valores de m/z experimentais e calculados, e os resultados associados aos
complexos 1 a 10 encontram-se resumidos na Tabela 4.6. Os estudos de ESI-MS
confirmaram as férmulas propostas para os complexos 1 a 10 e a presenga dos mesmos

em solugdo acetonitrila:acetona (1:1).

Tabela 4.6 Valores de m/z (experimental e calculado) para os complexos de ruténio
1).

Complexo Espécie Calculado | Experimental | Calculado | Experimental

m/z m/z m/z (Pico | m/z (Pico
16nico) 16nico)

1 [Ru(C1oHsN2)2(C1iH11N4O3S)]*! | 693,0978 | 693,0941 347,5562 347,0487

2 [Ru(C12HsN2)o(C1iH1iNsO3S)]*! | 741,0979 | 741,0929 371,5562 371,0443

3 [Ru(C10HsN2)2(CoHoN4O2S2)]*! 683,0586 | 683,1196 342,5369 342,0382

4 [Ru(C12HgN2)2(CoHoN4O,S2) ]+ 731,0587 | 731,0790 - -

5 [Ru(C10HsN2)2(C11H1oN30.8)]*! | 662,0914 | 662,0890 - -

6 [Ru(C12HsN2)2(C11H1oN30-9) ]! | 710,0915 | 710,1301 - -

7 [Ru(C10HsN2)2(C1oH10N3038)]*! | 666,0863 | 666,1758 333,0432 333,5462

8 [Ru(C12HsN2)2(C1oH10N3038)]*! | 714,0864 | 713,9898 357,0432 357,5376

9 [Ru(C10HsN2)2(CisH13N40sS)]*! | 811,1029 | 811,1012 - -

10 [Ru(C12HsN2)»(CisH13N40s8)]*! | 859,1030 | 859,1024 - -

Os espectros de massas ESI-MS experimentais dos complexos 1 e 2 estdo
representados nas Figuras 4.30 e 4.31. O espectro de massas ESI-MS experimental do
complexo 1 exibe um pico principal em m/z 693,0941, este € atribuido a espécie
[Ru(C1oHsN2)2(C11H11N4039)]*, cujo valor calculado corresponde a 693,0978. Por sua
vez, o espectro de massas ESI-MS experimental do complexo 2 apresenta o pico em m/z
741,0929, este é atribuido a espécie [Ru(Ci12HsN2)2(Ci1iH1iN4O3S)]*, cujo valor
calculado corresponde a 741,0979.
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Figura 4.30 Espectro ESI-MS em solug¢ao acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 1.
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Figura 4.31 Espectro ESI-MS em solucio acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 2.

Nas Figuras 4.32 e 4.33 sdao mostradas respectivamente as distribui¢des
isotépicas experimental e simulada para as espécies [Ru(Ci0HsN2)2(C11H11N4O3S)]™! e
[Ru(C12HsN2)2(C1iH11N4sO3S)]™. O destas mostrou

comparativo distribuicdes

concordancia entre o valor tedrico e experimental.

-59 .




1068
1069

1070

1071

100 693,0941
E s / I\N D
b= 695,0908
S 60 \E/L/
<
g
T 40-
=
j=)
j 692,0099
20 690,1406 694,0080
(87,1316 696,1580
0 68|8,0751 | 697,0519
T T 1 T I T ' 1
688 690 692 694 696 698
m/z
1004 B 693,0978
80
<
2
=
8
9 691,0982
«3
= 40 H 690,0988 694,0999
=
2
696,1007
20 4687.1003
697,1000
0 II '| T T T T T ‘I 1
688 690 692 694 696 698
m/z

Figura 4.32 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(C11H11N403S)]*! em solugfo acetonitrila:acetona (1:1).
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Figura 4.33 Distribui¢do isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C12HsN2)2(C11H11N403S)]*! em solugdo acetonitrila:acetona (1:1).

-61 -



1074
1075
1076
1077
1078
1079
1080
1081
1082
1083
1084
1085
1086
1087
1088
1089
1090
1091
1092
1093
1094
1095
1096
1097
1098
1099

Além do pico base foi observado o pico idnico nos espectros de massas ESI-MS
experimentais dos complexos 1 e 2. O pico i16nico com m/z = 347,0487 corresponde a
espécie [Ru(C1oHsN2)2(C11H11N4039)]*2 (MM=347,5562; complexo 1), esse pico possui
abundancia relativa inferior a 35%. No entanto, para o complexo 2, o pico idnico com
m/z = 371,0443 corresponde a espécie  [Ru(Ci2HsN2)2(C11H11NsO3S)]™
(MM=371,5562). Nas Figuras 4.34 e 4.35 estdo representadas a distribui¢des isotopicas
experimentais e calculadas para os picos idnicos [Ru(CioHsN2)2(Ci1H1iN4O3S)]™ e
[Ru(C12HsN2)2(C11H11N4O3S)]*2. As distribuigdes isotdpicas experimentais destes picos
i0nicos estdo em concordancia com as distribuicdes isotdpicas calculadas.

Uma diferenca entre os pares de complexos com a smp diz respeito a
predominancia das espécies monovalente e bivalente. Os valores de abundancia relativa
indicam que o complexo 1 estd disponivel em maior quantidade em solugdo de
acetonitrila:acetona (1:1) na forma monovalente, enquanto que o complexo 2 predomina
na forma bivalente.

Essas diferencas podem ser provenientes do processo de ionizacdo por
eletrospray. As cargas dos fons gerados nao refletem necessariamente o estado da carga
da amostra em solug@o. A carga transferida para as moléculas dos complexos (em geral,
na forma de préton) surge de uma combinacdo de concentracdo de carga goticulas
durante a evaporacdo do aerossol e de processos eletroquimicos resultantes de
potenciais eletrostiticos do tubo capilar. Assim, os fons da amostra podem ter uma
carga unica ou varias cargas [117]. Além disso, pode haver a necessidade de acidificar a
amostra para favorecer a ligacdo dos analitos com a matriz polimérica do cartucho do
espectrometro de massas. Consequentemente isso pode levar ao aumento na
disponibilidade de prétons em solucdo, contribuindo para formacao da espécie bivalente

[117].
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Figura 4.34 Distribui¢do isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(C11H11N403S)]*? em solugio acetonitrila:acetona (1:1).
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Figura 4.35 Distribui¢do isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie

[Ru(C12HsN2)2(C11H11N403S)]*? em solugio acetonitrila:acetona (1:1).
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As Figuras 4.36 e 4.37 exibem os espectros de massas ESI-MS experimentais

dos complexos 3 e 4.
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Figura 4.36 Espectro ESI-MS em solucio acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 3.
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Figura 4.37 Espectro ESI-MS em solug¢ao acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 4.

No espectro do complexo 3 foi possivel identificar um pico com m/z= 683,1196
atribuido a espécie [Ru(C1oHsN2)2(CoHoN4O2S2)]*!, cujo valor calculado corresponde a
683,0586. As similaridades, entre os valores tedricos e experimentais para esta espécie,
estdo representadas nos espectros de massas ESI-MS ampliados disponiveis na Figura
S1 (Anexo 1, pag 133).

Ainda neste espectro experimental foi possivel identificar um pico
m/z=342,0382 que é referente a espécie [Ru(C1oHsN2)2(CoHoN402S2)]"2. A distribuicdo
isotopica experimental deste pico i0nico estd em boa concordancia com a distribui¢do

isotdpica calculada, conforme exposto nas Figuras S2 (Anexo 1, pag 134).

-65 -




1121
1122
1123
1124
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131

1132

1133

1134

1135

1136

O espectro de massas ESI-MS do complexo 4 apresentou particularidades ainda
ndo identificadas nos complexos apresentados anteriormente. Além do pico principal
em m/z=731,0790 foram destacados os picos em m/z= 281,9678 e m/z= 371,1096. Os
dois tltimos picos foram atribuidos as espécies [Ru(C12HsN2)]*! e [Ru(CoHoN402S2] *'.

O pico em m/z 731,0790 é atribuido a espécie [Ru(Ci2HsN2)2(CoHoN4O,S2)]*,
cujo valor calculado corresponde a 731,0587. Na Figura S3 (Anexo 1, pdg 134) estdao
representadas as distribuicdes isotOpicas experimental e calculada deste pico. As
distribuicdes isotOpicas experimentais estdo em concordancia com a distribuicdes
isotdpicas calculadas.

As Figuras 4.38 e 4.39 ilustram os espectros de massas ESI-MS experimentais

dos complexos 5 e 6.

Inten. (x1,000,000)

275

] 662.0887

250

2257

2‘005

1.75%

1‘505

1257

1.00%

0‘755

] 663J0901

0207 3213.&)632

025

] 429.0588 706.1105

o | 2215930 M A PR sesue WL assom
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 mz

Figura 4.38 Espectro ESI-MS em solug¢ao acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 5.
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Figura 4.39 Espectro ESI-MS em solug¢ao acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 6.

No espectro do complexo 5 foi possivel identificar um pico com m/z= 662,0890
atribuido a espécie [Ru(C1oHsN2)2(C11H11N3025)]*, cujo valor calculado corresponde a
662,0914. Para o complexo 6 observou-se apenas o pico base em m/z 710,1301, cujo
valor calculado corresponde a 710,0915, este foi atribuido a espécie
[Ru(C12HsN2)2(C11H11N4O3S)]™!.  As similaridades, entre os valores tedricos e
experimentais para estas espécies, estao representadas nos espectros de massas ESI-MS
ampliados disponiveis nas Figuras S4 e S5 (Anexo 1, pags 136 e 137).

Os espectros de massas ESI-MS experimentais dos complexos 7 e 8 (Figuras
440 e 4.41) mostram que hd predominio respectivamente das espécies
[Ru(C10HsN2)2(C10H10N3038)]"? e [Ru(C12HsN2)2(C1oH10N303S)]*?, isto pode ser
justificado pelos fatores mencionados anteriormente. As distribuicdes isotdpicas
experimentais destes picos estdo em concordidncia com a distribuicdes isotopicas

calculadas conforme ilustrado nas Figuras S6 e S7 (Anexo 1, pdgs 138 e 139).
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Figura 4.40 Espectro ESI-MS em solucio acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 7.

-67 -




1152
1153
1154

1155
1156
1157
1158
1159
1160
1161
1162
1163
1164
1165
1166
1167
1168
1169
1170
1171

Inten. (x100,000)

2] 357.5374

300%
275%
2.50%
2.25;

200 713.9899

1.759

0.75E 272.0697 5370513

0.50*:

0257 /1le 4 (L l

000 i s 821736 , 1225.8682 1414.3245 1761.6012

i 250 500 750 1000 1250 1500 1750 mz

Figura 4.41 Espectro ESI-MS em solucio acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 8.

No entanto, apesar da menor abundancia relativa identificou-se no espectro de
massas ESI-MS experimental do complexo 7 o pico em m/z 666,1758, atribuido a
espécie [Ru(C1oHsN2)2(Ci0H10N303S)]*!, cujo valor calculado corresponde a 666,0863.
Comparativamente, no espectro de massas ESI-MS experimental do complexo 8, o pico
em m/z 713,9898 ¢ atribuido a espécie [Ru(Ci12HsN2)2(CioH10N303S)]*!, cujo valor
calculado corresponde a 714,0864. A distribuicdo isotdpica experimental exibe grande
semelhancga com a distribui¢do isotdpica calculada conforme apresentado nas Figuras S8
(Anexo 1, pag 140) {[Ru(CioHsN2)2(Ci0H10N303S)]*!'} e S9 (Anexo 1, pdg 141)
{[Ru(C12HsN2)2(C10H10N303S)] ™' }.

Ainda no que concerne o espectro de massas do complexo 7, hd um pico em m/z
448,9704 atribuido a espécie [Ru(CioHsN2).C1]*!, cujo valor calculado corresponde a
448,0825. A abundancia relativa para este pico € de 75%, porém, esse percentual nao
indica a predominancia desta espécie em solucdo de acetonitrila:acetona (1:1), visto que
a espécie [Ru(CioHsN2)2(C1oH10N303S)]*? apresenta abundincia relativa superior a
98%.

Os espectros de massas ESI-MS experimentais, dos complexos 9 e 10, estdo

representados nas Figuras 4.42 e 4.43.
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Figura 4.42 Espectro ESI-MS em solug¢ao acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 9.
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Figura 4.43 Espectro ESI-MS em solucio acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 10.

A distribuicdo isotépica simulada (Figura S10, Anexo 1, pag 142) exibe pico
base com m/z= 811,1029, apresentando grande semelhanca com a distribui¢ao isotdpica
experimental com m/z= 811,1012 (Figura S10, Anexo 1, pag 142). Essas semelhancas
confirmam que a estrutura proposta corresponde a espécie
[Ru(C10HsN2)2(C1sH13N4O5S)]*!, em solucdo acetonitrila:acetona (1:1).

Por sua vez, o espectro simulado para complexo 10 apresenta pico base com
m/z= 859,1030 confirmando que a estrutura proposta corresponde a espécie
[Ru(C12HgN2)2(C18H13N405S)]*, em solugcdo acetonitrila:acetona (1:1). Os espectros
experimental e calculado foram ampliados para mostrar tais similaridades (Figura S11,

Anexo 1, pag 143).
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4.1.6 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio RMN de 'H

Foram registrados espectros de RMN de 'H dos complexos de 1 a 10 em dmso-
ds a fim de auxiliar na proposicdo do sitio de coordenacdo dos ligantes a-o diiminas e
das sulfas ao ruté€nio(Il).

No espectro do ligante bpy foi possivel identificar quatro grupos de ressonancia
na regido entre ¢ 7,35-8,85 (Figura 4.44). Os hidrogénios H1 e H1 aparecem em 6 8,69;
H4 e H4 em 6 8,4; H3 e H3 em 6 7,93 ¢ H2 e H2 em 6 7,45. Tratando-se de sistemas
aromaticos, os elétrons encontram-se mais livres e, desta forma, os atomos desse
sistema estdo mais protegidos [117]. As atribui¢cdes dos sinais de hidrogénio para o
ligante bpy ja estdo relatadas na literatura [118]. Ainda neste espectro ocorre a presenca
de um sinal intenso em o 3,35 que € referente a presenca de moléculas de dgua
absorvidas pelo dmso-ds, por sua vez o sinal em 6 2,50 € referente as metilas do dmso-

de.

-3.35

-2.50

14
N~
-7.05
0.84
=—-0.02

16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6
f1(ppm)

Figura 4.44 Espectro de RMN de 'H do ligante bpy, (CioHsN2), em dmso-ds a 298K,
400 MHz.
O espectro de RMN de 'H da phen (Figura 4.45) também apresenta quatro

grupos de ressonancias em 6 9,09 (H1 e H1), 6 8,45 (H4 e H4), 8 7,94 (H3 e H3) e §
7,75 (H2 e H2). Em o 3,47 aparece o sinal da d4gua e em & 2,50 das metilas do dmso-ds.
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Figura 4.45 Espectro de RMN de 'H do ligante phen, (C12HsN2), em dmso-ds a 298K,
400 MHz.

As atribui¢des dos sinais de RMN de 'H das sulfas empregadas neste trabalho
foram encontradas na literatura, para a smx [70] spd [79] e ssz [78,79]. Os espectros de
RMN de 'H das sulfas smp, smz, spd e smx sdo bem parecidos entre si em decorréncia
de suas semelhancas estruturais. Nos trés espectros foi possivel identificar sinais
atribuidos aos prétons dos grupos CH3z, NH sulfonamidico, NH>, além dos hidrogénios
aromdticos. Os sinais nos espectros de RMN de 'H (Figuras 4.46 a 4.49) obtidos para as
sulfas smp, smz, spd e smx foram atribuidos e estdo discriminados na Tabela 4.7.

Apesar das semelhancas estruturais entre as sulfas, no espectro de RMN de 'H
da smp foi observado um pequeno deslocamento quimico em relagdo sinal atribuido ao
grupo CH3. Este sinal encontra-se em 6 3,85, maior deslocamento quimico em relagdo
ao grupo CH3 do smz. Entretanto, este deslocamento € justificado uma vez que os
hidrogénios deste grupo estdo mais desblindados devido ao oxigénio que estd ligado ao

carbono.
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Tabela 4.7 Atribui¢des dos sinais de RMN de 'H as sulfas smp, smz, spd e smx.

Atribuicdo (integral)

smpo 3,85 (7,7,7); 5,94 (5.,5); 6,56 (4,4); 7,25 (2); 7,46 (3,3); 7,57 (1); 11,9
(6)

smzd 2,43 (5,5,5); 5,92 (3,3); 6,58 (2,2); 7,40 (1,1);

spd& 5,97 (7.7); 6,47 (6,6); 6,80 (2); 6,99 (4); 7,44 (5,5); 7,54 (3); 8,00 (1);
10,87 (11)

smx 6 2,28 (6,6,6); 6,08 (1,4.4); 6,57 (3,3); 7,45 (2, 2); 10,94 (5)
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Figura 4.46 Espectro de RMN de 'H do ligante smp (C11H12N4O3S), em dmso-ds a
298K, 400 MHz.
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Figura 4.47 Espectro de RMN de 'H do ligante
298K, 400 MHz.

smz (CoHi0N4O2S2), em dmso-de a

53 =] o o0 - D [ o
= =) <t ~ o oo 3} =t
— [¢e] [ fto] o vy o (o]
| I I [ o I I
o]
s Ol g
6 ~
N N
| 1
2 s M|
HQN 6 ~ 4 /2
3
]
|
1
/JJ UV
- L4k I2d T
S 2 8 9% T o
i = — o —
11.5 10.5 9.5 8.5 1.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5
fl(ppm)

Figura 4.48 Espectro de RMN de 'H do ligante spd (Ci1H11N302S), em dmso-de a

298K, 400 MHz.
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Figura 4.49 Espectro de RMN de 'H do ligante smx (C1oH;1N303S), em dmso-ds a

298K, 400 MHz.

Os sinais no espectro de RMN de 'H para a ssz foram atribuidos por Refat e

colaboradores [78] e por Marzano [79]. Os sinais no espectro de RMN de 'H obtidos

para a ssz foram atribuidos e estdo discriminados na Tabela 4.8 e Figura 4.50.

Tabela 4.8 Atribui¢io dos sinais de RMN de 'H do ligante ssz em dmso-d6 a 298K,

400 MHz.

Atribui¢do (integral) ssz O/ppm
Hs: 8,5, 1, 6, (6H) 8,01-7,90
H2 (1H) 6,85

H3 (1H) 7,76

H4 (1H) 7,20

H7 (1H) 8,35

H9 (1H) 7,17

H11 e H12 (2H, NH e OH) 11,99
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Figura 4.50 Espectro de RMN de 'H do ligante ssz (Ci1sH14N4OsS), em dmso-ds a
298K, 400 MHz.
A atribuicdo de todos os sinais dos espectros de RMN de 'H dos complexos 1 a

10 € extremamente complexa devido a sobreposi¢ao de sinais de prétons pertencentes
aos diferentes sistemas aromadticos. Apesar dessa dificuldade, foi possivel a partir desses
espectros obter informag¢des importantes a respeito do ndmero de ligantes e dos sitios de
coordenagdo. Em relacdo ao nimero de ligantes identificou-se que nestes complexos de
Ru(II) a proporc¢ao dos ligantes a-o diiminas para sulfas € de 2:1.

Foi apresentado anteriormente, através da espectroscopia de absor¢do na regidao
do infravermelho, que um dos sitios de coordenacao das sulfas smp, smz, spd e smx € o
nitrogénio do grupo NH sulfonamidico. Conforme apresentando nos espectros de RMN
de 'H dos ligantes smp, smz, spd e smx o préton do grupo NH sulfonamidico estd em §
11,90, 13,63, 10,81, 10,93 respectivamente. O desaparecimento destes sinais, nos
espectros de RMN de 'H dos complexos de 1 a 8, confirma a coordenagiio das sulfas
smp, smz, spd e smx ao Ru(Il) através do nitrogénio sulfonamidico.

Além disso, os sinais dos prétons caracteristicos dos grupos CHz e NH> também
foram identificados nos espectros de RMN de 'H dos complexos 1 a e 8 confirmando a
presenca das sulfas nos compostos (Tabela 4.9). Os hidrogénios arométicos aparecem
(Tabela 4.9) entre 6 6 e 10. Hidrogénios ligados ao anel aromdtico sdo desblindados

pelo grande campo anisotropico gerado pelos elétrons do sistema © do anel [118].
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Na Tabela 4.9 sdo apresentados os prétons identificados para as estruturas
propostas dos complexos de 1 a 8. Os espectros de RMN de 'H para estes compostos
estdo disponiveis nas Figuras de 4.51 a 4.58. Em geral, para estes complexos, a presenca
de um sinal intenso em o 3,35 é referente a presenca de moléculas de dgua absorvidas
pelo dmso-ds, por sua vez o sinal em o 2,50 € referente as metilas do dmso-de.

Os espectros de RMN de 'H dos complexos 1 e 2 merecem destaque devido a
presenca de moléculas de solvatacdo. No espectro de RMN de 'H do complexo 1 foi
possivel identificar pelos sinais em 6 2,93 a presenca de dgua (Figura 4.51), que foi
visualizada inicialmente na difracdio de raios X. Por sua vez, o espectro de RMN de 'H
do complexo 2 mostra um 4dlcool isopropilico (Figura 4.52) que foi previamente
detectado na espectroscopia de absor¢do na regiao do infravermelho e difracao de raios
X. A hidroxila deste dlcool € identificada pelo sinal em 6 2,16, e as metilas sdo
sinalizadas pelo sinal em & 1,01. O préton do grupo CH estd em torno de 6 3,85, sinal

préximo ao grupo CH3 da smp (0 3,54).

Tabela 4.9 Atribuicdes dos sinais de RMN de 'H dos complexos 1 a 8.

Regido dos préotons CHs:d/ppm  NHz: 8/ppm  Numero

aromaticos: o de H.
complexo 1 9,20-6,13 (22H) 3,61 (3H, s) 5,68 (2H, s) 27
complexo 2 9,78—6,09 (22H) 3,54 (3H) 5,55 (2H) 27
complexo 3 10,10-6,45 (20H) 2,54 (3H) 5,68 (2H) 25
complexo 4 9,62-6,41 (20H) 2,44 (3H) 5,91 (2H) 25
complexo 5 9,22-6,14 (24H) - 5,66 (2H) 26
complexo 6 9,79-6,12 (24H) - 5,65 (2H) 26
complexo 7 9,82-7,12 (21H) 2,51 (3H) 6,56 (2H) 26
complexo 8 10,54-6,38 (21H) 2,51 (3H) 6,08 (2H) 26

-76 -



1277

1278
1279

1280

1281
1282

1283

cH C.. _CH CcH
A A F -
¢ CH ScH

CH

‘\\\\“‘N\C%

3.34

3.61

6 15 14 13 12 11

8.26

-
E—Z. 08

-2.50

CH
e
_CH
/C\N///CH cH  Xcu

‘ alN— - €
ot c cm

C CH
N/ \\‘\C‘/

=1.04
P--0.01

o .16 =

l6e 15 14 13 12
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Figura 4.53 Espectro de RMN de 'H do complexo 3, em dmso-de a 298K, 400 MHz.
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Figura 4.54 Espectro de RMN de 'H do complexo 4, em dmso-de a 298K, 400 MHz.
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Figura 4.57 Espectro de RMN de 'H do complexo 7, em dmso-de a 298K, 400 MHz.
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Figura 4.58 Espectro de RMN de 'H do complexo 8, em dmso-de a 298K, 400 MHz.

Nos complexos 9 e 10 foi possivel identificar a presenca de 27 proétons

arométicos de cada complexo. No espectro do ligante ssz, o sinal alargado no intervalo
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1300  de 6 10-16, que corresponde a 2 prétons, foi atribuido aos prétons labeis dos grupos NH
1301  sulfonamidico e COOH carboxilico. Nesta regido pode-se observar a perda de um
1302  préton no espectro dos complexos. Com base nas mudancas identificadas nos espectros
1303  de absorcdo na regidao do infravermelho destes complexos atribuimos essa perda ao
1304  préton do grupo carboxilico. Os espectros de RMN de 'H dos complexos 9 e 10 estio
1305  apresentados nas Figuras 4.59 e 4.60. A presenca de um sinal intenso em 6 3,39 ¢é
1306  referente a presenca de moléculas de dgua absorvidas pelo dmso-ds, enquanto o sinal em

1307 6 2,50 é referente as metilas do dmso-ds.
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1310  Figura 4.59 Espectro de RMN de 'H do complexo 9, em dmso-de a 298K, 400 MHz.
1311
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Figura 4.60 Espectro de RMN de 'H do complexo 10, em dmso-de a 298K, 400 MHz.

4.1.7 Difracao de raios X de monocristal

Conforme ja destacado na secdo 3.3.2.1, cristais dos complexos 1 e 2 foram
obtidos. A andlise estrutural revelou que o complexo 1 cristaliza no sistema
monoclinico, grupo espacial P 21/c. No complexo 1, a célula unitdria monoclinica tem 4
unidades assimétricas, e apresenta grupo pontual 2/m. O grupo espacial P 21/c apresenta
simetria de Laue 2/m, e os operadores de simetria contidos neste grupo (21 e i) sao
atribuidos a um eixo de rotacdo-translacdo (2) na dire¢do cristalografica [0 1 0], e ao
centro de inversdo. Com a projecdo da célula unitéria, representada na Figura 4.61, €
possivel identificar estes operadores de simetria e as 4 unidades assimétricas.

O complexo 2 cristaliza em grupo espacial distinto ao complexo 1. O complexo
2 cristaliza no sistema triclinico e grupo espacial centrossimétrico P-1. A unidade
assimétrica deste complexo € constituida por duas moléculas dos complexos, sendo que
umas delas é gerada através da operagcdo de simetria —X, -y, -z (centro de inversdo),
conforme destacado na Figura 4.62.

A Tabela 4.10 retine informagdes acerca da coleta de dados e do refinamento

estrutural destes complexos.
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1332

1333 Figura 4.61 Projecao do conteido da célula unitdria monoclinica do complexo 1 ao
1334 longo do eixo a (cinza: x, y, z; verde: -x, 12 +y, 12 — z; amarelo: -x, -y- z; rosa: -x, 12 -
1335 y, 12 +2z).
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1336  Figura 4.62 Projecao do conteido da célula unitéria triclinica do complexo 2 ao longo
1337  do eixo a (cinza: X, y, z; amarelo: -x, -y, -z).
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Tabela 4.10 Dados de coletas e refinamento das estruturas dos complexos 1 e 2.

Compostos Complexo 1 Complexo 2
Férmula empirica C31 Ha785 Fs Ng O3.43 PRu S C3g H3s FsNg Os PRu S
Massa molar (g/mol) 845,49 945,84
Temperatura/K 120,05 120,45

Sistema Cristalino Monoclinico Triclinico

Grupo espacial P2i/c P-1

alA 13,2912(4) 13,0077(5)

b/A 15,9144(3) 13,1547(5)

c/A 15,8731(4) 14,4323(6)

a/° 90 99,262(3)

pre 106,929(3) 111,070(4)

y/° 90 107,141(3)
Volume/A3 3212,01(15) 2101,12(18)

zZ 4 2

dealeg/em’ 1,7483 1,5314

Coeficiente de absor¢ao 0,689 0,539 w/mm'!
F(000) 1702,2 985,7

Radiacdo Mo Ka (A =0.7107) Mo Ko (A =0.7107)

Faixa de 20 usado na coleta de

dados

Faixa de indices h, k, 1

3,7a58,96

-16<h<16,-22<k<20,-21<

3,64 a59

-17<h<17,-17<k<18,-19<

1<20 1<18
Reflexdes coletadas 29588 45677
7884 [Rine= 0.0299, Rgigma = | 10566 [Rinc= 0.0501, Rgigma =
Reflexdes independentes
0.0285] 0.0422]
Dados / restri¢cdes / parametros | 7884/0/470 10566/0/570
Qualidade do ajuste sobre F 1,066 1,048

Indices residuais para I >20(])
Indices residuais para todos os
dados

Maior diferenca (pico e vale)

R; =0,0303, wR> = 0,0698

R; =0,0404, wR» = 0,0757

0,75/-0,72

R; =0,0511, wR2 =0,1309

R =0,0697, wR, = 0,1512

1,23/-0,75

A geometria de coordenacdo em torno fon Ru(Il) € um octaedro bastante
distorcido. A esfera de coordenagdo € composta por quatro dtomos de nitrogénio de
duas moléculas de bpy ou phen (N1, N2, N3 e N4) e dois d&tomos de nitrogénio {um do
anel de metoxipiridina (N6) e outro do grupo sulfonamidico que estd desprotonado

(N5)} de uma molécula de sulfametoxipiridazina. A Figura 4.63 ilustra a projecao ortep
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das moléculas dos complexos 1 e 2, com a respectiva simbologia dos dtomos envolvidos

na coordenacao.

Figura 4.63 Projecio ORTEP da estrutura molecular dos complexos 1 (esquerda) e 2
(direita), com a simbologia dos 4tomos. Atomos ndo-hidrogenéides sdo representados
como elipsoides de probabilidade 50%, enquanto que todos os dtomos de hidrogénio
foram suprimidos.

Na tabela 4.11 sao apresentadas as distancias de ligacdo de entre o Ru(Il) e os
nitrogé€nios dos ligantes a-o diiminas (bpy e phen) e smp. Os comprimentos de ligagao
Ru-N estdo na faixa reportada em estudos anteriores sobre complexos de ruténio [23,
27, 41, 87].

Ha diferencas significativas quando analisamos os angulos em torno das ligacdes
N-Ru-N para os dois complexos. Os angulos das ligagdes N(1)-Ru(1)- N(2), N(3)-
Ru(1)-N(4), N(5)-Ru(1)-N(6) dos complexos 1 e 2 estdo listados na Tabela 4.11. Estes
valores diferem do angulo ideal para a geometria octaédrica perfeita (90°), e isso leva a
geometria octaédrica distorcida. A razdo mais provavel para tal diferenca pode estar
relacionada a efeitos estéreos.

Em solugdo, as bandas de absor¢cdo na regido UV-vis, apresentadas no topico
4.1.3, estdo de acordo com as estruturas determinadas no cristal. A bpy e phen possuem
orbitais m* vazios e de simetria adequada para a retrodoacdo, enfraquecendo, assim, as

ligacdes Ru-N trans a elas.
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Tabela 4.11 Comprimentos e angulos de ligacdes selecionados para os &dtomos
envolvidos na coordenacdo ao ruténio nos complexos 1 e 2. Desvio padrdo entre
parénteses.

Comprimentos de ligacdes (A) Angulos de ligacdes (°)
Complexo1l  Complexo 2 Complexo 1 Complexo 2

Rul-N1 2,04(16) 2,062(3) N2-Rul-N1  79,22(7) 80,18(10)
Rul-N2 2,05(16) 2,066(3) N4-Rul-N3  79,23(7) 79,88(10)
Rul-N3 2,04(18) 2,059(3) N6-Rul-N5  62,11(7) 62,20(12)
Rul-N4 2,05(16) 2,044(3)

Rul-N5 2,11(17) 2,131(3)

Rul-N6 2,10(18) 2,062(3)

Outros comprimentos de ligagdes e angulos relevantes na andlise estrutural dos
complexos 1 e 2 estdo selecionados na Tabela 4.12. Destaque especial para os angulos
de ligacdo do contra-ion hexafluorofosfato (PFg), observe que os angulos entre as
ligacdbes F-P-F sdao de aproximadamente 90° e 180°, valores condizentes com a
geometria octaédrica.

Na revisdo bibliografica deste trabalho destacamos que hd outras estruturas
cristalinas de complexos metdlicos com a sulfa smp. No complexo [Hg(smp):]
reportado por Garcia-Raso e colaboradores[63] o ion Hg(Il) estd coordenado a dois
ligantes smp, de modo monodentado, através dos dtomos de nitrogénio sulfonamidicos
desprotonados. No complexo [Ni(smp)(OH2)2] [61] a smp estd coordenado de modo
bidentado ao fon metdlico Ni(II), via nitrogénios do grupo sulfonamidico e anel
metoxipiridazina. Este dltimo padrdo de coordenacdo foi observado nas estruturas

cristalinas dos complexos obtidos neste trabalho.

Tabela 4.12 Comprimentos e angulos de ligacdes selecionados para os complexos 1 e 2.
Desvio padrdo entre parénteses.

Comprimentos de ligacdes (A) Angulos de ligagoes (°)

Complexo1  Complexo 2 Complexo 1 Complexo 2
$1-01 144(18) 1.436(3) 02-S1-01  11735(11)  117.9(2)
S1-02 L44(17) 1.45003) N5-S1-01  107,85(10)  107,07(17)
S1NS 1.59(18) 1.606(3) N5-S1-02  109,68(10)  109.09(18)
PI_FI 160(16) 1.589(3) F4-PI-FI  89,27(8) 90,74(19)
PLED 1.59(18) 1.590(3) FA-PI-F2  89,22(9) 91,08(18)
P1-F3 1,59(18) 1,564(3) F4-P1-F3 89,23(9) 90,41(17)
Pl_F4 161(14) 1.57503) F5-P1-F1  89.21(9) 90,09(18)
PI_FS 1.59(16) 1.5933) FS-PI-F2  89,02(11) 88,10(17)
P1-F6 1,59(15) 1,583(3) F5-P1-F4  89.89(8) 90,2(2)
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As Figuras 4.64 e 4.65 propiciam a visualizacdo da rede tridimensional de
ligagdes de hidrogénio cldssicas {O-H~O, N-H~O, N-H~N e O-H~N [119]} que
contribuem para a estabilizacdo dos complexos 1 e 2.

As geometrias das ligacdes cldssicas reportadas ao longo deste texto sao
apresentadas na Tabela 4.13.

Tabela 4.13 Geometrias das ligacdes de hidrogénio cldssicas presentes nas estruturas
dos complexos 1 e 2.

D—H---R® D—H(A) H---R(A) D---R(A) D—H---R(A)
Complexo 1

N8-H8A---O4" 0,928 1,878 2,760 157,96°
N8-H8B---02¢ 0,916 2,324 3,045 135,24°
Complexo 2

N8-H8B---02¢ 0,931 3,000 3,848 152,21°
N8-H8B---04¢ 0,931 2,226 3,037 145,09°
04-H4---02! 0,840 2,768 2,768 154,57°

a D: doador; R: receptor. Operador de simetria: ® x,y, z; ¢ 2-x-I12 +y, I2 -z, ¢ x,y, -1 +z; 41 —x, 1 -
v,2-z;fF1-x,1-y,1-z.

Estima-se que a &4gua, presente na estrutura cristalina, estd envolvida em
ligagdes de hidrogénio intramolecular com os ligantes bpy e smp (com N do anel
bipiridinico e N do grupo sulfonamidico). A molécula de dgua presente na estrutura
cristalina estd disposta de modo alternado entre as unidades assimétricas do complexo
na rede cristalina. A distancia entre os anéis da bpy e da smp € calculada em 3,739 A A
separacdo destes centroides permite inferir a presenca de interacoes n-m. Este complexo
apresenta outra importante interacdo m-m face a face eclipsada. Esta ocorre devido as
interacdes intermoleculares existentes entre distintos anéis de bpy, conforme destacado
na parte inferior da Figura 4.64. A distincia entre os centroides de bpy e bpy do
composto 1 é calculada em 3,759 A.

No complexo 2 a molécula de lcool isopropilico estd envolvida nas ligacdes de
hidrogénio. Assim como, no complexo 1, também identificamos interagdes n-m face a
face deslocada, que ocorrem entre o anel da phen e o anel da smp (Figura 4.65,
superior). Porém, neste complexo identificamos interacoes m-m face a face em
decorréncia das interagdes intermoleculares existentes entre distintos anéis de phen,
conforme destacado na parte inferior da Figura 4.65. A distancia entre os centroides de
smp e phen do composto 2 é calculada em 3,657 A, um valor maior que a distancia
entre os centroides das moléculas de phen cujo valor é de cerca de 3,392 A. Com base
nestas distancias, a ocorréncia destas interacdes sdo suportadas devido a pequena
distancia entre os centroides calculados através dos anéis phen e smp ou phen e phen

relacionadas por simetria translacional.
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E oportuno destacar que as interacdes m-m aromdticas podem ocorrer por trés
maneiras: face a face ou face a face eclipsada; face a face deslocada, e face a lado [120],
neste trabalho identificamos interagdes —n-n face a face e face a face eclipsada.

As temperaturas de decomposi¢ido dos complexos 1 e 2 foram similares, mas nao
iguais. A diferenca entre estas temperaturas pode estar correlacionada com as energias
das redes cristalinas das fases sélidas em questdo. Em termos termodindmicos, o
complexo 2 possui maior energia de rede, o que pode ser entendido como um resultado

da estabiliza¢ao tridimensional da estrutura.

Figura 4.64 Esquema representativo das interacdes intermoleculares do complexo 1, ao
longo de z-90. As interagdes de hidrogénio cldssicas entre complexo 1 e molécula de
dgua sdo esquematizadas pela linha verde tracejada. As distancias entre os centros dos
anéis de bpy e smp foram calculados e sdo exibidos através das linhas pretas tracejadas.
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Figura 4.65 Esquema representativo das interagdes intermoleculares (superior) e
intramoleculares (inferior) do complexo 2, ao longo de z+90. As interagdes de
hidrogénio classicas entre complexo 2 e molécula de dlcool isopropilico sao
esquematizadas pela linha azul. As distancias entre os centros dos anéis de phen e smp,
e phen e phen, foram calculados e sdo exibidos através das linhas pretas tracejadas.

4.1.8 Atividade citotéxica e fotocitotoxica em células tumorais (Determinacio da
ClIso)

A sensibilidade de células de leucemia miel6ide cronica, linhagem K562, aos
ligantes e aos complexos foi avaliada e a Clso determinada. Na Tabela 4.14 estdao
disponiveis os valores de Clso dos ligantes bpy, phen, smp, smz, spd, smx e ssz e dos
complexos 1 a 10. Foi possivel identificar através das curvas dose-resposta dos
compostos que a inibicdo do crescimento das células tumorais é dependente da

concentracdo. Essa dependéncia foi observada para os ligantes e complexos.
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Tabela 4.14 Valores de Clso para os ligantes bpy, phen, smp, smx e aos complexos de 1
a 10 com tempo de incubacdo de 72 horas.

Composto Clso (umol L)
bpy 29,9
phen 3,17
smp 32,13
smz >100
spd >100
Smx >100
SSZ 21,10
cis-[RuCly(bpy).] 88,00
cis-[RuCly(phen),] >100
complexo 1 3,80
complexo 2 2,00
complexo 3 7,99
complexo 4 3,99
complexo 5 6,23
complexo 6 4,05
complexo 7 21,61
complexo 8 3,90
complexo 9 9,71
complexo 10 6,46

Todos os complexos foram mais ativos que as sulfonamidas empregadas em seu
preparo. Dentre os complexos sintetizados a partir do precursor cis-[RuCl2(phen).],
apenas o complexo 2 foi mais ativo que o ligante livre phen. Embora os valores de Clso
dos complexos 4, 6, 8 e 10 ndo sejam menores do que o da phen, estes complexos se
apresentam como promissores agentes para tratamento do cancer uma vez que a phen
livre é muito toxica.

Todos os complexos sintetizados a partir do precursor cis-[RuCla(bpy)2] foram
mais ativos que o ligante livre bpy. Os complexos de 2, 4, 6, 8 e 10 mostraram-se mais
ativos que os complexos 1, 3, 5, 7 ¢ 9. A substituicdo da bpy pela phen aprimora a
atividade citotéxica do complexo. A phen possui maior extensao T, o que a torna melhor
intercalante entre os pares de base do ADN, além de os complexos formados com esse
ligante serem mais lipofilicos.

Ademais, dentre os complexos com as diferentes sulfas utilizadas, os complexos
com a smp (complexo 1 e 2) s@o os mais ativos.

A Clso da cisplatina nas mesmas condi¢des experimentais é de 1,1 umol L'
[121]. E possivel observar que apenas o complexo 2 apresenta atividade citotéxica
proxima a da cisplatina, os demais sdo significativamente menos ativos. Nas mesmas

condicdes experimentais, os valores de Clso de complexos de Bi(II) e Ga(IIl) com a ssz
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sao 21,1 e 18,6 umol L1 [79]. Comparativamente, complexos de Ru(I) com o mesmo
ligante (9 e 10) sao mais ativos na linhagem K562.

O efeito da exposicdo a luz UV-A na atividade citotéxica dos complexos 1, 2, 3,
4,9 e 10 foi investigado. Na Tabela 4.16, sao apresentados os valores de Clsp obtidos no
escuro e apos exposi¢do a luz UV-A. A irradiagcdo com luz UV-A por 5 minutos induz
um aumento significativo na atividade citotoxica destes complexos, o que € evidenciado
pelos altos indices de fotocitotoxicidade, que chega a 100 para o complexo 2.

Os complexos 1, 2, 3, 4, 9 e 10 sdo mais fotoativos que os complexos
[Ru(phen)(L)dmsoCI|PFs (L= N’-(6-oxo-1,10-fenantrolina-5(6H)-ilideno)tiofeno-2-
carbohidrazida ou N’-(6-ox0-1,10-fenantrolina-5(6H)-ilideno)furano-2-carbohidrazida),
sintetizados no grupo da professora Elene Cristina Pereira Maia, que possuem Clso de
18,00 umol L', apés irradiaciio nas mesmas condigdes experimentais [122].

Estes resultados colocam os complexos 1, 2, 3, 4, 9 e 10 como candidatos ao uso
em terapia fotodindmica.

Tabela 4.15 Valores de Clso para complexos 1, 2, 3,4, 9 e 10 com e sem irradiagdo UV-
A por 5 minutos, tempo de incubagio de 4 horas.

Indices de
fotocitoxicidade
/Clspirradiado

1 3.00+0.19 0.23 £0.01 17

2 2.00£0.10 0.02 £ 0.001 100
3 3.00£0.19 0.30£0.01 10.0
4 2.60 £ 0.10 0.25+0.01 10.4
9 2472+ 0.30 8.90 +0.16 2.78
10 8.90 +0.20 0.92 £0.01 9.67

4.1.9 Clivagem e fotoclivagem do ADN plasmidial

Uma vez que complexos metélicos podem clivar a fita de ADN foram realizados
testes de clivagem do ADN plasmidial apds exposi¢do a luz UV-A por 5, 10 e 15
minutos para complexos 1 e 2. Estes testes foram executados no grupo de pesquisa do

professor Hernan Terenzi da UFSC pelo estudante Philipe Gabriel. As condi¢des do
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meio reacional estdo indicadas na legenda de cada Figura. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata e nas Figuras estdo expostas a média destes resultados.

Os resultados desses estudos mostraram que no escuro ndo ocorre clivagem da
fita de ADN para complexos 1 e 2 (Figura 4.66). Porém, os resultados foram
promissores revelando um aumento considerdvel na fotoclivagem do ADN plasmidial
ap6s exposicdo de luz UV-A em diferentes intervalos de tempo 5, 10 e 15 minutos

(Figura 4.67).
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Figura 4.66 Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos 1 (a esquerda) e 2
(a direita) na auséncia de luz UV. Condicdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 uM;
[Tampao] = Hepes (10 mM, pH 7,0); [complexos] = 0 a 500 uM; Temperatura = 37 °C;

Tempo = 16 horas ao abrigo de luz. Eletroforese em gel de agarose. Resultados
expressos como média + desvio padrao de trés experimentos independentes.

A fotoclivagem de ADN ¢ dependente da concentracdo dos complexos 1 e 2. A
exposicdo de luz UV-A por 5 minutos ndo causou clivagem muito significativa,
conforme representado na Figura 4.67 A. Porém, apds 10 min de radiacdo (Figura 4.67
B), o complexo 1 na concentragdo de 50 uM converte cerca de 25% da forma super-
enovelada (FI) a forma circular aberta (FII). O complexo 2 € mais ativo, convertendo
aproximadamente 45% de ADN super-enovelado para a forma circular aberta nas
mesmas condi¢des. A auséncia da forma linear (FIII) significa que os complexos apenas
induzem a cisdo de uma cadeia simples na molécula de ADN. A partir de 100 uM, os
eventos de clivagem atingem a saturacdo. Apds 15 minutos (Figura 4.67 C) de
exposi¢do a luz UV-A o complexo 1 provoca cerca de 45% de clivagem de ADN
enquanto que o complexo 2 cerca de 70% de clivagem de ADN. Os percentuais de
clivagem de ADN pelos complexos 1 e 2, a 100 uM, na auséncia de luz e apds 5, 10 e

15 minutos de exposicao a luz UV, s@o apresentados na Figura 4.68.
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Figura 4.67 Fotoclivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelos complexos 1 (a esquerda)
e 2 (a direita). Condi¢des reacionais: [ADN] = 330 ng, ~ 25 uM; [Tampao] = Hepes (10
mM, pH 7,0); [complexo] = 0 a 500 uM; Tempo = 5 minutos (A), 10 minutos (B), 15
minutos (C) sob luz UV. Eletroforese em gel de agarose. Resultados expressos como
média + desvio padrdo de trés experimentos independentes.
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Figura 4.68 Comparacao da atividade de clivagem de ADN nos complexos 1 e
2 a 100 uM (em auséncia de luz durante 16 h e apds diferentes tempos de
exposicao a luz UV).

Assim, foi possivel observar que esses complexos apresentaram
atividade de clivagem ao ADN plasmidial convertendo a forma F1 em F2, sem

adi¢do de qualquer agente redutor ou oxidante.

4.1.10 Estudo de interacio dos complexos 3 e 4 com CT-ADN: anilise por
espectroscopia eletronica no ultravioleta visivel (UV-Vis)

A fim de verificar a interacdo dos complexos 3 e 4 com o ADN fizemos
titulagdes espectrofotométrica desses complexos com o CT-ADN conforme protocolo
descrito no capitulo 3 tdépico 3.2.5.2. Buscou-se ainda compreender a natureza € a
intensidade destas interacoes.

Com o prop6sito de comparar as forgcas de ligacdes entre estes complexos, a
constante de ligacao, Kb, foi calculada de acordo com a equagao:

[ADN]/ (ea - ef ) = [ADN] / (g0 - €f ) + 1/K(go - €f ), onde,
[ADN] € a concentracao do par de bases do DNA,
€a = € a relacd@o entre a absorbancia medida e a concentragdo de composto em estudo
(Aobs/[composto]);
€b = coeficiente de extingao do composto ligado ao ADN;
ef = coeficiente de extincdo do composto livre em solucdo (na auséncia de ADN). A
constante de ligacdo (Kp) pode ser obtida pela razdo da inclinag@o pela interse¢do da

reta [ADN]/(ea - €f) em funcdo da [ADN] [123].
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Segundo Firdaus e colaboradores (2008) alteragdes observadas nos espectros de
UV-vis de CT-ADN podem fornecer evidéncias de interacdes e da natureza das mesmas
[124].

Os gréficos das titulacdes espectrofotométricas dos complexos 3 e 4 com CT-
ADN sao mostrados na Figura 4.69. Observa-se que a adicdo de CT-ADN induz efeito
hipocrdomico (A=454 nm para o complexo 3 e A=449 nm para o complexo 4) nos
espectros dos compostos. Podem ser observados dois pontos isosbésticos em 355 e 476
nm para complexo 3 e em 387 e 456 nm para complexo 4. Para célculo das constantes
de ligacdo consideraram-se as variagdes nas absorvancias em A=454 nm no complexo 3
e A=449 nm no complexo 4.

As constantes de afinidade pelo ADN séo: 2,8 x 10* mol L™! para o complexo 3 e
2,5 x 10° mol L'! para complexo 4. Observe que a substituicido da bpy pela phen causa
um aumento na afinidade pelo ADN de 10 vezes. Cabe destacar, que estes valores sao
menores do que os reportados para intercaladores cldssicos e metalointercalatores [125],

tais como complexos polipiridinicos de ruténio [Ru(phen)(dppz)]**

, cujas constantes de
ligacdo sdo da ordem de 10° e 107 M [36]. Isso reflete a existéncia de interacdo

intermedidria entre esta biomolécula e o complexo de Ru(II).
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Figura 4.69 Espectros de solugdes contendo os complexos 3 (superior) e 4 (3,0 x 107
mol L) e crescentes concentracdes de ADN de 0 a 6,2 x 10 mol L' em tampdo TRIS
pH 7,2. Inferior: plotagem de [ADN]/(€a - €f) versus [ADN], A=334nm.

4.1.11 Estudo de interacio dos complexos 3 e 4 com ADN: anilise por
espectroscopia de dicroismo circular (CD)

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) é uma técnica ttil para diagnosticar
alteracdes na morfologia do ADN durante as interagdes farmaco-ADN, j4 que os sinais
de CD sido bastante sensiveis ao modo de interacdo do DNA com pequenas moléculas
[123, 126, 127].

Os complexos estudados nao apresentaram espectros de CD, pois s@o aquirais. O
espectro de CD do ADN livre é composto por uma banda positiva em 275 nm, devido
ao empilhamento de bases, e uma negativa em 245 nm, devido a helicidade direita do B-
ADN. A adi¢do do complexo 4 modificou o espectro de CD do ADN, ocorrendo um
ligeiro aumento na banda positiva e diminui¢do na banda negativa (Figura 4.70). As
mudancas induzidas pelo composto 4 sdo mais significativas, o que € compativel com
os valores de constantes de afinidade determinadas a partir de dados UV-Vis.
Alteragdes na banda positiva estdo relacionadas a interacio do tipo -7 existentes entre

os intercalantes e as bases nitrogenadas do ADN, e a alteracdo na banda negativa sdo
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decorrentes de mudanca na elipsicidade da forma B do ADN [126]. Chen e
colaboradores destacam que a intercalacio de um complexo entre as fitas do ADN

geralmente resulta em hipocromismo e batocromismo no espectro CD [127].

10 —CT-ADN
—— Complexo 3
5 —— Complexo 4

DC (mdeg)
[}

-5

-10 1

T T T T T T
240 270 300 330
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.70 Espectro de dicroismo circular de CT-DNA (1,5x10* mol L'') em 2,5x10°?
mol L! de tampdo Tris pH 7,2 na auséncia e presenca dos complexos 3 e 4 (3,9x107
mol L.

4.1.12 Estudo de interacao de complexos de Ru(II) com albumina sérica bovina

No processo de planejamento de um novo medicamento uma etapa inicial
envolve o estudo de interacdo dos farmacos com proteinas, como por exemplo a
albumina. A albumina, no organismo humano, € responsavel por armazenar, transportar,
metabolizar e excretar ampla gama de ligantes exdgenos e enddgenos através da
formacdo de adutos. Entre albuminas disponiveis no mercado, a do soro bovino (BSA)
tem sido muito empregada em estudos biomiméticos, devido a sua estabilidade,
disponibilidade, baixo custo e semelhanca estrutural com a albumina humana (HSA)
[128]. A estabilidade da ligacdo de um composto a albumina sérica € importante para
estimar a sua utilidade como agente terapéutico. Os niveis de dose eficazes para um
farmaco devem basear-se no nivel de fairmaco nao ligado na circulagao porque a ligagao
a albumina sérica impede a ligacdo ao seu receptor.

Em solucdo, a BSA exibe forte sinal fluorescente, devido aos dois residuos de
triptofano, Trp134 e Trp212, com maximo em 340 nm, quando excitada em 280 nm. A
adicao de complexos provoca uma extin¢cdo nesta banda, indicando que os complexos

interagem com a proteina [19, 27, 128]. Deste modo, a interacdo dos complexos 1 a 10
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com a BSA foi investigada por espectroscopia de fluorescéncia. Cabe destacar que os
complexos 1 a 10 ndo sdo fluorescentes na mesma regido que a BSA. As mudancas
espectrais nas titulacdes de BSA com os complexos 1 a 10 podem ser observadas nas
Figuras 4.71 e 4.72.

A partir destes resultados foi possivel determinar a constante de ligacdo dos
complexos 1 a 10 com BSA. A intensidade de fluorescéncia relativa é diretamente
proporcional a concentracdo do quencher (complexos 1 a 10). Os dados de fluorescéncia
foram analisados com a ajuda da equagdo de Stern-Volmer, Fo/ F=1 + kquo [Q] = 1 +
Ksv. Em que F.e F sdo as intensidades relativas de fluorescéncia da BSA na auséncia e
presenca do supressor, respectivamente. k, é a constante de velocidade bimolecular de
quenching, t.é o tempo de vida médio do fluoréforo na auséncia de quenching (10%s),
[Q] € a concentracdo do quenching, e o produto kt € conhecido como constante de
Stern-Volmer (K.). Assim, usando a equagdo de Stern-Volmer foi possivel obter as retas
apresentadas nas Figuras 4.72 e 4.73, sendo que o coeficiente angular de cada reta

representa a constante de associacdo composto-BSA (Kyv) [19, 128].
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Figura 4.71 Interacdes dos complexos 1, 2, 3 e 4 com albumina sérica bovina.
Espectros de emissio de fluorescéncia da BSA (1,0 x 10 mol L!: Aexcitacio = 280
nm) na presenga de concentragdes crescentes dos complexos. Relagdo molar
complexo-BSA variando de (a= 0, b=1,66, c=1,65, d=4,95, e=6,57, f=8,19, g=9.8,
h=11,4, 1=12,9, j=14, 5, 1=16,1). Reta inserida: plotagem de [(Fo-F)-1] vs

[complexo].
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Figura 4.72 Interagdes dos complexos 5, 6, 7, 8, 9 e 10 com albumina sérica bovina.
Espectros de emissdo de fluorescéncia da BSA (1,0 x 10° mol L' Aexcitagdo = 280
nm) na presenca de concentragdes crescentes dos complexos. Relacdo molar
complexo-BSA variando de (a= 0, b=1,66, c=1,65, d=4,95, e=6,57, {=8,19, g=9,8,
h=11,4,1=12,9, j=14, 5, 1=16,1). Reta inserida: plotagem de [(Fo-F)-1] vs [complexo].
Conforme apresentado anteriormente, a afinidade de compostos pela BSA € um
parametro muito relevante para o design de novos farmacos Este parametro pode ser
obtido pela equacdo log{(F.— F)/F} = logK + nlog[Q], na qual K. é a constante de
associacdo, n € o numero de sitios de ligacdo e [Q] € a concentracdo do complexo de

ruténio [128]. A partir dessa equagdo, foram construidos os gréficos de log{(F-F)/F} em
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1617  funcdo do logaritmo da concentracdo do complexo, conforme representados nas Figuras
1618  4.73 a4.77.
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Figura 4.73 Graficos de log{(F-F)/F} versus log[Q], para os complexos 1 (esquerda),
e 2 (direita).
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Figura 4.74 Graficos de log{(F-F)/F} versus log[Q], para os
complexos 3 (esquerda), e 4 (direita).
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1621  Figura 4.75 Gréficos de log{(F-F)/F} versus log[Q], para os complexos 5 (esquerda), e
1622 6 (direita).
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Figura 4.76 Gréficos de log{(F-F)/F} versus log[Q], para os complexos 7 (esquerda),
e 8 (direita).
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1624  Figura 4.77 Gréficos de log{(F-F)/F} versus log[Q], para os complexos 9 (esquerda), e
1625 10 (direita).
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Os valores de constante de velocidade bimolecular de quenching (kq), Stern-
Volmer (Ksv), as constantes de ligacdo (Kb) e o ntimero de sitios de ligacdo obtidos para
os complexos 1 a 10 estdo listados na Tabela 4.16. Para a extin¢cao dindmica, a constante
de extingdo de colisdo de dispersdo maxima de vdrios quenching (kq), é 2,0 x 100 L
mol™ s [129]. Como os valores de kq calculados sdo muito maiores do que isso, a
extin¢ao da fluorescéncia de BSA pelos complexos 1 a 10 é provavelmente devido a um
mecanismo de extin¢ao estatica.

Estudos de interacdo da BSA e complexos de ruténio com ligantes N-
heterociclicos ja foram relatados [19, 27, 128, 130, 131, 132, 133, 134]. Estes estudos
reportaram que as constantes de Stern-Volmer (Ksv) e as constantes de ligacao (Kp) sdo
da ordem de 10* e 10° L mol’!. Portanto, os valores das constantes de interacdo BSA-
complexos, obtidos no presente trabalho, sdo comparaveis a outros valores descritos na
literatura para complexos de ruténio.

As constantes de ligagdo obtidas (Kp), apresentadas na Tabela 4.16, mostraram
que o complexo 2 tem uma maior afinidade para BSA. Para todos os compostos, o
nimero de sitio ligante é aproximadamente 1, evidenciando, assim, que apenas uma
molécula do complexo de ruténio estd inserida nos arcaboucos proteicos (Tabela 4.16).

A constante de ligacdo de um composto a albumina sérica bovina deve ser
suficientemente elevada para garantir o seu transporte e distribuicdo mas
suficientemente baixa para assegurar que o composto serd liberado para atingir o seu
alvo farmacolégico [135]. As constantes de ligacao dos complexos 1 a 10 estdo entre

8,19 x 10* e 2,47 x 10° L mol™.

Tabela 4.16 Constantes de Stern-Volmer (Ksv), constante de velocidade bimolecular de
supressao (kq), constante de ligagao (Kb), niimero de sitios de ligacdo (n) e coeficientes
de determinaciio da regressdo linear (R?) para a interacdo dos complexos de ruténio(Il)
de ligantes mistos.

compostos Ky (L mol ™) kq (L mol! s71) Ky (L mol ™) n R?
complexo 1 1,02 x 10° 1,02 x 1013 4,50 x 10* 0,99 0,9733
complexo 2 1,28 x 10° 1,28 x 1013 1,52 x 10° 0,99 0,9793
complexo 3 1,63 x 10° 1,63 x 1013 6,38 x 10° 1,00 0,9816
complexo 4 2,07 x 10° 2,07 x 1013 2,26 x 10° 1,00 0,9949
complexo 5 4,20x 10* 4,20 x 102 2,87 x 10* 0,98 0,9963
complexo 6 1,43 x 10° 1,43 x 10'2 1,89 x 10° 1,00 0,9822
complexo 7 1,30 x 10° 1,30 x 10" 1,30 x 10° 1,00 0,9997
complexo 8 2,14 x 10° 2,14 x 1013 1,11 x 10° 1,00 0,9578
complexo 9 1,69 x 10° 1,63 x 1013 9,61 x 10° 0,89 0,9588

complexo 10

1,09 x 10°

1,09 x 1013

9,78 x 10*

1,00

0,9942
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Com relagdo a terapia fotodinamica, a irradiagcdo de um agente fotoativador na
presenca de oxigénio gera espécies reativas de oxigénio (como o anion radical
superéxido (O2 e—), o dioxigénio singleto (0.), o radical hidroxil (HOe ) e o peréxido
de hidrogénio (H>O»), que degradam macromoléculas bioldgicas, causando a morte
celular [6,18]. Visando avaliar a possibilidade do envolvimento de proteinas no
mecanismo da fotocitotoxicidade dos complexos, a BSA foi usada como proteina
modelo. Foram registrados espectros de emissao de fluorescéncia de solu¢des de BSA
na auséncia e presenga dos complexos 3, 4, 9 e 10, no escuro e apds 30 minutos de
irradiacdo com luz UV-A, Figuras 4.78 e 4.79. Pode-se observar que, nas condi¢des
experimentais utilizadas, a albumina livre ndo € significativamente danificada nem pela
irradiacdo. Foi verificado ainda que, na concentraciio de 1 x 10 mol L', a adicdio dos
complexos ndo altera a emissao de fluorescéncia da BSA na auséncia de irradiagdo.

Apo6s exposi¢do por 30 min a luz UV-A, a albumina € danificada pelos
compostos de ruténio. A concentracdo de BSA danificada foi determinada por: [BSA
danificada] = (Fo — F/Fo) x [BSA]o, onde Fy € intensidade de fluorescéncia de BSA sem
adicao dos complexos 3, 4, 9 e 10, Fo € a intensidade de fluorescéncia apés adi¢ao dos
complexos e [BSA]y é a concentragdo inicial de BSA (1,0 x 10 M). Os valores de
concentra¢io de BSA fotodanificada pelos complexos 3, 4, 9 e 10 foram 2,24 x 107,
4,09 x 107, 5,23 x 10% e 3,79 x 107 M, respectivamente. Pode-se observar na Figura
4.80 que o efeito fotodanificador do complexo 4 € o mais pronunciado causando uma

quebra de 41 % da albumina.
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Figura 4.78 Efeito da irradiacdo na fluorescéncia da BSA e dos complexos 3 e 4. A

solucdo de amostra contendo 1,0 x 10® M dos complexos 3e 4 e 1,0 x 10° M BSA em

tampdo Tris (pH 7,2) foi irradiada durante 30 min, Aexcitagio = 365 nm.
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Figura 4.79 Efeito da irradiacdo na fluorescéncia da BSA e dos complexos 9 e 10. A
solucdo de amostra contendo 1,0 x 10°® M de complexos 9e 10 e 1,0 x 10° M BSA em

tampao Tris (pH 7,2) foi irradiada durante 30 min, Aexcitagio = 365 nm.
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1676  Figura 4.80 Fotodegradacio da BSA pelos complexos de ruténio(Il). [complexo] =
1677 [BSA]=1,0x 10°M (pH 7,2). Tempo de irradiacio = 30 min, Aexcitaczo = 365 nm.

1678  4.1.13 Estudo de interacao dos complexos 1, 2, 3, 4, 9 ¢ 10 com dominio Abl-SH3:
1679  analise por espectroscopia de fluorescéncia

1680

1681 Uma vez que a acdo biolégica de um farmaco envolve a interacdo do mesmo a
1682  uma macromolécula (receptor bioldgico), tipicamente uma proteina de alguma via
1683  bioquimica associada a uma condicdo da doenca ou disfungdo em humanos, é
1684  necessario ampliar o estudo da afinidade de um candidato a farmaco com proteinas. Na
1685  leucemia mieldide crénica (LMC), uma alteracdo genética conduz a fusdo dos genes
1686 BCR e abl, que em conjunto codificam para uma forma desregulada de Abl tirosina

1687  quinase, que € responsavel pelo desenvolvimento de LMC. A atividade da quinase Abl é
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regulada negativamente pelos dominios de homologia Src 2 e 3, SH2 e SH3,
bloqueando a proteina em um estado inativo [136]. Conforme relata Buschbeck e
colaboradores a proteina Abl opera como um regulador negativo do crescimento celular
€ se associa a genes supressores tumorais [136].

Como ja mencionado no capitulo 2, complexos metdlicos de Ru(Il) foram
sintetizados com proposito de serem ativos contra células de leucemia mieldide cronica,
linhagem K562. Nesse sentido, a interacdo dos complexos 1, 2, 3, 4, 9 ¢ 10 com a
proteina Abl-SH3 foi investigada por espectroscopia de fluorescéncia. As mudancas
espectrais nas titulacdes de Abl-SH3 com estes compostos sdo apresentadas na Figura
4.81. A adicdo dos complexos provoca uma diminui¢do na intensidade da emissdo de
fluorescéncia centrada em 350 nm, quando excitada em 280 nm, indicando que os
complexos interagem com a proteina Abl-SH3. Cabe destacar que, para os complexos 1,
2,3,4,9 ¢ 10, ndo foram registradas bandas na regiao onde a Abl-SH3 exibe forte sinal
fluorescente.

Para determinar a constante de associacdo entre complexos e proteina Abl-SH3
usou-se a equacdo log{(Fo — F)/F} = logK, + nlog[Q]. A constante de associacdo dos
complexos 1, 2, 3, 4,9 e 10, sdo 1,50 x 10°, 2,50 % 10°, 9,78 x 10%, 7,99 x 10°, 4,16 x
10* e 4,02 x 10° L mol’!, respectivamente.

Cabe destacar que este estudo foi realizado pela primeira vez, deste modo nao €
possivel correlacionar as constantes de associacdo dos complexos de Ru(Il) a dados da

literatura.
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Figura 4.81 Interacdes dos complexos 1, 2, 3, 4, 9 e 10 com a proteina Abl-SH3.
Espectros de emissao de fluorescéncia da Abl-SH3 (1,0 x 10° mol L Aexcitagdo =
280 nm) na presenca de concentracdes crescentes dos complexos. Relacdo molar
complexo- AbI-SH3 variando de (a= 0, b=2,00, ¢=3,96, d=5,92, e=7,87, £=9,80,
g=11,7, h=13,61, i= 15,5, j=17,37, 1=19,2). Reta inserida: plotagem de log{ (Fo-F)/F}
versus log[complexo].
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4.1.14 Estudo da interacio do dominio Abl-SH3 via RMN de 'H

A estrutura da proteina c-Abl é constituida pelos dominios regulatérios SH3 e
SH2, o dominio catalitico com atividade tirosina kinase (SH1), o dominio de liga¢ao ao
ADN, as sequéncias ricas em prolina (PxxP) e o dominio de ligacdo a F-actina [137].

Foram realizados ensaios de interagdo do complexo 2 com o dominio Abl-SH3
(Figura 4.83). A interacdo foi mapeada utilizando-se a perturbac¢do de desvio quimico
(CSP) observada no espectro de correlagio heteronuclear 'H-'>N de Abl-SH3 marcado
com SN. Quatro residuos apresentaram CSP maior que a média mais o desvio padrio de
todos os CSP's: T79, G97, W99 e Y115. Esses residuos estdo destacados em magenta na
Figura 4.82.

O dominio SFK-SH3 é um alvo em potencial para o desenvolvimento de
inibidores seletivos. Entretanto, os inibidores seletivos de desenvolvimento de SH3 sao
dificultados pela conservacdo de sequéncias primdrias elevadas entre dominios SH3 de
diferentes SFK. Deste modo, muitos esfor¢os centralizados na descoberta de novos
farmacos altamente especificos interagindo com o dominio SH3 estdo sendo feitos.
Recentemente, Vohidov, F e colaboradores mostraram que conjugados de rédio(II),
aumentam consideravelmente a inibicdo do dominio SH3 da familia Lyn, Lkc e Abl Src
via peptideos especificos formulados a partir de diferentes parceiros protéicos [138].
Estes autores demonstraram ainda que a adi¢ao do centro conjugado de rédio(II) dobrou
a afinidade dos peptideos para SH3. Especificamente, para Abl-SH3 o metalopeptideo
produzido a partir de peptideo P40 com a adicdo de um centro de rédio(Il) diminui a
constante de dissociagdo, Kd, de 0,40 um para 22 nm [139].

Nossos resultados representam o primeiro estudo focando a interacdo de Abl-
SH3 com um complexo de ruténio(Il), que pode ser combinado com outros compostos,

como peptideos e peptdides para formular inibidores de Abl-SH3 mais eficientes.
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Figura 4.82 (A) Coeficiente de perturbacdo do deslocamento quimico (CSP, sigla em
inglés) em funcdo da sequéncia primdria ABL-SH3. Os valores de CSP foram
calculados a partir da diferenca dos valores de desvio quimico 'H e >N nos espectros
HSQC 'H-""N de ABL-SH3 marcado com >N em solugio com o Complexo 2. A linha
de corte, cor magenta, € a soma do valor médio e o desvio padrdo, ambos calculados
utilizando todos os valores de CSP. (B) Os residuos com CSP superior ao valor de corte
foram coloridos em magenta na estrutura cristalina de ABL-SH3 (PDB ID: 4JJC). As
cadeias laterais desses residuos também sao destacadas.
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1759 CAPITULO 5

1760 RESULTADOS E DISCUSSAO: COMPLEXO DE RUTENIO(II) COM A

1761 SHYD E BYP

1762
1763 Neste capitulo, serd descrita a sintese, caracterizacdo e atividade antitumoral

1764  (Clsp) de um complexo inédito de Ru(Il). As seguintes técnicas foram usadas na
1765  caracterizacdo deste complexo: andlise elementar, temperatura de decomposi¢do,
1766  medida de condutividade, espectroscopia de absor¢dao na regido do infravermelho,
1767  espectroscopia eletronica no ultravioleta visivel (UV-Vis), espectroscopia de
1768  fluorescéncia, espectroscopia de massa e espectroscopia de ressondncia magnética

1769  nuclear de 'H.

1770 5.1 Complexo com a hidrazida do acido tiofenocarboxilico

1771 Complexo 11- [Ru(bpy)2(shyd)](PFe)2, [Ru(Ci10HgN2)2(CsHsN20S)](PFe)2

1772 5.1.1 Andlise elementar, condutimetria e temperatura de decomposicao

1773 Os dados referentes aos teores de carbono, hidrogénio e nitrogé€nio, a
1774  condutividade [Am(uS/cm)] e temperatura de decomposi¢cdo do complexo 11 estdo
1775  listados na Tabela 5.1.

1776 A condutividade do complexo 11 em solugiio 1,0 x 10 mol L! em nitrometano
1777  foi de 177,06 ohm™ cm 2 mol'!. Este valor est4 de acordo com a faixa de referéncia para
1778  eletrélitos 2:1 (150-180 ohm™ cm? mol™!) [96]. O resultado da andlise elementar desse
1779  complexo estd em correspondéncia com a férmula molecular proposta. Esses dados sao
1780  coerentes com a substitui¢do de dois ligantes cloretos do complexo precursor ([RuCl,
1781  (bpy)2]-2H20 pelo ligante shyd, de acordo com a equacdo genérica representada na
1782  Figura 5.1.

1783  Tabela 5.1 Dados das anélises elementares, medidas de condutividade e temperatura de
1784  decomposicao do complexo 11.

Complexos %C %H %N  Amohm™ cm 2 mol! Decomposi¢io

[Ru(C;oHsN3)2(CsHegN2OS)](PFe), (11)

MM=845,05 g mol!

experimental 35,53 2,62 9,60 177,06 235-237
calculado 35,50 2,61 9,93
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Figura 5.1 Esquema representativo da equacgdo genérica para obter complexo 11

5.2 Espectroscopia de absorc¢ao na regiao do infravermelho

A espectroscopia vibracional também foi empregada para auxiliar na atribui¢do
dos sitios de coordenacgao dos ligantes shyd e bpy ao ion metalico ruténio(II).

As atribuicdes do ligante shyd foram feitas com base em trabalhos anteriores
[83, 86-87]. O espectro de absorcdo da shyd (Figura 5.2) apresenta absorcao
caracteristica na regido 3478 e 3416 cm™' atribuida aos estiramentos assimétrico e
simétrico V(NHz). As bandas 3110 a 3028 cm™ correspondem ao estiramento vC-H.
Ainda neste espectro é observada absorcdo atribuida a VNN na regido 942 cm™'. A banda
em 1622 cm™! € atribuida a vibracdes de estiramento vC=0 do grupo carbonila. A banda
atribuida ao estiramento vC=0 da carbonila é de fundamental importincia, uma vez que
uma alteracdo em relacdo ao deslocamento para menor comprimento de onda no

complexo € indicativo de coordenagdo do oxigénio carbonilico ao fon metalico.
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Figura 5.2 Espectro de absorcdo na regido do infravermelho da shyd.

Na Figura 5.3, estd representado o espectro de absor¢cdo na regido do
infravermelho do complexo 11. A banda caracteristica do vC=0 da carbonila deslocou-
se de 1622 cm™ no ligante livre para 1644 cm™ no complexo 11. Observou-se também
um deslocamento das bandas caracteristicas dos estiramentos assimétrico e simétrico
v(NH,). No ligante livre as bandas vosNH2 e viNH; estdo em 3478 a 3416 cm™!, enquanto

que no complexo 11 tais bandas estdo em 3438 e 3406 cm™! Estes resultados indicaram
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o envolvimento do oxigénio da carbonila e do nitrogénio aminico na coordenagio ao fon
metélico.

No entanto, o ifon metélico também estd coordenado a dois ligantes bpy. Os
modos vibracionais 1578 a 1414 caracteristicos dos estiramentos vC=C e C=N do
ligante bpy sd@o representados no complexo 11 através das quatro bandas intensas entre
1644 a 1446 cm™.

Conforme mencionando no capitulo 4, o fon PF¢ livre tem simetria O, € as
vibragdes v3 e v4 (F1,) sdo ativas no infravermelho [110]. O modo de estiramento v3
(F14) aparece como uma banda forte em 842 cm™' e 0 modo v4 (F1,) é observado 558 cm’
"indicando a presenga de um fon PFs~ no complexo 11.

Desta maneira, propde-se que o Ru(Il) se liga a uma molécula de shyd, que atua
como ligante bidentado, através de dois dtomos de nitrogénio e a duas moléculas de bpy

através dos nitrogénios azometinos.
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Figura 5.3 Espectro de absor¢ao na regido do infravermelho para o complexo 11.

5.3 Espectroscopia eletronica no ultravioleta visivel (UV-Vis)

O espectro de absor¢do na regiao UV-vis do complexo 11 com seus respectivos
ligantes estao representados na Figura 5.4.
O ligante shyd apresenta uma banda em 246 nm com um ombro em

aproximadamente 267 devida as transicoes m-n* do anel tiofeno. Sobre o espectro
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eletronico do ligante bpy pode-se observar uma banda em 280 nm caracteristica de
transi¢oes m-mt* [122].

O complexo 11 apresenta trés importantes bandas em 243 nm, 291nm e 491 nm.
As duas primeiras sdo referentes as transi¢des n-n* dos ligantes shyd e bpy e a banda
em 351 € devido as transi¢des n—n* da shyd. A absorcao em 492 nm pode ser atribuida a
uma transicdo de transferéncia de carga do metal para o ligante (TCML, d-n*). O valor
de Amsx do complexo 11, em 492 nm, indica que a substitui¢do dos cloretos por shyd
resulta no deslocamento da banda TCML, uma vez que o precursor (cis-
[RuCl2(bpy)2]-2H20 apresenta banda centrada em 556 nm. O valor obtido para a banda
de absorcdo, atribuida a TCML no complexo 11, estd concordante com os valores
obtidos para os complexos de 1 a 10 e para outros [113, 114, 115, 116] complexos de
ruténio.

A estabilidade do complexo em solucdo aquosa foi estudada por
espectrofotometria na regido UV-Vis. Espectros eletronicos do complexo 11 (Figura

5.4) ao longo dos tempos de 1, 5 e 24 horas, mostram que ndo foram observadas

mudancas significativas. Isto reflete a estabilidade do complexo 11 em solug¢do aquosa.

1,0 1,0

0.8 |

0,8
’ ——Complexo 11 YW m
Nu,, ‘ N~

& — —bpy 8 o
S 0,6 =—=shyd 2 0,6+ s
€ ’ § 7 M‘\JM\L%
g E H e
2 J 4 J
£ 04 2 o4

0.2 0.2
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0,0 0,0
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250 300 350 400 450 500 550 600 250 300 350 400 450 500 550 600

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 5.4 A esquerda, espectro eletronico de solugdes 3,0 x 10 mol L' dos ligantes
bpy e shyd e complexo 11 em tampdo Hepes pH 7,2, e a direita, espectro eletronico de
solucdes 3,0 x 10 mol L' do complexo 11 em tampdo Hepes pH 7,2 com variagio de
tempo em 1, 5 e 24 horas.

5.4 Espectroscopia de fluorescéncia

No espectro de emissao de fluorescéncia do complexo 11 foram registradas duas
bandas em 550 e 712 nm, quando excitado no comprimento de onda referente 8 TCML
em temperatura ambiente (Figura 5.5).

A intensidade da banda de emissao de fluorescéncia do complexo 11 é similar

aquela observada no complexo 1.
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Figura 5.5 Espectro de fluorescéncia do complexo 11 (5,0x 10 mol L™, Aexcitacdo =
492 nm) em tampao hepes pH 7,2 a temperatura ambiente.

A intera¢do do complexo 11 com albumina sérica bovina (BSA) foi investigada
por espectroscopia de fluorescéncia.

As mudancas espectrais na titulacdo da BSA, em pH 7,4, com o complexo 11
estdo ilustradas na Figura 5.6. Similarmente aos complexos 1 a 10, foi possivel
identificar a supressao do sinal fluorescente dos triptofanos, indicando que o complexo
11 interage com a proteina. Além disso, o complexo ndo apresenta banda de emissdo em
340 nm, quando excitado em 280 nm.

Empregando-se a equacao de Stern-Volmer (FFo=1+Ks [Q]) foi possivel obter a
reta apresentada na Figura 5.6 (2 esquerda), sendo que o coeficiente angular desta reta
representa a constante de associagdo composto-BSA (Ksv) [128]. Para o sistema BSA-
complexo 11 o valor de Ky é 1,31 x 10° L mol™.

A afinidade deste composto com a BSA foi estimada pelos valores da constante
de associacdo e pelo nimero de sitios ocupados pelo composto na estrutura proteica.
Esses parametros podem ser obtidos pela equacdo log{(Fo — F)/F} = logKy + nlog[Q]
[128]. A partir dessa equagdo, construiu-se o grafico de log{(Fo-F)/F} em funcdo do
logaritmo da concentracdo do complexo, conforme representados nas Figuras 5.6 (a
direita). Os resultados da supressdao da fluorescéncia permitiram estimar a constante de
ligacdo (Kb) deste complexo, cuja a ordem de grandeza é 1,01 x 10° L mol!. O nimero
de sitio ligante é aproximadamente 1, evidenciando, assim, que apenas uma molécula do

complexo 11 estd inserida nos arcabougos proteicos.
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Como o valor de kq calculado (1,31 x 10" L mol™ s!') ¢ muito maior que 2,0 x
109 L mol! s! [129], a extingdo da fluorescéncia de BSA pelo complexo 11 ocorre
através de um mecanismo de extin¢do estdtica [128].

O valor da constante de interacio BSA-complexo, obtido para o complexo 11, é
compardvel com os valores descritos para os complexos de 1 a 10, e para outros
complexos de ruténio com ligantes mistos descritos na literatura [19, 27, 128, 130, 131,

132, 133, 134].
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Figura 5.6 Interacio do complexo 11 com albumina sérica bovina. Espectros de
emissio de fluorescéncia da BSA (1,0 x 10 mol L'!: Aexcitacdo = 280 nm) na presenca
de concentracdes crescentes do complexo. Relacdo molar complexo-BSA variando de
(a= 0, b=1,66, c=1,65, d=4,95, e=6,57, f=8,19, g=9.8, h=11,4, i= 12,9, j=14, 5, 1=16,1).
Reta inserida: plotagem de [(Fo-F)-1] vs [complexo]. Graficos de log{(Fo-F)/F} versus
log[Q] (a direita).

5.5 Ressonincia magnética nuclear de hidrogénio RMN de 'H

Foram registrados espectros de RMN de 'H do complexo 11 em dmso-ds a fim
de auxiliar na proposicao do sitio de coordenagdo dos ligantes bpy e shyd ao ruté€nio(II).
O espectro de RMN de 'H da shyd também foi obtido em dmso-ds.

As atribui¢des dos sinais de RMN de 'H da shyd foram feitas com base no
trabalho de Viswanathan e colaboradores [87]. Os sinais correspondentes aos
hidrogénios H8, H7, H3 e HS5 e H1 estdo em 6 4,46 (NH>), 9,75 (NH), 7,71 (H3 e HS) e
7,12 (H1) (Figura 5.7).
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Figura 5.7 Espectro de RMN de 'H do ligante shyd, (CsHsN20S), em dmso-de a 298K,
400 MHz.

As caracteristicas dos espectros de RMN de 'H do complexo 11 sdo consistentes
com a proposta de coordenagdo do centro metdlico Ru(Il) ao ligantes shyd e bpy.
Embora a atribuicio de todos os sinais dos espectros de RMN de 'H do complexo 11
seja muito dificil devido a sobreposi¢do de sinais na regido de prétons pertencentes a
sistemas aromaticos, foi possivel a partir desses espectros obter algumas informagdes
importantes a respeito dos sitios de coordenagao.

No espectro de RMN de 'H do complexo 11 foi possivel identificar os 22
prétons para a estrutura proposta [Ru(CioHsN2)2(CsHeN20S)](PFe)2, os 16 prétons dos
dois ligantes bpy, os 3 prétons do anel de tiofeno, 1 préton do grupo NH e os 2 prétons
do grupo NH da hidrazida (Figura 5.8 e Tabela 5.2). E possivel observar que o sinal em
0 4,46 dos prétons do grupo NH> na hidrazida livre sofreu um importante deslocamento
no complexo 11. Outro indicativo que refor¢a a coordenagao do ion metélico a hidrazida
¢ a presenca do sinal em o 12,35 referente ao préton do grupo NH da shyd. Este sinal
sofreu considerdvel deslocamento em relacao ao ligante livre shyd. Ainda neste espectro

ocorre a presenca de um sinal intenso de moléculas de 4gua absorvidas pelo dmso-de em

0 3,36.
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1916  Tabela 5.2 Atribui¢des dos sinais de RMN de 'H do complexo 11 em dmso-d6 a 298K,
1917 400 MHz.
Atribuicdo o/ppm (complexo 11)
integral
H32 (NH) 12,35 (1)
H26 9,75 (1)
H5 e H2 8,82 (2)
H24 e H17 8,70 (2)
H11 e H7 8,65 (2)
H25 e H19 8,25 (2)
H6, H18, H23 e | 7,92 (4)
H13
H4 e H9 7,85 (2)
H21 e H16 7,53 (2)
H28 e H30 7,56 (2)
H33 (NH>) 7,12 (2)
1918
J j|
16 15 14 13 12 11 10 9 8§ 6 2 1 0 1 2 3 -4
f1(ppm)
1919
1920  Figura 5.8 Espectro de RMN de 'H do complexo [Ru(bpy)zshyd](PFe)2, em dmso-ds a
1921 298K, 400 MHz.
1922 5.6 Espectrometria de massas
1923 Nas Figuras de 5.9 a 5.11 estdo apresentados os espectros de massas no modo
1924 positivo e as distribui¢des isotopicas experimentais e simuladas para o complexo 11.
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Na Figura 5.9 estd representado o espectro de massas ESI-MS no modo positivo
correspondente a espécie [Ru(C1oHsN2)2(CsHsN20S)]*!, complexo 11. Pela expansio do
espectro de ESI-MS do complexo [Ru(bpy)xshyd)]*! foi possivel identificar um pico
principal em m/z 555,0177 atribuido a espécie [Ru(C10HsN2)2(CsHsN20S)]*!, cujo valor
calculado corresponde a 555,0541. A distribuic¢do isotdpica experimental (Figura 5.10)
estd em boa concordancia com a distribui¢do isotépica calculada (Figura 5.10).

Além do pico base foi observado o pico i6nico (Figura 5.11) com m/z =
278,0147 correspondente ao complexo [Ru(C1oHsN2)2(CsHeN20S)]H (MM=555,63). Os
valores de abundancia relativa indicam que o complexo 11 estd disponivel em maior
quantidade em solu¢do de acetonitrila:acetona (1:1) na forma monovalente. Na Figura
5.11 estd representada a distribuicdo isotOpica calculada para o pico idnico. Um
comparativo entre as distribui¢des isotdpicas, experimental e calculada (Figura 5.11),

mostra correspondéncia entre os valores experimental e calculado.
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Figura 5.9 Espectro ESI-MS em solug¢ao acetonitrila:acetona (1:1) do complexo 11.
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Figura 5.10 Distribui¢do isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(CsHsN20S)]*! em solugio acetonitrila:acetona (1:1).
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Figura 5.11 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(CsHsN20S)]*2 em solucdo acetonitrila:acetona (1:1).
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5.7 Atividade citotoxica em células tumorais (Determinacao da Clso)

O efeito do complexo 11 no crescimento de células tumorais foi estudado. O
composto inibiu o crescimento das células de leucemia mieldide cronica com um valor
de Cls0=12,94 pmol L', enquanto que os ligantes bpy e shyd apresentaram
respectivamente valor de Cls50=29,9 umol L' e ClIso >200 umol L. Deste modo, o
complexo 11 € mais ativo que os ligantes livres, porém menos ativo que os complexos

de ruténio coordenados as sulfas (1, 2, 3, 4, §, 6, 8, 9 e 10) apresentadas no capitulo 4.
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CONCLUSAO

Ru(Il) forma complexos do tipo [Ru(a-o diiminas)>L](PFs) com os seguintes
antibidticos L: hidrazida do 4cido 2-tiofenocarboxilico, sulfametoxipiridazina,
sulfametoxazol, sulfametizol, sulfassalazina e sulfapiridina. Em todos os complexos, a
relacdo metal : quimioterdpico antimicrobiano € de 1:1. Os complexos que apresentam
sulfas em sua estrutura sdo eletrélitos 1:1, enquanto que aquele coordenado a shyd é
eletrélito 2:1. A esfera de coordenagdo em torno do ion metdlico é octaédrica distorcida
em todos os complexos. A caracterizacdo estrutural, via difracdo de raios X de
monocristal, dos complexos [Ru(bpy).smp](PFs) e [Ru(phen),smp](PFs) possibilitou a
previsdo dos sitios de ligacdo e geometria de coordenacdo nos complexos de 3 a 8.
Essas proposicoes foram feitas baseadas também no estudo de espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho e RMN de 'H. Estudos por espectrometria de
massas mostraram que os complexos estdo presentes em solugdo. Assim foi possivel
estabelecer que nos complexos de 1 a 8 o Ru(Il) estd coordenado as sulfas através do
nitrogénio sulfonamidico desprotonado e do nitrogénio do anel heterociclico. Nos
complexos de spd, smz, smx e smp, o Ru(Il) estd coordenado as sulfas através do
nitrogénio sulfonamidico desprotonado e do nitrogénio do anel heterociclico; nos
complexos de ssz o ruténio estd coordenado aos oxigé€nios do carboxilato bidentado; e
no complexo da shyd, ao oxigénio da amida e ao nitrogénio da amina. Além disso, em
todos complexos, o fon Ru(Il) coordena-se a duas moléculas de o,o-diiminas pelos
nitrogénios azometinos.

Titulagdes espectrofotométricas entre ADN e complexos 3 e 4, usando
espectroscopia eletronica no ultravioleta visivel e espectroscopia de dicroismo circular,
evidenciaram a ligacdo do complexo ao ADN por interagdo eletrostitica ou via
intercalacdo.

Todos complexos ligam-se a albumina de soro bovino com uma afinidade de
ligacdo moderada.

Todos os onze complexos inibem o crescimento de células de leucemia mieldide
cronica, linhagem K562, de modo dependente da concentracdo. A coordenagdo do
ruténio (II) aos antibidticos aumentou a atividade citotéxica pois os complexos sao mais
ativos que as sulfonamidas e hidrazida livres. Os complexos que foram sintetizados a
partir do precursor cis-[RuClx(phen):] revelaram-se mais ativos do que os sintetizados a

partir do precursor cis-[RuClz(byp)2] o que mostra que a substituicdo da bpy pela phen
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leva a um aumento na atividade citotéxica. Dentre estes complexos, o 1 e 2 foram os
mais ativos. A exposi¢do a luz UV-A causa um aumento na atividade citotoxica, sendo
este aumento muito significativo para o complexo 2, de cerca cem vezes. Os complexos
1 e 2 foram incapazes de clivar o ADN em condi¢des escuras, mas sob luz ultravioleta
atingiu-se até 70% de clivagem. Além disto, os complexos 3, 4, 9 e 10 fotodegradam a
albumina sérica bovina. Isso indica que esses complexos sdo potenciais candidatos a
serem usados na terapia fotodinamica.

Por tltimo, os complexos 1, 2, 3, 4, 9 e 10 interagem com o dominio SH3 da
proteina tirosina cinase de Abl. O desenvolvimento de inibidores desta tirosino cinase é
muito importante para o tratamento da leucemia mieldide cronica. Nossos resultados

permitem propor um novo alvo para complexos de Ru(II).
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ANEXO 1
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Figura S1 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(CoHyoN402S2)]*! em solugdo acetonitrila:acetona (1:1).
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Figura S2 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(CoHoN402S2)]"% em solugio acetonitrila:acetona (1:1).
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Figura S3 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C12HsN2)2(CoHyoN4O2S2)]*! em solugdo acetonitrila:acetona (1:1).
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Figura S4 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(C11H11N3025)]*! em solucdo acetonitrila:acetona (1:1).
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Figura S5 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C12HsN2)2(C11H11N3025)]*2 em solucio acetonitrila:acetona (1:1).
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Figura S6 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie

[Ru(C10HsN2)2(C10H10N3035)]*2 em solucio acetonitrila:acetona (1:1).
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Figura S7 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C12HsN2)2(C10H10N3035)]*2 em solucio acetonitrila:acetona (1:1).
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Figura S8 Distribuicdo isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(C10H10N303S)]*! em solugio acetonitrila:acetona (1:1).
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Figura S9 Distribuicao isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C12HsN2)2(C10H10N303S)]*! em solugdo acetonitrila:acetona (1:1).
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Figura S10 Distribui¢do isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C12HsN2)2(C1sH13N405S)]*! em solucdo acetonitrila:acetona (1:1).
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Figura S11 Distribui¢do isotdpica experimental (A) e calculada (B) para espécie
[Ru(C10HsN2)2(C1sH13N405S)]*! em solucio acetonitrila:acetona (1:1).
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2377 CARACTERIZACAO DE PRECURSORES EMPREGADOS NO
2378  PREPARO DO COMPLEXOS DE RU(II) COM LIGANTES MISTOS

2379

2380 O precursor foi modificado com a finalidade de amplificar as propriedades
2381  bioldgicas desejaveis, e eliminar ou reduzir propriedades indesejdveis. Porém, para
2382  modificar a estrutura destes precursores foi necessdrio caracterizar oS mesmos. As
2383  seguintes técnicas foram usadas nas caracterizacdes dos precursores: andlise elementar,
2384  ponto de decomposicdo, medida de condutividade, espectroscopia de absor¢ao na regiao

2385  do infravermelho e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H.

2386 1 Analise elementar, condutimetria e ponto de decomposicao.

2387 Os dados referentes aos teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio e as
2388  condutividades em solucdo 1,0 x 102 mol L! [Am(uS/cm)] dos precursores estio
2389  listados na Tabela 1.

2390 Os resultados das andlises elementares desses precursores estdo em
2391  correspondéncia com as férmulas moleculares propostas. As condutividade em
2392 nitrometano revelam que os precursores, cis-[RuCla(bpy)2]-2H20 e cis-[RuCla(phen):]
2393  ndo sdo eletrolitos.

2394  Tabela 1. Dados das andlises elementares, medidas de condutividade e ponto de
2395  decomposi¢do dos precursores.

Complexos %C %H %N Amohm'cm 2  Ponto de
mol! decomposi¢io

[RuClx(Ci0HsN2)2]-2H20 (precursor bpy) 300

MM= 520,37 g mol™!

experimental 46,70 3,45 10,83 1,40

calculado 46,16 3,87 10,77

[RuClx(Ci2HsN>»)2] (precursor phen) 312

MM= 532,29 g mol!

experimental 54,11 3,08 10,66 1,42

calculado 54,14 3,03 10,52

2396 2 Espectroscopia de absorc¢ao na regiao do infravermelho

2397 O espectro de absor¢do na regidao do infravermelho do precursor cis-[RuCl>
2398  (bpy)2]-2H>0 mostra a presenca de quatro importantes estiramentos (Figura S12). Os
2399  estiramentos vais(N-H), vC-H (aromatico), 6C=C e C=N (do anel da bpy) e 6C-H
2400  aromatico foram observados respectivamente em 3438, 3098 a 3068, 1614 a 1418 e 768
2401  cm’.
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2402  Figura S12 Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do precursor cis[RuCl»
2403 (bpy)2]'H:20.
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2404 Para o precursor cis-[RuCly(phen),]-2H>O (Figura S13) os estiramentos vC=C e
2405 C=N e vC-H aromatico foram observados respectivamente nas regides 1500 a 1422 e

2406 734 cm’.
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2407  Figura S13 Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do precursor cis-
2408  [Ru(phen):Cl].
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3 Ressonincia magnética nuclear de hidrogénio RMN de 'H

No espectro de RMN de 'H do precursor cis-[RuCla(bpy)2] foi possivel
identificar os 16 prétons dos anéis da bpy (Figura S14). O espectro de RMN de 'H
comprovou a formacgdo do precursor e que o mesmo foi obtido com certo grau de
pureza, devido a auséncia de sinais de possiveis contaminantes. As atribui¢des dos

deslocamentos quimicos para deste precursor estdo disponiveis na Tabela 2.

Tabela 2- Atribuicdes dos sinais d¢ RMN de 'H do precursor cis-[RuClz(bpy)2] em
dmso-dg a 298K, 400 MHz.

Atribuigdo integral | precursor cis-[RuCly(bpy)2] | Ntmero de H.
(ppm)

H5 e H2 9,98 2

H24 e H17 8,66 2
H11 e H7 8,46 2
H25 e H19 8,06 2
H6, H18, H23 e 7,77 4

H13
H4 e H9 7,49 2
H21 e H16 7,10 2
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Figura S14 Espectro de RMN de 'H do precursor cis-[RuClxy(bpy).], em dmso-ds a
298K, 400 MHz

O espectro de RMN de 'H do precursor cis-[RuClx(phen):] est4 representado na
Figura S15. O precursor cis-[Ru(Ci2HsN2)2Clz2] possui 16 hidrogénios, sendo oito
hidrogénios equivalentes. Em consequéncia a isso, espera-se que o espectro de RMN de
'H desse precursor apresente apenas oito sinais referentes aos hidrogénios inseridos em
ambientes quimicos distintos. Um tripleto em 6 6,61 corresponde aos hidrogénios mais
protegidos, H12 e H13. O sinal seguinte em o6 7,01 corresponde a um dupleto duplo
atribuido aos hidrogénios H26 e H27. Os sinais seguintes em o 7,11 e 7,31
correspondem a dupletos duplos atribuidos aos hidrogénios H8 e H16 e H30 e H32. O
tripleto em o 7,57 e o dupleto em o 7,97 correspondem aos hidrogénios H9 e H14 e H23
e H28. E por ultimo, os dois dltimos dupletos correspondem H21 e H29 e H7 e HI5,
que pertencem a carbonos que estdo ligados diretamente ligados a nitrogénios.

As caracterizagdes descritas acima permitiram o uso destes dois precursores na

sintese dos complexos de ruténio com ligantes mistos.
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2436  Figura S15 Espectro de RMN de 'H do precursor cis-[RuClx(phen):], em dmso-de a
2437 298K, 400 MHz.
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