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RESUMO

O presente trabalho descreve a sintese, caracterizagao e atividade leishmanicida de quatro novos
complexos de ruténio(I), com formulas gerais cis-[Ru(N-S)(dppm)2]PFs, cis-[Ru(N-
O)(dppm)2]PFs e cis-[Ru(O-O)(dppm)2]PFs, onde dppm = 1,1 bis(difenilfosfina)metano, N-S
= acido 6-mercaptonicotinico e acido 2-mercaptonicotinico, N-O = &cido 2-hidroxinicotinico,
0-0 = 4cido 6-hidroxinicotinico. Os complexos foram obtidos em solu¢cao metandlica, com sua
precipitacao sendo obtida com a adi¢ao de um contra-ion em solu¢ao aquosa e separados por
filtracdo. Foram caracterizados pelas técnicas de analise elementar (CHNS), espectroscopia no
infravermelho (ATR-FTIR), espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis), ressonancia
magnética nuclear de foésforo e préton (RMN). Os quatro compostos e também o precursor
foram submetidos a ensaios de atividade leishmanicida contra a espécie Leishmania (L.)
amazonensis. Os resultados obtidos mostraram que o composto cis-[Ru(2-Hnc)(dppm)2]PFs
apresentou um ICso de 0,86 uM e o composto cis-[Ru(6-Hep)(dppm)2]PFs no valor de 1,25 uM,
apresentando, desta forma valores de ICso melhores que o complexo precursor e até superiores

a droga de tratamento da leishmaniose, chamada pentamidina.

Palavras-chave: Complexos de Ruténio(Il). Leishmania amazonensis. Atividade

Leishmanicida. dppm. hidroxinicotinatos. mercaptonicotinatos.



ABSTRACT

"The present work describes the synthesis, characterization and leishmanicidal activity of four
new ruthenium(Il) complexes, with general formulas cis-[Ru (N-S) (dppm)2]PFs, cis-[Ru (N-
0O) (dppm)2] PFs and cis-[Ru (O-O) (dppm)2] PFs, where dppm = 1,1-bis (diphenylphosphine)
methane, N-S = 6-mercaptonicotinic acid and 2-mercaptonicotinic acid, N-O = 2-
hydroxynicotinic acid, O-O = 6-hydroxynicotinic acid. The complexes were obtained in
methanolic solution, with precipitation being obtained with the addition of a counter ion in
aqueous solution and the resuktant solid separated by filtration. Complexes were characterized
by elemental analysis (CHNS), infrared spectroscopy (ATR-FTIR), ultraviolet-visible (UV-
Vis) and nuclear magnetic ressonance (phosphorus and proton) spectroscopies. The four
compounds and also the precursor were submitted to leishmanicidal activity assays against the
species Leishmania (L.) amazonensis. The results showed that the compound cis-[Ru(2-
Hnc)(dppm)2]PF¢ had and ICsp of 0.86 uM and the cis-[Ru(6-Hcp)(dppm)2]PFs a 1.25 uM ICso
value, these values were better than the obtained for the precursor complex and even lower than

that found for the leishmaniasis drug pentamidine."

Keywords: Ruthenium (II) complexes. Leishmania amazonensis. Leishmanicidal activity.

Dppm. Hydroxynicotinates. Mercaptonicotinates.
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1. Introducio
1.1. Leishmanioses

A leishmaniose € uma doenga tropical negligenciada (DTN) associada a pobreza e ao
subdesenvolvimento, atingindo principalmente paises tropicais subdesenvolvidos onde as
condi¢des sanitarias sdo precarias, aproveitando-se da fragilidade social do ser humano
(INSTITUTO OSWALDO CRUZ, 2012). E causada por aproximadamente 20 espécies de
protozoarios que pertencem a familia Kinetoplastida e ao género Leishmania (MOREIRA, V
ET AL, 2017).

Desenvolve-se em vertebrados através da picada de insetos do género Phlebotomus e
Leutzomia, conhecidos popularmente no Brasil como mosquito palha (SINGH ET A4L,2014).
Quando o inseto estd infectado e suga o sangue de um vertebrado este transmite o parasita que
se desenvolve no hospedeiro. Geralmente os alvos desses insetos sdo cdes ou roedores, que
podem consequentemente adquirir a doenga. Apos a infec¢do de mamiferos de menor porte,
outro inseto pode picar estes e transmitir ao ser humano, completando o ciclo (SINGH ET
AL,2014), que € mostrado na figura 1.

Figura 1 - O ciclo da Leishmaniose.
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desenvolve e se reproduz e pica o homem

Fonte: o autor.



Existem trés formas clinicas principais da leishmaniose: visceral (LV), cutanea (LC) e
mucocutanea (LMC), que diferem em imunopatologias, grau de morbidade ¢ mortalidade
(KHEIRANDISH, F ET AL, 2013). A visceral, também conhecida como kala-azar ¢ fatal se ndo
for tratada em mais de 95% dos casos e ¢ caracterizada por ataques irregulares de febre, perda
de peso, aumento do baco, figado ¢ anemia. E altamente endémica no subcontinente indiano e
na Africa Oriental. Cerca de 50.000 a 90.000 novos casos de LV ocorrem a nivel mundial a
cada ano. Em 2015, mais de 90% dos novos casos notificados a OMS ocorreram em sete paises:
Brasil, Etiopia, [ndia, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Suddo. A leishmaniose cutdnea (LC) ¢
a forma mais comum e provoca lesdes cutaneas, principalmente ulceras, em partes expostas do
corpo, deixando cicatrizes ao longo da vida e deficiéncias graves. Cerca de 95% dos casos de
LC ocorrem nas Américas, na bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e Asia Central sendo que
mais de dois tercos dos novos casos de LC ocorrem em 6 paises: Afeganistao, Argélia, Brasil,
Colombia, Ird e Siria. Estima-se que cerca de 600 mil a 1 milhdo de novos casos ocorram
anualmente no mundo todo. Mais de 90% dos casos de leishmaniose cutdnea ocorrem na
Bolivia, Brasil, Etiopia e Peru (Disponivel em:

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs375/en/).

Infecgdes por agentes de leishmaniose ocorrem em mais de 98 paises, a maioria dos quais
esta sub-desenvolvido ou em desenvolvimento, sendo que o nimero de afetados anualmente
incluidas todas as formas de leishmaniose ¢ de aproximadamente 12 milhdes por ano. (DEN
BOER, M ET AL, 2011)

A leishmaniose cutdnea americana (LCA) ¢ a forma cutdnea da doenga no Novo Mundo,
com manifestacdes clinicas que variam de lesdes na pele, como também em mucosas
(GONTDO, B E CARVALHO, M, 2003). A manifestagdao cutanea estd associada, no Brasil, a
Leishmania amazonensis, uma forma na qual os individuos debilitados desenvolvem numerosos
nddulos ricos em parasitas. Uma lesdo se desenvolve no local da mordida do inseto e evolui
lentamente, com multiplos nddulos ndo ulcerados que aparecem em grandes extensoes da pele,
geralmente com ma resposta ao tratamento (GRIMALDI, G E TESH, R.B, 1993). O pouco
conhecimento sobre a doenga, falta de eficacia nas politicas de satde, distribui¢do geografica e
a baixa eficiéncia dos tratamentos tradicionais sdo os principais obstaculos na eliminagao das
leishmanioses (SINGH ET AL.,2014).

Os farmacos de primeira escolha utilizadas no tratamento sdo os antimoniais pentavalentes
injetaveis, como exemplos tem-se o antimoniato de meglumina e o estibogluconato de sédio,
conhecidos comercialmente por Glucantime® e Pentostam®, respectivamente. A forma de ago

destes compostos ¢ baseada na reducao do ion metalico de +5 a +3, portanto os pentavalentes


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs375/en/

(Sb>") sdo considerados como pré-farmacos, que reduzem seu nimero de Nox in vivo e que,
eventualmente destroem o parasita. Ambas as formas de antimonio, Sb*> e Sb*3, foram relatadas
como sendo efetivas contra as espécies de Leishmania atuando por fragmentacdo do DNA,
sugerindo, desta forma seu papel na apoptose celular. No entanto, os mecanismos de agao
exatos ainda nao sdao conhecidos (LEE, N ET AL, 2002; CHAKRAVARTY, J e SUNDAR, S,
2010). De toda forma, os pacientes geralmente apresentam resisténcia parasitaria, assim sendo,
faz-se necessario um tratamento mais severo, com anfotericina B e pentamidina (ADAM ET AL.,
2014). A anfotericina B (AnB), um antifungico, ¢ amplamente utilizada em regides endémicas
onde a resisténcia antimonial ¢ comum (ROMERO, G.A.S ET AL, 2017). Este medicamento
apresenta alta afinidade pelo ergosterol, o maior esterol da membrana celular leishmanial,
formando poros aquosos levando a aumentar a permeabilidade da membrana levando a morte
do parasita. Apesar da sua alta eficiéncia, a AnB ¢ toxica e pode causar numerosos efeitos
secundarios (SANGSHETTIL J.N ET AL, 2015). Os efeitos adversos da AnB foram contornados
com formulagdes lipidicas. Essas formulagdes lipidicas mantém sua atividade antifungica,
apresentando uma eficacia muito alta e sendo menos toxicas. Na LV, a AnB lipossomal
apresentou mais de 95% de eficdcia, entretanto o custo elevado limita seu uso nas areas
endémicas (SANGSHETTIL J.N ET AL, 2015). A pentamidina tem um mecanismo de acido que
nao ¢ bem conhecido. Entretanto, a principal hipdtese é que esta se acumula nas mitocondrias
e provoca inibicao na enzima chamada topoisomerase mitocondrial, que entre outras fungoes €
responsavel pela replicagdo do DNA, porém pode causar hipoglicemia, nefrotoxicidade entre
outras complicagdes (SINGH ET AL,2014).

Os farmacos de primeira e segunda escolha sdo representados na figura 2.



Figura 2— Farmacos comumente utilizados no tratamento das leishmanioses.
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Fonte: o autor.
O tratamento “tradicional” da leishmaniose € severo e muitos pacientes desistem ou até

mesmo vao a obito (INIGUEZ, E ET AL. 2016). Além disso, a resisténcia do parasita aos
medicamentos de primeira escolha, alto custo e complicagdes terapéuticas limitam o uso destes
(SINGH, N ET AL, 2012), e ainda hé o fato de que a eficacia de diferentes drogas variam de
acordo com a espécie de Leishmania envolvida (GONTIJO, B E CARVALHO, M, 2003).

Embora os medicamentos recomendados para o tratamento da leishmaniose venham sendo



utilizados ha décadas e alguns efeitos adversos sejam conhecidos, ndo hé analises sistematicas
sobre sua seguranca e utilizagdo. (SIMON L.C ET AL, 2006).

Os medicamentos de primeira escolha utilizados no tratamento da doenga sdo derivados de
compostos de bismuto, e sendo ainda o metabolismo de algumas classes de parasitas -entre eles
o causador da leishmania- similar com o de células cancerigenas, surgiu o interesse em grupos
de pesquisa de investigar novos farmacos contendo metais de transi¢do em sua composi¢ao para
o tratamento dessa enfermidade, tornando-se natural, desta forma, estudos de compostos antes
conhecidos como potenciais anticancerigenos como possiveis agentes anti-leishmanicidas,
podendo citar entre estes, os compostos de ruténio que apresentaram resultados promissores
(MESAVALLE, 1997). Portanto a quimica inorganica, bem como outras partes da ciéncia tem
um papel importante no desenvolvimento de farmacos anti-leishmaniais, sendo que estas

possibilidades foram investigadas neste trabalho.

1.2 A medicina e a quimica inorganica

Alguns compostos derivados de metais ja foram utilizados em tempos antigos para as mais
diversas finalidades. Ha relatos que arabes e chineses utilizavam sais de zinco para curar
ferimentos, egipcios utilizavam compostos de cobre para esterilizar 4gua, bem como europeus
jé utilizaram cloreto de mercurio como diurético. (DI CHEN, 2009).

Os elementos quimicos presentes nos seres vivos podem ser divididos em grandes grupos:
elementos majoritérios, traco, microtracos e de essencialidade discutida sendo que varios destes
fazem parte dos estudos da quimica bioinorganica (SCHMIDT,1996), na figura 3 ¢ apresentada
uma tabela periodica, com a classificagdo dos elementos quimicos segundo sua essencialidade
no corpo humano.

Figura 3 - Tabela periodica representando os elementos quimicos majoritarios (amarelo), trago

(verde), microtrago (vermelho) e essencialidade discutida (azul).
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Fonte: O autor.



Embora exista uma diversidade de ions metalicos envolvidos em vdrias etapas do
metabolismo de um ser vivo, a maioria dos farmacos utilizados na atualidade sdo derivados de
moléculas organicas, cerca de 99% pertencem a esta classe (CLARKE, 2003). Apesar da
maioria dos farmacos serem baseadas em compostos organicos, estes apresentam interagdes
ndo s com espécies organicas, mas também com ions metalicos. Isso garante que os
mecanismos ndo sejam exclusivamente organicos, mas envolvendo também de forma direta ou
indireta, componentes inorganicos. (GUO E SADLER, 2000; FARRELL, 2002).

A quimica inorganica tém apresentado grande relevancia no tratamento de varias
enfermidades, consequéncia, principalmente, da descoberta de novas moléculas potencialmente
aplicaveis em medicina. Outro fator que tem contribuido para o desenvolvimento da quimica
inorganica medicinal ¢ a grande capacidade de sinteses e caracterizacdes de compostos com
elevado grau de reprodutibilidade. (MEDICI ET AL., 2015). Os compostos inorganicos
possuem um potencial farmacologico alto, sendo que alguns destes ja sdo aplicados em areas
diversas da medicina (Figura 4). Como exemplo tem-se, antibacterianos e antifungicos
(compostos de prata) (DIAS ET AL 2006), no tratamento de leishmania (compostos de
antimonio), (BERMAN 1997), para o tratamento da malaria a utilizacdo de compostos de ferro,
(CABANTCHIK ET AL 1996), utilizagao de compostos derivados de bismuto para o tratamento
de desordens intestinais, (SUN ET AL 2001), utilizagdo de compostos de ouro contra artrite
reumatoide (HELM ET AL 1995). Ademais, na obtencdo de imagens em diagnosticos por
ressonancia magnética temos a utilizacdo de compostos de Gadolinio, (SCHAEFER,1997),
compostos de vanadio em estado de oxidagdo +5 e +4 tem apresentado um potencial para
mimetizar a insulina na captura de glicose e sintese de glicogénio, (DUBYAK E
KLEINZELLER, 1980), (SHECHTER E KARLISH 1980). Além, ¢ claro, dos compostos
utilizados como quimioterapicos representados pelos compostos derivados da platina que serdo

abordados posteriormente devido sua relevancia a este trabalho.



Figura 4 — Compostos consagrados no tratamento de enfermidades e outros promissores em

quimica inorganica medicinal.
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1.3 A descoberta da atividade biologica da cisplatina.

Com a descoberta da atividade bioldgica da cisplatina em 1965, houve uma expansdo no
desenvolvimento de pesquisas relacionadas a este composto e a demais compostos derivados
de metais (ALDERDEN E TREVOR, 2006). A cisplatina, por exemplo, ¢ responsavel pela cura
de cerca de 90% de cancer que afetam os testiculos (WONG E GIANDOMENICO, 1999).

Figura 5 - Estrutura de complexos derivados da platina.
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Fonte: o autor.

O mecanismo de a¢do da cisplatina, como exemplo, ¢ baseado na interacdo desta com o
DNA, formando adutos e impedindo a replicagio do DNA, ocasionando morte celular
programada. (ECKHARDT, 2002). As interagdes do DNA com a cisplatina tem sido muito
estudados, mas a principal hipotese € que este quimioterapico proporciona um dano nas bases
do DNA, o que resulta em uma lesdo critica, responsavel pela citotoxicidade (ABRAMS E
MURRER, 1993).

Entretanto, muitos tumores apresentaram resisténcia a cisplatina e este farmaco apresenta,
ainda um efeito secundario: a citotoxicidade contra células sadias. Desta forma, foram

realizados novos estudos para a melhoria das drogas existentes e também para o



desenvolvimento de novos quimioterapicos a base de platina, que apresentassem eficiéncia e
estabilidade nos testes clinicos (PARK ET AL, 2005). Contudo, somente um apresentou as
propriedades esperadas: a carboplatina. Esta possui uma citotoxicidade relativa menor que seu
analogo e pode ser utilizada em doses maiores. (WONG E, GIANDOMENICO, 1999). Os
demais, ainda ndo foram completamente aprovados, ou sdo utilizados em regides pontuais do
planeta.

Desta forma, outros metais historicamente ligados ao grupo da platina foram estudados como
possiveis quimioterapicos no tratamento do cancer. Dentre os elementos de transi¢ao estudados,
tém-se o ruténio, que apresenta consideraveis estudos de sintese e mecanismos de acdo em
células cancerosas e também em parasitas diversos, haja visto que células parasitarias se

comportam similarmente a tumores.

1.4 O ruténio.

1.4.1 Caracteristicas quimicas.

E representado pelo simbolo Ru, possuindo um nimero atdmico igual a 44 e nimero de
massa igual a 101u. E um metal resistente a corrosdo por acidos, encontra-se no estado sélido
a temperatura ambiente, duro, quebradico possuindo densidade e ponto de fusdo elevados
(SILVA, 2012), ¢ um metal de transi¢ao raro, quimicamente e historicamente pertencendo ao
grupo da platina, uma vez que este ¢ obtido a partir de minérios desta. A inser¢do do ruténio a
esse grupo foi feita através da descoberta das similaridades quimicas com o metal platina.
Inicialmente, Wollaston e Tennant, através de estudos, separaram os metais deste grupo, exceto
o ruténio. Este metal foi isolado e identificado como um novo elemento em 1844, pelo quimico
russo Karl Karlovitch Klaus, enquanto este analisava residuos de platina. Em homenagem a sua
terra natal, Klaus deu o nome de ruthenia (do latim Russia) ao novo metal (SILVA, 2012).

A forma comercialmente mais conhecida do ruténio ¢ o RuClz.xH>O, que na verdade ¢ uma
mistura de clororuténio (III), clororuténio (IV) e cloronitrosilruténio, sendo o material de
partida para a sintese de varios precursores em quimica inorganica (WONG E LAU, 1994).
Apresenta varios estados de oxidagdo diferentes. Os principais sdo +2, +3 e +4 (SEDDON E
SEDDON, 1984). Desta forma, a quimica do ruténio ¢ muito diversificada, sendo que, para os
estados +2 e +3 ocorre facil interconversio entre as configuragdes d® e d°>. Com estes numeros
de oxidacdo, o ruténio possui predomindncia pela geometria octaédrica, entretanto em outros
valores de Nox podem existir outras geometrias possiveis (SEDDON E SEDDON, 1984;
ALLARDYCE E DYSON, 2001). O Ru(II), em especifico, comporta-se como um ion metalico
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doador relativamente mole, de acordo com as definigdes de Pearson. Atua como forte doador-
© ¢ moderado receptor- ¢ , tendo afinidade por ligantes moles insaturados, podendo também,
dependendo das condi¢des experimentais, formar complexos estaveis com ligantes saturados.
Devido as suas propriedades quimicas, o Ru(Il) apresenta varios estudos de sintese,
caracterizagdo e reatividade em diversos campos da quimica inorganica. (SEDDON E

SEDDON, 1984).

1.4.2 O Ruténio e a quimica medicinal.

No campo da quimica medicinal, o primeiro complexo de ruténio que apresentou atividade
antiproliferativa in vitro foi o fac - [RuCI3(NH3)s3], (FONTES ET AL, 2005), figura 6, sendo
que, a sintese deste composto foi de interesse devido ao sucesso clinico do complexo cis-

[PtCl2(NH3).] (cisplatina).

Figura 6 - Estrutura do [RuCl3(NH3)3].
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Cl /////I/I/,
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Fonte: O autor.

Contudo, um desenvolvimento mais amplo sobre a atividade bioldgica do [RuCl3(NH3)3] foi
limitado devido a sua baixa solubilidade em agua, tornando a sua administragdo dificil. Estas
limitagdes levaram a busca de novos complexos com potencial atividade antiproliferativa
(ALESSIO ET AL, 2001). Diante dos resultados obtidos através da utilizacdo desse metal,
constatou-se que compostos a base de ruténio exibem propriedades interessantes que podem
torna-lo uma metalodroga em potencial. Tais propriedades sdo: cinética de substitui¢do similar
a cisplatina; toxicidade geral menor se comparada a platina; acesso aos estados de oxidagdo
(II),(IIT) e (IV), acesso a geometria octaédrica e ainda, sob condi¢des adequadas, mimetiza o
ferro na ligacdo com biomoléculas bem como a transferrina e albumina. (HARTINGER ET AL

2006).
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Alguns complexos de ruténio(Ill) sdo bastante conhecidos na literatura: o KP1019
[indH][#rans-RuCls(ind).] ind= indazol, que completou a fase 1 dos testes clinicos, (SAVA E
BERGAMO, 2000) ¢ o [ImH][trans-RuCl4(DMSO)(Im)], Im = imidazol, conhecido como
NAMI-A, que completou a fase 2 dos testes clinicos (ALESSIO E, 2017). O KP1339 apresenta
estrutura analoga ao KP1019, diferindo apenas o contra-ion, sendo que aquele apresenta uma
maior solubilidade em relagdo a este. Além disso, o KP1339 foi avaliado em estudos clinicos
para diversos tumores (colo retal, sarcoma, neuroenddcrino e tumores iniciais no pulmao)
concluindo a fase (I) dos testes clinicos com efeitos secundarios baixos (TRONDL ET AL,
2014). Ainda assim, além desses citados anteriormente, ha um outro composto a base de de
ruténio, o KP418 que apresentou potencial atividade antitumoral, no entanto, ndo passou por
testes clinicos, uma vez que o seu transporte pelas membranas das células ¢ dificultado (HUDEJ
ET AL, 2014). As estruturas destes complexos encontram-se representadas na figura 7, e apesar
de ndo serem ainda clinicamente aplicados, tais complexos apresentaram eficiéncia e menor

toxicidade em relagdo a cisplatina.

Figura 7 - Complexos de ruténio promissores no combate ao cancer.
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Os mecanismos propostos para a agdo dos compostos de ruténio em células cancerigenas,
entre eles o KP1019 mostrado na figura 8, ndo s3o completamente conhecidos. Dentre os
existentes, pode-se citar a interagdo com o DNA formando adutos com as bases nitrogenadas
causando lesoes e causando a morte celular programada; interagdo com enzimas vitais presentes
nas mitocondrias levando a unidade celular a perder sua funcionalidade e ainda atuag¢do no
metabolismo de ferro da célula uma vez que o ruténio mimetiza aquele, o que também pode

levar a morte celular programada (ALESSIO, 2017).

Figura 8 - Principais mecanismos propostos para a citotoxicidade do KP1019.
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Fonte: Adaptado de JAKUPEC ET AL., 2008

1.5 As leishmanias e sua relacio com os compostos antitumorais.

Os parasitas causadores da leishmaniose possuem semelhangas metabolicas com células
cancerigenas, e desta forma compostos uma vez ativos contra tumores foram também avaliados
contra leishmanias. Alguns compostos testados incluem compostos de ruténio (INIGUEZ, E ET
AL. 2016), ligados a fosfinas (PALADI, C ET AL, 2012), sendo que o grupo de pesquisa do
renomado professor Sanchez-Delgado ¢ pioneiro em estudos que envolvem compostos de
ruténio contra DTN, sintetizando varios compostos que foram avaliados frente as leishmanias
e tripanossomas (INIGUEZ, E ET AL, 2013). Alguns compostos contendo clotrimazol como
ligante, sendo que dois destes, conhecidos como AM160 e AM162 foram ativos contra a espécie

L.Major, (INIGUEZ, E Et Al. 2016). Esses compostos estdo ilustrados na figura 9.
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Figura 9 - Molécula de clotrimazol e os compostos sintetizados por Sanchez, AM160 e AM162.

Clotrimazol AM160 AM162

Fonte: O autor.

Além dos estudos do Professor Sanchez, em nosso proprio grupo de pesquisa foram obtidos
compostos que apresentam como ligantes as fosfinas, mercaptopirimidinas e derivados (Figura
10), (SOBRINHO, 2015) que apresentaram atividade frente as leishmanias. Apods a
complexagdo com o metal a atividade contra o parasita aumentou em relacdo ao complexo

precursor e aos ligantes livres.

Figura 10 - Compostos obtidos por nosso grupo que apresentaram atividade contra a leishmania.

Da esquerda para a direita, cis-[Ru(MIm)(dppm)>]PFs, cis-[Ru(MMIm)(dppm)-]PF¢ € cis-

[Ru(MFIm)(dppm)>]PFs.
+PFg
+PFg
+ PFg
KRG a0Be" &P
PN s )@ P
/ ///,,,h“ | .“\\\\\\P_© @\P/ F|’ \\P ////,,, \\\\\P"@

HzC\ /Ru \ HZC/ . Ru"“\ \/ \
e N T O >
o Fi G

CHj

Fonte: O autor.

Na tabela 1 estdo relacionados alguns valores de IC-50 para alguns compostos obtidos em
nosso grupo e comparados, oportunamente ao Isotionato de Pentamidina, usado como farmaco
no tratamento da leishmaniose. (FARIA ET AL., 2013) (PALOQUE ET 4L., 2012). Assim, observa-
se que os complexos obtidos anteriormente em nosso grupo exibem maior citotoxidade para a
espécie L.(V.) braziliensis do que o farmaco de referéncia citado. Para a espécie L.(L.)

amazonensis o composto cis-[Ru(MIm)(dppm).]PF¢ exibiu maior atividade e os compostos cis-
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[Ru(MMIm)(dppm)2]PFs e cis-[Ru(MFIm)(dppm)2]PF¢ apresentaram ICso proximos ao da
Pentamidina, j& para a espécie L.(L.) infantum todos os novos complexos se mostraram mais

ativos do que a droga de referéncia em questao (SOBRINHO, 2015).

Tabela 1: Valores de IC-50 para Pentamidina e complexos obtidos em nosso grupo.

COMPOSTO IC-50 umol L'
L.(L.) amazonensis  L.(V.) braziliensis  L.(L.) infantum
Pentamidina 3,38 13,0 8.2
cis-[Ru(MIm)(dppm)]PFs 1,19 < Pentamidina < Pentamidina
cis-[Ru(MMIm)(dppm)2]PFs 3,59 < Pentamidina < Pentamidina
cis-[Ru(MFIm)(dppm)2]PFs 3,81 < Pentamidina < Pentamidina

Fonte: Adaptado de (FARIA ET AL., 2013), (PALOQUE ET 4L., 2012) e (SOBRINHO, 2015).

1.6 O acido nicotinico.

Os ligantes utilizados neste trabalho, além das bifosfinas, sdo similares ao acido nicotinico,
figura 13, também conhecido como Niacina, ou prévitamina B3. O acido nicotinico € solavel
em agua, e utilizado medicinalmente para baixar os niveis de triglicerideos (TGs) no sangue,

diminuindo assim as lipoproteinas de baixa densidade (LDL). (SANYAL ET AL, 2007).

Figura 11 - Representa¢do do acido nicotinico.
0]

X OH

Z

N

Fonte: o autor

A niacina, participa deste controle atuando nas principais vias enzimaticas que controlam a
sintese de TGs e HDL (Lipoproteinas de alta densidade), elevando, desta forma, a produgdo de
HDL. (KAMANNA E KASHYAP, 2008). Segundo Kamanna et al, os efeitos da niacina sdo
induzidos através da interacdo de receptores acoplados a proteina G, (KAMANNA ET AL,

2009). As proteinas G fazem parte de uma classe de proteinas que compreendem
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aproximadamente 50 membros. No estado inativo, encontram-se acopladas a receptores no
meio intracelular e, gracas a propriedades funcionais e estruturais, quando ativadas por
estimulos adequados podem migrar pelo citosol e ativar enzimas amplificadoras ou canais
i0nicos, consumando a transducdo de sinais, que ¢ o processo de ativacdo dos eventos
intracelulares por estimulos externos (FRAGOSO, 2002). A niacina ¢ também uma importante
molécula utilizada no tratamento da arterosclerose e da dispilidemia. (LINKE ET AL, 2009).
Relatos demonstram ainda que a nicotinamida (NAm), uma forma do 4cido nicotinico, exerce
atividade inibitoria do crescimento contra os parasitas da Leishmania (SERENO ET AL, 2005),
fato este que vai ao encontro dos objetivos do trabalho.

Desta forma, a partir de modificagdes estruturais da niacina, t€m-se os ligantes de interesse,
os acidos 2-mercaptonicotinico (2-Mcp), 6-mercaptonicotinico (6-Mcp), 2-hidroxinicotinico
(2-Hnc) e 6-hidroxinicotinico (6-Hnc), mostrados na figura 14. A escolha desses ligantes para
a sintese dos novos complexos deveu-se a dois fatores principais: diferentes modos de
coordenacdo, o que possivelmente favorecera o mecanismo de agdo na atividade bioldgica, e

presenca de grupos com capacidade hidrofilica.

Figura 12 - Ligantes de interesse neste trabalho.

O O
X OH X OH
/
N SH HS N
acido 2-mercaptonicotinico acido 6-mercaptonicotinico
O O
X OH X OH
/ /
N OH HO N
acido 2-hidroxinicotinico acido 6-hdroxinicotinico

Fonte: O autor.

Diante do exposto e da efetividade apresentada na literatura acerca dos complexos de ruténio
contra DTN's, explorou-se o efeito dos ligantes N-S, N-O e O-O coordenados a unidade

[Ru(dppm)2] que se mantém constante com os ligantes de interesse, na atividade Leishmanicida.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos especificos

Sintetizar novos complexos de ruténio(Il) contendo os ligantes 2-mercaptonicotinato, 6-
mercaptonicotinato, 2-hidroxinicotinato e 6-hidroxinicotinato utilizando como precursor o
complexo cis-[RuCly(dppm):]. Caracterizar os novos complexos por meio das técnicas de
analise elementar de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre (CHNS), espectroscopia de
absor¢ao na regido do infravermelho, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
fosforo e hidrogénio, espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel e a avaliagao

da atividade biolodgica in vitro dos novos complexos contra a Leishmania Amazonensis.

3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais e métodos

Os solventes, os ligantes e os demais materiais deste trabalho ndo receberam preparo prévio,
sendo utilizados como recebidos.

Os solventes utilizados foram alcool metilico, diclorometano, alcool etilico, pentano, 1,2-
dicloroetano e éter etilico (Sigma-Aldrich).

Os ligantes deste trabalho 2-mercaptonicotinico, 6-mercaptonicotinico, 2-hidroxinicotinico,
6-hidroxinicotinico e a bifosfina 1,1-bis-(difenilfosfina)metano foram obtidos da empresa
Sigma Aldrich.

Foram também utilizados tricloreto hidratado de ruténio (RuCl3.xH>O) -Aldrich- na sintese

do precursor, o sal hexafluorofosfato de amonio (NH4PFe) - Aldrich - e trietilamina (Vetec).

3.1.1. Sintese do cis-|[RuClL:(dppm)2]

O complexo precursor foi sintetizado conforme descrito na literatura e relatado abaixo.

A sintese do precursor ¢ dividida em duas etapas, inicialmente a sintese de trans-
[RuCl2(dppm):], € posteriormente a isomerizagao deste em cis-[RuCla(dppm)a].

Na primeira etapa, em um baldo de duas bocas e de fundo redondo, com capacidade de 50,0
mL, foram adicionados aproximadamente 30,0 mL de etanol e desaera-se este solvente sob
atmosfera de argdnio, mantendo este aquecido a aproximadamente 40°C, adicionou-se 0,26 g
(= 1,0 mmol) do sal RuCl3.XH>O e 1,153g (= 3,0 mmol) de 1,1-bis(difenilfosfina)metano,

permanecendo sob agitacdo magnética e refluxo por 3 horas, apds esse tempo ocorre a
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precipitagdo de um sélido amarelo, frans-[RuCla(dppm):], sendo o solido obtido filtrado e
lavado com etanol gelado e éter.

Na segunda etapa, em um baldo de duas bocas e de fundo redondo, com capacidade de 50,0
mL, foram adicionados aproximadamente 30,0 mL de dicloroetano e desaerou-se este solvente
sob atmosfera de argdnio, sendo posteriormente adicionado o trans-[RuCly(dppm):] obtido na
primeira etapa e deixou-se esta solu¢do sob refluxo por 10 horas em atmosfera inerte de argonio.
Ao término do tempo de refluxo resfriou-se a solugdo que foi gotejada sobre 150,0 ml de
pentano ocorrendo a precipitagdo do s6lido amarelo cis-[RuClx(dppm).]. O soélido € filtrado,
lavado com éter e colocado para secar.

No esquema a seguir é mostrada de forma simplificada a sintese do precursor.

cis-|[RuCh(dppm)2] (SULLIVAN E MEYER 1982)

trans-[RuCl,(dppm), |

RuCL,.XH,0 + 3dppm —%L_, #rans-[RuCl,(dppm),] + dppmO, + XH,0

tragos O,
cis-[RuCl (dppm),]:
Cl CH,CH,Cl
trans-|RuCl,(dppm), | Areflo) cis-[RuCl,(dppm), ]

A estrutura da bifosfina, dppm= 1,1-bis(difenilfosfina)metano, e a estrutura e geometria do

complexo precursor sdo representadas pela figura 15.

Figura 13 - Dppm e complexo precursor.

B
P, \Pa
H //l”’ "y, \\\\\\\\\\\

p—c—e, (e e

L |

1,1-bis(difenilfosfina)metano cis-[RuCl,(dppm),]

Fonte: O autor.



18

3.1.2. Sintese dos novos complexos

Foram sintetizados quatro novos complexos de ruténio(Il), estes apresentam féormula geral:
cis-|[Ru(6-Mcp)(dppm)2]PFs, 6-Mcp = 6-mercaptonicotinato, cis-[Ru(2-Mcp)(dppm)z]PFs
2-Mcp = 2-mercaptonicotinato, cis-|[Ru(6-Hnc)(dppm)2]PFs-H20, 6-Hnc = 6-hidronicotinato
e cis-|Ru(2-Hnc)(dppm)2]PFs:H20, 2-Hnc = 2-hidroxinicotinato. (A tabela 2 no item 5 ilustra

estes complexos).

3.1.3 Procedimento de sintese para os novos complexos

Em um baldo de fundo redondo, com capacidade de 50,0 mL, contendo aproximadamente
20,0 mL de metanol foram adicionados 50,0 mg (= 0,053 mmol) do complexo precursor cis-
[RuClo(dppm)2], esta solugdo permaceu sob agitagdo magnética até completa dissolu¢ao do
complexo. Em seguida foram adicionados, separadamente, ja com o precursor solubilizado os
ligantes acido 6-mercaptonicotinico (6-Mep), (0,0091 g), 4cido 2-mercaptonicotinico (2-Mcp),
(0,0091 g), acido 6-hidroxinicotinico (6-Hnc), (0,081 g) e &cido 2-hidroxinicotinico (2-Hnc),
(0,081 g). Com excesso de 1,1 mols em relagdo ao complexo precursor € uma gota da base
trietilamina. A reag¢do foi mantida sob agitagdo magnética por 24 horas. Apos o periodo de
agitacdo, acrescentou-se as solucdes hexafluorofosfato de amdnio (NH4PFs) provocando a
precipitacdo dos novos complexos de cor amarela. Os complexos foram entdo filtrados em um
funil de placa sinterizada e lavados com 4gua destilada e éter dietilico (3 x 5 mL), e
armazenados em dessecador sob vacuo.

As principais informagdes referentes aos compostos, incluindo suas analises elementares,

estdo abaixo relacionadas.

cis-|[Ru(6-Mcp)(dppm)2]PFs-H20: MM= 1186,99 g mol!. Rendimento: 48,0 mg (78%).
Calculado para CseFsHsoNO3PsSRu: C, 56,66; H, 4,25; N, 1,18; S, 2,70. Experimental: C,
56,34; H, 4,53; N, 1,22; S, 2,87.

cis-|[Ru(2-Mcp)(dppm)2]PFs: MM= 1168,97 g mol!. Rendimento: 46,0 mg (76%).
Calculado para CseFsH4sNO2PsSRu: C, 57,54; H, 4,14; N, 1,20; S, 2,74. Experimental: C,
57,75; H, 4,06; N, 1,2; S, 2,74.

cis-[Ru(6-Hnc)(dppm)2]PFs-H20: MM= 1170,93 g mol!. Rendimento: 45,1 mg (75%).
Calculado para Cs¢FsHsoNO4PsRu: C, 57,44; H, 4,30; N, 1,20. Experimental: C, 57,05; H,
4,49; N, 1,04.
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cis-|[Ru(2-Hnc)(dppm):2] PFs-H20: MM= 1170,93 g mol'. Rendimento: 42,1 mg (70%).
Calculado para Cs¢FsHso0NO4PsRu: C, 57,44; H, 4,30; N, 1,20. Experimental: C, 57,71; H,
4,40; N, 1,16.

3.2 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

3.2.1 Espectroscopia vibracional de absor¢ao na regido do Infravermelho (IV)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos utilizando-se um
espectrometro FT-IR Frontier Single Range- MIR (PERKIN ELMER), com a utilizagdo do
acessorio de ATR na faixa de 4000 a 220 cm™.

3.2.2 Espectroscopia vibracional na regiao do Ultravioleta-Visivel
Os espectros de absor¢ao molecular na regido do UV-Vis foram obtidos por meio de um
espectrofotometro Shimadzu modelo UV-2501 BC. As cubetas utilizadas foram de formato

retangular de quartzo com caminho optico igual a 1,000 cm, em solug@o de diclorometano.

3.2.3 Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de 3'P{'H} e 'H

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos utilizando um espectrometro
Bruker modelo Ascend 400 com Avance II HD 9,4 T no Laboratorio Multiusuario do Instituto
de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (IQ-UFU). Para a obten¢do dos espectros
de 3'P{'H} as amostras foram dissolvidas em diclorometano e um capilar contendo D,O foi
introduzido no interior do tubo de RMN, com a finalidade de ser a referéncia externa para a
frequéncia do deutério. Todos os deslocamentos quimicos no RMN 3!'P{!'H} sdo reportados
relativos ao H3PO4 85% (aq), no caso dos espectros de 1H as amostras foram solubilizadas em

CDCls, os deslocamentos quimicos no RMN 'H sdo reportados relativos ao TMS.

3.2.4 Analise elementar (CHNS)

As caracterizagdes dos complexos por meio da andlise elementar de CHN e CHNS foram
feitas em um analisador CHN modelo PerkinElmer precisely - Series I CHNS/O Analizer 2400,
que pertence ao Laboratdrio Multiusuario do Instituto de Quimica da Universidade Federal de

Uberlandia — UFU.

3.3 Ensaios de atividade bioldgica in vitro
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Os ensaios de citoxicidade in vitro contra a forma promastigota da espécie de Leishmania
amazonensis foram realizados no Instituto de Genética e Bioquimica (INGEB) da Universidade
Federal de Uberlandia — UFU no grupo da professora Dra. Kelly Aparecida Geraldo Yoneyama

pela doutoranda Monica Soares Costa.

3.3.1 Cultura de promastigotas

Formas promastigota de Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHOM/BR/PHS), foram
cultivadas em meio LIT (“Liver Infusion Tryptose”) pH 7,0 suplementado com penicilina (100
Ul mL") e estreptomicina (100 ug ml™!), 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 0,4%
de glicose, € 1% de urina humana estéril (meio LIT completo), e mantidas em camaras B.O.D
a 23°C. Promastigotas usados em todos os experimentos foram isolados na fase estacionaria do
crescimento (de 5 — 6 dias de cultura). Todos os experimentos foram realizados com parasitos

de baixa passagem em meio de cultura para garantir sua alta capacidade infectiva.

3.3.2 Determinacio da viabilidade celular

A viabilidade celular de Leishmania (Leishmania) amazonensis, foi determinada pelo
micrométodo do MTT (sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio). Os
parasitos foram suspensos em meio LIT completo e dispostos em placas de cultura de 96 pogos
(5x 10° parasitas/pogo), realizando-se dilui¢do seriada com os diferentes compostos de ruténio,
a partir de 100 pmol L. Apo6s 24 horas de cultivo em cAmara B.0.D a 23°C, adicionou-se o
reagente MTT (5 mg ml"! em meio LIT completo, 20 pL/pogo). A placa de cultura foi incubada
por 3 horas em estufa de CO; a 37°C, sob prote¢do da luz. Posteriormente, 100 pL de SDS foi
adicionado aos pocos e a absorbancia medida em leitor de ELISA a 570 nm. Cada teste foi

realizado em triplicata e por dois experimentos.

3.3.3 Determinac¢ao das concentracgoes inibitorias de 50% da viabilidade (ICso)

Apos realizagdo dos ensaios de viabilidade e de citotoxicidade, as concentragdes inibitorias
de 50% da viabilidade de promastigotas e macréfagos (ICso) foram determinadas a partir da
curva dose-efeito do ensaio de viabilidade. Para este fim, foi utlizado o software GraphPad

Prism 5.0.
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Os complexos obtidos sdo mostrados na Tabela 2, que resume a estrutura e a possivel

geometria (cis-trans) destes, bem como os ligantes correspondentes a cada um. A comprovagao

das estruturas foi feita por RMN de *'P e 'H, espectrocopia na regido do infravermelho e

espectroscopia da regido do ultavioleta-visivel, conforme sera discutido nos itens posteriores.

Tabela 2 - Estrutura dos ligantes e geometrias propostas para os complexos obtidos neste

trabalho.
Ligante Geometria do complexo Férmula
Acido 6-mercaptonicotinico PR
0 H,
o,
\ H CIP/////II,, | .\‘\\\\\P\© cis-[Ru(6-
OH 24 RU\ Mcp)(dppm)2]PFs
O 1%
HS N/ @ X |
HOOC
Acido 2-mercaptonicotinico +PFg’
o) H,
O 1
P, | \\\\\Pj@ cis-[Ru(2-
X OH HQ u, Mcp)(dppm):|PFs

G

N SH

v~ 3
v s
pr—

R4

Acido 6-hidroxinicotinico
@)

A oH

Z

Po
SO

H,

oy

cis-|Ru(6-Hnc)(dppm):]PFs
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Acido 2-hidroxinicotinico
(0]

X OH

Z

N OH

cis-[Ru(2-Hnc)(dppm)2] PFs

Fonte: Dados da pesquisa.

5.1 Analise elementar

Os valores experimentais de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre estio em

concordancia com as férmulas empiricas propostas sendo que os compostos (cis-[Ru(6-

Mcp)(dppm)2]PFe¢-H>0, cis-[Ru(6-Hnc)(dppm)2]PFs-H20 e cis-[Ru(2-Hne)(dppm)2|PFs-H20)

possuem uma molécula de 4gua de hidratagdo. Estes dados sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados de analise elementar dos compostos obtidos neste trabalho.

Complexo Tedrico (%) Experimental (%)
C H N S C H N S
cis-[Ru(6-Mcp)(dppm)2]PFs-H20 56,66 4,25 1,18 2,70 56,34 4,53 1,22 2,87
cis-|[Ru(2-Mcp)(dppm)z|PFs 57,54 4,14 1,20 2,74 57,75 4,06 1,20 2,74
cis-[Ru(6-Hnc)(dppm)2]PFe-H20 57,44 4,30 1,20 - 57,05 4,49 1,04 -
cis-[Ru(2-Hnc)(dppm)2]PFs-H20 57,44 4,30 1,20 - 57,71 4,40 1,16 -

Fonte: Dados da pesquisa.

5.2. Espectroscopia de ressoniancia magnética nuclear de 3'P{'H} dos complexos.

Espectros de RMN 3!'P{'H} de complexos contendo duas bifosfinas apresentam sinais

tipicos que podem ser associados a geometria dos mesmos, conforme mostrado na Figura 14.




23

Figura 14 - Complexos contendo duas bifosfinas queladas ao centro metalico e suas geometrias.
(A) Complexo de configuragdo cis com dois ligantes iguais completando a esfera de
coordenagdo, (B) Complexo de configuragao cis com dois ligantes diferentes completando a

esfera de coordenacao.

Fonte: O autor.

Os complexos com duas bifosfinas cis posicionadas exibem uma multiplicidade de sinal
concordante com o ambiente quimico que os atomos de fosforo estdo envolvidos, o que ird
depender dos demais ligantes coordenados a esfera do metal. Caso os ligantes que completam
a esfera de coordenacdo sejam iguais (Figura 11(A)), as bifosfinas apresentardo dois tipos de
fosforos quimicos-magneticamente equivalentes, P trans P (Pa) e P trans L (Ps), e, portanto,
serdo observados dois sinais tripletos. Este ¢ o caso do complexo precursor cis-[RuCla(dppm):]
utilizado neste trabalho, nos quais os fésforos Pp se encontram trans aos ligantes cloridos. O

espectro de cis-[RuCla(dppm):] € apresentado na figura 15.

Figura 15 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de *'P{'H} do complexo precursor cis-

[RuCla(dppm)z].

Deslocamento quimico (ppm)

Fonte: Dados da pesquisa.



24

Complexos contendo bifosfinas cis-posicionadas com ligantes diferentes completando a
esfera de coordenacgao (Figura 15 (B)), por sua vez, apresentam quatro fosforos quimicamente
e magneticamente ndo-equivalentes, Pa: P trans P (cis a L1), Ps: P trans Lo, Pc:P trans L e
Pp: P trans P (cis a L), dando origem a um padrao de duplo-duplo-dubleto (ddd), que algumas
vezes podem aparecer coalescidos (VON POELHSITZ, 2001), na Figura 16, no tdpico
seguinte, ¢ mostrado o padrdo de sinais obtidos quando os ligantes que completam a esfera de

coordenagao ¢ diferente, sendo que este € o caso de trés compostos obtidos neste trabalho.

5.2.1. Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de 3'P{'H} dos compostos cis-
[Ru(2-Mcp)(dppm):2|PFs e cis-|[Ru(6-Mcp)(dppm)2]PFs.

Os ligantes 2-mercaptonicotinico e 6-mercaptonicotinico sdo potencialmente quelantes
apresentando mais de um possivel modo de coordenacdo (N-S, S-O e O-O) (CASARIN ET AL,
2010), sendo os espectros de RMN fundamentais para definir o tipo de coordenagdo nos
complexos. O espectro do composto cis-[Ru(2-Mcp)(dppm)2]PFs ¢ apresentado nas figuras 16
e 17 (Regides Ampliadas), o espectro do composto cis-[Ru(6-Mcp)(dppm)2]PFs ¢ apresentado
nas figuras 18 e 19 (Regides Ampliadas).

Figura 16 - Espectro de ressonincia magnética nuclear de *'P{'H} do composto cis-[Ru(2-

Mcp)(dppm)2]PFs, em CH2Cl> com capilar de D>O.

[ [ [ [ [ [ T T T T T T T T
PPM -2 -4 -6 -8 -10 -12 -14 -16 -18 -20 -22 -24 -26

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 17 - Espectro de ressonincia magnética nuclear de *'P{'H} do composto cis-[Ru(2-

Mcp)(dppm)2]PFs, em CH2Cl> com capilar de D2O - (Regides Ampliadas).

P

B —
A/‘/ \l\/'\/\J\\\/\/’\ —
T r T T T T T T T T T T T T T T T T T r T I I T I
-1.35 -1.45 -1.55 -1.65 -1.75 -1.85 -1.05 -2.05 -2.15 -2.25 -3.2 -3.4 -3.6 -3.8 -4.0
1 1 "~ 1 1 "~ T " T T " T " T " T T T "1 T T T T "~ T T " T "~ T "~ T "1 " T "1
-13.3 -13.5 -13.7 -13.9 -14.1 -14.3 -145 -14.7 -14.9 -15.1 -153 -15.5 ~-15.7 -22.4 -22.6 -22.8 -23.0 -23.2 -23.4 -23.6 -23.8 -24.0 -24.2 -24.4 -24.6 -24.8

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 18 - Espectro de ressonincia magnética nuclear de *'P{'H} do composto cis-[Ru(6-

Mcp)(dppm)2]PFs em CH2Clz com capilar de D2O.

PPM -2 -4 -6 -8 -10 -12 -14 -16 -18 -20 -22 -24

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 19 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de *'P{'H} do composto cis-[Ru(6-

Mcp)(dppm)2]PF¢ em CH>Cl, com capilar de D>O - (Regides ampliadas).

T T
-4.10 -4.20 -4.30 -4.40 -4.50 -4.60 -4.70 -0.40 -0.50 -0.60 -0.70 -0.80 -0.90 -1.00 -1.10

T S T R R T A L S By B B
-14.8 -150 -152 -154 -156 -15.8 -16.0 -162 -16.4 -16.6 -16.8 -17.0 208 210 -2L2 214 26 208 20 22 R4 226 28 20 232

Fonte: Dados da pesquisa.

Observa-se uma grande similaridade entre os espectros no que se refere ao padrio de sinais
ocorrendo sutis mudancgas nos deslocamentos quimicos em fung¢do da leve mudanga do ligante.
Nota-se quatro conjuntos de sinais duplos-duplos-dubletos correspondendo aos quatros fosforos
dos complexos, sendo que os sinais mais blindados Pa e Pp ocorrem desdobrados devido ao
acomplamento P trans Pp. A tabela 3, apresenta os valores de deslocamento quimico para cada
sinal ddd, bem como os valores da integral e as constantes de acoplamento (em Hz) dos

complexos obtidos.
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Tabela 4 - Valores de deslocamento quimico relativos ao 'P{'H} para os complexos cis-[Ru(2-

Mcp)(dppm)2]PFs, cis-[Ru(6-Mcp)(dppm)2]PFs € cis-[Ru(MMIm)(dppm)2]PFe.

Complexo d4aa/ppm — (Integral) JPAPy,  WPAPg  WJPAPc  WPgPc  WPsP, PP
Ps Pc* Pa Py
-1,78  -3,62 -14,5 -23,66

cis-[Ru(2-Mep)(dppm),| PF, 296 45 23 26 29 41
(1P) (1P) (1P) (1P)
-0,76  -4,41 -15,87 -21,94

cis-[Ru(6-Mecp)(dppm);]PFs. 296 43 23 26 31 41
(1P) (1P) (1P) (1P)
2,18 1,03 -13,28 -23,71

cis-[Ru(MMIm)(dppm);]PFs. 3222 457 23,9 26,1 28,3 46

(1P)

(1P)

(1P)

(1P)

* Sinal coalescido, sao observadas seis linhas.

Fonte: Dados da pesquisa ¢ SOBRINHO, (2015, p38).

A andlise dos dados apresentados permite excluir o modo de coordenagdo via carboxilato

bidentado (O-0), restando portanto dois modos de coordenacao possiveis, N-S e S-O. Levando-

se em consideragdo os conceitos de acidos e bases de Pearson e sendo o ruténio(II) um acido

relativamente mole este terd preferéncia por bases “menos duras”, no caso o nitrogénio do

grupamento piridinico em relagdo ao oxigénio do carboxilato (SEDDON E SEDDON, 1984).

Tal sugestao também se fundamenta em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa em

que compostos do tipo cis-[Ru(MMIm)(dppm)2] PFs, foram sintetizados e caracterizados, com

deslocamentos quimicos proximos aos obtidos neste trabalho (SOBRINHO, 2015), tais dados

foram mostrados na tabela 4. Foi obtido a resolucdo de estrutura cristalografica indicando

coordenacdo via N-S. Na figura 20 ¢ mostrada a estrututa cristalografica deste composto.
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Figura 20 - Estrutura cristalografica do composto cis-[Ru(MMIm)(dppm)2]PFs.

Fonte: SOBRINHO, (2015, p.55).

Desta forma, aferimos que o modo de coordenagdo mais provavel dos ligantes 2-Mcp e 6-

Mcp € a coordenagdo bidentada via N-S, devido aos motivos expostos acima.

5.2.2. Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de 3'P{!H} do complexo cis-
[Ru(6-Hnc)(dppm)2]PFs.

O ligante 6-hidroxidonicotinico apresenta dois modos de coordenagdo possiveis, via
carboxilato bidentado (O-O), ou entdo via N-O (SZORCSIK ET AL, 2005).

Na figura 21 é apresentado o espectro de RMN de *'P{'H} deste composto.
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Figura 21 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de 3'P{'H} do composto cis-[Ru(6-

Hnc)(dppm)2]PFs, em CH2Cl> com capilar de D>O.

—

I j I j I j I j I j I j I j I j I j I j I j I j T
PEM 10 8 [&] 4 2 0 -2 -4 -5 -8 -10 -12 -14

Fonte: Dados da pesquisa.

Sao observados dois tripletos centrados em -11,85 e 8,99 ppm, integrados para dois foésforos
cada, com constantes de acoplamentos no valor de 39 Hz. Conforme discutido anteriormente,
pode-se concluir que o ligante se coordena ao centro metalico de forma bidentada pelos atomos
de oxigénio do carboxilato, levando a um padrdo de sinal idéntico ao do complexo de partida,
entretanto os valores sofrem deslocamento devido a mudanga na esfera de coordenacdo em

torno do atomo central.

5.2.3. Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de 3'P{'H} do complexo cis-[Ru(2-
Hnc)(dppm)2] PFs.

O ligante 2-hidroxinicotinico pode-se coordenar via N-O, O-O (carboxilato bidentado) ou
0-O (O-fendlico/O-carboxilato), (ZOU ET AL, 2011). Nas figuras 22 e 23 (Regides

Ampliadas), sdo mostrados os espectros deste composto.
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Figura 22 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de 3'P{'H} do composto cis-[Ru(2-

Hnc)(dppm)2]PF¢ em CH>Cl> com capilar de D>O.

rr-~rr T ~—1rr 1 r~—1" 7171 71T 1 1 1T T 1T T 1T T 1T T T T
PPM 12 10 8 6 4 2 0 -2 -4 -6 -8 -10 -12 -14 -16 -18 -20

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 23 - Espectro de ressondncia magnética nuclear de *'P {'H} do composto cis-[Ru(2-

Hnc)(dppm)2]PF¢ , em CH2Cl> com capilar de D>O - (Regides ampliadas).

f T T T f T T f T T T T T T T T T T T T T
pPM 12.30 12.20 12.10 12.00 11.90 11.80 11.70 11.60 11.50 11.40 PPM  2.40 2.30 2.20 2.10 2.00 1.90 1.80 1.70 1.60 1.50 1.40

I
[ [
PA PD \“‘ ‘\l‘ ‘H‘ ‘\‘I
i
M ‘JI \,‘ 4" l\ / “ “,"I noAa A

T T T T T T T T
PPM -12.3 -12.5 -12.7 -12.9 -13.1 -13.3 -13.5 -13.7 -13.9 -14.1 -14.3 -14.5 -14.7 -14.9 -15.1

Fonte: Dados da pesquisa.

Neste padrio de sinais sdo apresentados quatro conjuntos de sinais duplos-duplos-dubletos,

correspondendo aos fésforos do novo complexo, deste modo elimina-se a possibilidade de
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coordenacdo carboxilato bidentado. Na tabela 5 sao apresentados os valores de deslocamento

quimico para cada sinal ddd, bem como os valores de integral.

Tabela 5 - Valores de deslocamento quimico para o complexo cis-[Ru(2-Hnc)(dppm)z]PFs.

d4aa/ppm-Integral

Complexo PB PC* PA PD 2JPAPD ZJPAPB ZJPAPC ZJPBPC ZJPBPD 2]PcPD
cis-[Ru(2-Hnc)(dppm);] PFs 11,85 194 -135 -183
(IP) (1IP) (1P) (IP) 290 23 33 34 37,5 28,5

* sinal coalescido.

Fonte: Dados da pesquisa.

Como a coordenacdo via carboxilato foi descartada, restam duas possibilidades de
coordenagdo, via N-O ou Otenslico)-O(carboxilato). O produto obtido apresenta o contra-ion PFs,
como evidenciado pela andlise elementar, desta forma ¢ uma molécula complexa
monocarregada positivamente, desta forma como o atomo central (Ru?") tem Nox +2, caso a
coordenacgdo tivesse ocorrido via O(fenclico)-O(carboxilato) @ molécula seria neutra e ndo haveria a
presenga do contra-ion, outro fator que também deve ser considerado ¢ que os valores de
deslocamento quimico bem como seus acoplamentos se assemelham aos compostos anteriores
cis-[Ru(2-Mcp)(dppm)2]PFs e cis-[Ru(6-Mcp)(dppm)2]PFs em que ocorria a coordenagao via
N-S, com o atomo de enxofre no caso deste composto sendo substituido pelo oxigénio, desta

forma propde-se que a coordenagao mais provavel € via N-O.

5.3 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de 'H.

Esta técnica foi pertinente ao trabalho fornecendo evidéncias sobre a coordenagdo dos
ligantes ao metal, sendo que ao coordenarem estes sofrem deslocamentos quimicos e
acomplamentos entre si e com outros nucleos, no caso deste trabalho com os atomos de fosforo
presentes nas bifosfinas, o que pode acarretar uma dificuldade na atribuicdo da multiplicidade
de alguns sinais resultantes. Sendo assim, ndo houve preocupagdo em atribuir todas as
constantes de acoplamento ao realizar as analises dos espectros dos complexos deste trabalho.

Os principais sinais encontrados sdo os referentes aos hidrogénios dos anéis aromaticos
pertencentes as bifosfinas, estes podem ser divididos em trés grupos, hidrogénios orto, meta e
para, integrados para 40 hidrogénios ao total, estes sinais encontram-se na faixa de 7,90-6,40

ppm.A analise dos espectros obtidos permitiu confirmar a presenca dos ligantes e ainda
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identificar os dtomos coordenados ao centro metalico. Em torno das regides de 4,07 e 4,68 ppm

observam-se os sinais tipicos dos grupos metilénicos ligados aos fésforos.

5.3.1. Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de 'H do complexo cis-[Ru(6-
Hnc)(dppm)2] PFe.

A presenga do ligante 6-hidroxinicotinato é confirmada pelo sinal alargado em 11,65 ppm
atribuido ao grupo NH, indicando a forma ceto do ligante (QUINTAL ET AL, 2002), e pelos sinais
em 7,93, 7,62 e 6,54 ppm correspondentes aos hidrogénios aromaticos. Os sinais do ligante
livre em DMSO-ds ocorrem em 7,96, 7,75 e 6,34 ppm. Na figura 24 ¢ mostrado o RMN deste

composto e na tabela 6 a atribui¢do do espectro.

Figura 24 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H do complexo cis-[Ru(6-

Hnc)(dppm)2]PFs em CDCls.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Na tabela 6 sdo relatadas as principais atribui¢des dos sinais encontrados neste espectro.

Tabela 6 - Principais atribui¢des do espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H do

complexo cis-[Ru(6-Hnc)(dppm)z2] PFs.

NH Ho, Hm, Hp H, H; Hc P-CH,
cis-[Ru(6-Hnc)(dppm)2]PFs 11,65 7,95-6,20 7,93 7,62 6,54 4,68
(s* IH) (m, 40H) (1H)  (d 1HH-H=8Hz) (d IH JH-H=8Hz)  (m 2H)
- - - - 4,07
- - - - - (m, 2H)

* alargado; s singleto; m multipleto, d dubleto.

Fonte: Dados da pesquisa.

5.3.2. Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de '"H do complexo cis-[Ru(2-
Hnc)(dppm)2] PFs.
O espectro de RMN de 'H do complexo cis-[Ru(2-Hnc)(dppm)2]PFs corrobora o observado

no RMN 3'P{!H}, na figura 25 é apresentado o espectro deste composto.
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Figura 25 - Espectro de ressonincia magnética nuclear de 'H do complexo cis-[Ru(2-

Hnc)(dppm)2]|PFs em CDCls.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Na regido de campo baixo é observado um sinal tipico do grupo OH. Os hidrogénios

aromaticos do ligante 2-hidroxinicotinato ocorrem ligeiramente deslocados em relagdo ao
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ligante livre (Ha = 8,42; Hg = 7,99; Hc = 7,72), sendo indicativos da coordena¢do do mesmo
ao centro metalico, a tabela 7 ilustra esses valores.
Tabela 7 - Principais atribui¢des do espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H do

complexo cis-[Ru(2-Hnc)(dppm)z2] PFs.

Ho, Hm,
OH Hp H, Hg Hc P-CH,
cis-[Ru(2- 12,24 7,95-6,10 8,34/8,22 8,02 6,46/6,38 5,27-4,63
Hnc)(dppm);]PFs. (s,1H) (m, 40H) (d 0,5/0,5 H) (t, 1H) 2JH-H= (d 0,5/0,5 H) 2JH-H = (m, 4H)

2JH-H = 8Hz 8Hz 7Hz

s singleto; m multipleto; d dubleto; t tripleto.

Fonte: Dados da pesquisa.

5.3.3. RMN 'H do complexo cis-[Ru(2-Mcp)(dppm)2] PFs.

Os hidrogénios aromaticos pertencentes ao ligante estdo integrados para um cada, estes se
encontram em 8,13 ppm (d) (Ha), um sinal sobreposto aos hidrogénios aromaticos das fosfinas
(Hg) e outro sinal em 6,70 ppm (d) (Hc).

Outros sinais de grande importancia sdo os hidrogénios alifaticos da bifosfina, que sdo
integrados para quatro, estes sinais sdo multipletos e se encontram em 5,27 ppm (1H), 4,96 ppm

(2H) e 4,47 ppm (1H). O espectro deste composto ¢ apresentado na figura 26.
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Figura 26 - Espectro de ressondncia magnética nuclear do complexo cis-|Ru(2-

Mecp)(dppm)2]PFs em CDCls.
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Na tabela 8 sdo mostradas as atribui¢des do espectro.
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Tabela 8 - Principais atribui¢des do espectro de ressonincia magnética nuclear de 'H do

complexo cis-[Ru(2-Mcp)(dppm)2]PFs.

Ho, Hm,
Hp Ha Hg Hc P-CH,
7,90-6,40 8,13 Sinal sobreposto* 6,7 5,27
cis-[Ru(2- (m,40H)  (d 1H) 2JH-H (1H) (d IH)*JH-H=4 Hz (m, 1H)
Mecp)(dppm);] PFs. =8Hz
- - - - 4,96
(m, 2H)
- - - - 4,47
(m, 1H)

* alargado; m multipleto, d dubleto.

Fonte: Dados da pesquisa.

5.4. Analise dos espectros de absorcao no infravermelho

Os espectros de absor¢ao no infravermelho fornecem informagdes a respeito da coordenagao
dos ligantes ao metal, a andlise foi realizada por meio da comparagdo dos espectros do
complexo precursor com os dos novos complexos bem como dos ligantes utilizados, sendo que,
o aparecimento de novos modos vibracionais, ausentes no precursor ¢ em valores diferentes dos
ligantes, evidenciam a coordenagdo dos mesmos nos novos compostos.

Os espectros apresentados foram obtidos na regido entre 4000-220 cm™'. Observou-se que
os principais modos vibracionais referentes as bifosfinas, também presentes no precursor,
permaneceram praticamente inalterados nos novos complexos, j4 que, mesmo substituindo-se
os ligantes cloridos, a unidade [Ru(dppm):] ndo se altera (VON POELHSITZ, 2005).

Os ligantes utilizados no trabalho apresentam bandas que também se evidenciam no
precursor utilizado, entre elas, os estiramentos na regido aromatica desta forma as principais
bandas referentes aos ligantes, sdo as relacionadas ao grupo carboxilato, O-Hfenslico, S-H €
aquelas relacionadas ao 4tomo de nitrogénio do anel piridinico. Todos os novos complexos
apresentam uma banda por volta de 836 cm’!, atribuido ao contra-ion PFs” (NAKAMOTO, 1997).
O complexo precursor cis-[RuClz(dppm)2] apresenta ainda dois modos vibracionais referentes
a0 VRu-Cl em 299 e 274 cm™ , como esperado (NAKAMOTO,1997), quando da substituicio
dos ligantes cloridos espera-se que estas bandas tornem-se ausentes. Sendo assim a coordenagao
dos ligantes deste trabalho na forma bidentada em substituigdo aos cloridos pode ser confirmada
pela andlise dos espectros IV na regido de baixa energia.

No apéndice deste trabalho encontram-se todos os espectros dos ligantes, compostos e

precursor.
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5.4.1. Analise dos espectros de cis-[Ru(6-Mcp)(dppm):z]PFs e cis-|[Ru(2-Mcp)(dppm)2]PFe

Os ligantes livres acido 2-mercaptonicotinico e 6-mercaptonicotinico apresentam
tautomerismo tiol-tiona (QUINTAL ET AL, 2002), como ilustrado na figura 27. Os espectros
no infravermelho destes compostos mostram a presenca de bandas alargadas centradas em
2200; 2800 cm™ e 2500; 2800 cm™!, respectivamente para 2-Mcp e 6-Mcp respectivamente,
tipicas de vSH e OH com forte interagdo de hidrogénio. Ambos apresentam uma banda ao redor

1

de 3180 cm™ tipica de VNH e outra proxima de 1140 cm™ caracteristica de vC=S

(NAKAMOTO, 1997). Todas estas observacdes sugerem que no estado sélido e nas condigdes

em que foram obtidos os espectros hé a presenca de ambos os tautdmeros.

Figura 27 - Tautomerismo nas espécies dacido 6-mercaptonicotinico e acido 2-

H
N Z SN
/ \
SH —————= S
O OH o} OH

Tautomerismo na espécie dcido 2-mercaptonicotinico

SH S
H
X N N/
G G
o OH o OH

Tautomerismo na espécie acido 6-mercaptonicotinico

mercaptonicotinico.

Fonte: O autor.

Ap6s a coordenacdo dos ligantes ao cis-[RuClx(dppm)2] observa-se que a banda atribuida ao
vC=0 na regido de 1700 cm™ ainda aparece nos complexos sendo indicativo que o grupo
carboxilato ndo se coordenou ao ruténio. A auséncia das bandas alargadas em 2200 e 2500 cm™

!¢ indicativo do envolvimento do enxofre na coordenacio ao centro metalico. O espectro da
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regido entre 900 e 200 cm™, serd mostrado uma tinica vez, ja que esta é regidio é identica para
todos os compostos, este ¢ mostrado na figura 29.
O espectro do composto cis-[Ru(6-Mcp)(dppm)z] ¢ mostrado na figura 28, o espectro de

cis-[Ru(2-Mcp)(dppm)2] ¢ mostrado na figura 30.

Figura 28 - Espectro de infravermelho do cis-[Ru(6-Mcp)(dppm):2]PFs e precursor. (Regido
ampliada entre 1900 e 900 cm™).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 29 - Espectro de infravermelho do cis-[Ru(6-Mcp)(dppm):2]PFs e precursor. (Regido
ampliada entre 900 e 220 cm™).
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 30 - Espectro de infravermelho do cis-[Ru(2-Mcp)(dppm)2]PFs , precursor e 2-Mcp.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Na tabela 9 sdo apresentadas as principais bandas dos ligantes livres e complexos.

Tabela 9 - Principais bandas para os complexos cis-[Ru(6-Mcp)(dppm):2]PFs e cis-[Ru(2-
Mcp)(dppm)2]PFs e seus respectivos ligantes.

Modos vibracionais

Composto v NH vC=0 v C=N v C-0 v C=S
6-Mcp 3159 f 1677 F 1615 F 1300 F 1163 F
cis-|[Ru(6-Mcp)(dppm),]|PFqv - 1717 m 1586 m 1284 f 1154 f
2-Mcp 3189 f 1676 F 1599 m 1320 F 1141 m
1718* m
1711 m 1549 f 1287 £ 1134 m
cis-|[Ru(2-Mcp)(dppm),]|PFs 1698 m
1671 m
* ombro

Fonte: Dados da pesquisa.

5.4.2. Analise do espectro de cis-[Ru(6-Hnc)(dppm):]PFs
O espectro no infravermelho do ligante 4cido 6-hidroxinicotinico também sugere a presenca

de uma mistura de tautomeros (forma ceto e hidroxi) no estado so6lido (ARSLAN ET AL, 2006).
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Evidéncias para este comportamento sdo as bandas alargadas proximas a 2500 e 3000 cm™,
indicativas da presenca de grupo OH, associadas a bandas caracteristicas do vVNH e vC=0 de
cetona, em 3232 ¢ 1705 cm™ (NAKAMOTO, 1997), respectivamente.

Apo6s a coordenacdo do ligante ao cis-[RuClx(dppm)2] observa-se a auséncia das bandas
alargadas, sendo indicativo da desprotonagdo e envolvimento do grupo carboxilato na ligacao
ao ruténio. A presenca dos modos vibracionais VNH e v(C=0O)ceona indica que o ligante
encontra-se coordenado na forma ceto. A evidéncia definitiva da coordena¢do bidentada do
carboxilato € o valor da separagdo entre as bandas v.s(COO") e vs(COQO"), ( o valor de Av) que
corresponde a 56 cm™' uma vez que esta diferenca vem sendo utilizada como prova de
coordenacao do ligante de forma bidentada (NAKAMOTO, 1997).

O espectro deste composto ¢ mostrado na figura 31 e 32.

Figura 31 - Espectro de infravermelho do cis-[Ru(6-Hnc)(dppm)z]PFs , precursor e 6-Mcp.
(Regido ampliada entre 3500 e 2400 cm™).
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 32 - Espectro de infravermelho do cis-[Ru(6-Hnc)(dppm)2]PFs , precursor e 6-Hnc.
(Regido ampliada entre 1900 e 900 cm™).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 10 - Principais bandas para o complexo cis-|[Ru(6-Hnc)(dppm):2]PFs e seu respectivo

ligante.
Modos vibracionais
Composto vNH vC=0 vas COOr v C=N v, COO" A v, COO - vCOOr
6-Hnc 3232 f 1705 F 1601 F 1556 m 1227 F 374
1633 F
cis-[Ru(6-Hnc)(dppm),]PF 3357 f 1674 m 1505 f 1560 £ 1449 56
1654 m

Fonte: Dados da pesquisa.

5.4.3. Analise do espectro de cis-[Ru(2-Hnc)(dppm):]PFs

O espectro no infravermelho do ligante acido 2-hidroxinicotinico sugere a presenga de uma
mistura de tautdmeros (forma ceto e hidroxi) no estado solido (DOGRA, 2004). A banda
alargada centrada em 2800 cm’! evidencia a presenca do grupo OH em forte ligacio de
hidrogénio (MIKLOVIC, J ET AL, 2007) e os modos vibracionais associados ao vVNH em 3234
cm™ e vC=0 de cetona em 1737/1713 cm™, NAKAMOTO, 1997) respectivamente, confirmam

esta sugestao.
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Ap0s a coordenagdo do ligante ao cis-[RuClz(dppm):] observa-se a auséncia da banda NH
sendo indicativo da ligacdo deste ao centro metalico. A presen¢a dos modos vibracionais
V(C=0)cetona € das bandas ligadas ao acido carboxilico indica o tautomerismo da espécie bem

como a existéncia do carboxilato ndo coordenado.

O espectro do composto ¢ mostrado na figura 33 e os principais dados de atribuicao na tabela

11.

Figura 33 - Espectro de infravermelho do cis-[Ru(2-Hnc)(dppm)2]PFs , precursor e 2-Hnc.
(Regido ampliada entre 1800 e 1000 cm™).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 11 - Principais bandas de estiramento do composto cis-|[Ru(2-Hnc)(dppm)2]PFe.

Modos vibracionais

Composto v NH v C=0 cetona vas COO v C=N v, COO"

2-Hnce 3234 f 1737 F 1623 F 1604 1396 F
1713 F

cis-[Ru(2- - 1739 m 1639 m 1590 £ 1415 £

Hnc)(dppm),]PFs.

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.5. Analise dos espectros de absor¢ao na regiio do Ultravioleta-Visivel

Foram obtidos espectros de UV-visivel como técnica complementar para a caracterizacao
dos compostos e para avaliacao da energia envolvida nas transi¢des eletronicas no complexo
precursor, nos novos complexos e nos ligantes utilizados no trabalho.

Os complexos obtidos sdo relativamente semelhantes, com diferengas nos posicionamentos
dos grupos substituintes no acido nicotinico e dos grupos substituintes, essas ligeiras diferencas
se refletem nos espectros, com sobreposicao de algumas bandas, o surgimento de novas e/ou
deslocamento destas. Pelas caracteristicas dos ligantes e do proprio ion Ru(Il) sdo esperadas
algumas transigdes caracteristicas.

As fosfinas sdo ligantes que apresentam propriedades de doadores ¢ e receptores m,
possuindo orbitais d vazios, e portanto quando coordenados a um centro metalico em baixos
estados de oxidacdo, como exemplo Ru(Il), apresentam bandas de transferéncia de carga metal-
ligante (TCML) (VON POELHSITZ, 2001).

Os ligantes utilizados apresentam bandas entre 228 e 377 nm, atribuidas a transi¢cdes proprias
dos ligantes, bandas estas chamadas intraligantes (IL), j4 o complexo precursor cis-
[RuCla(dppm)2] apresenta bandas entre 230 e 420 nm (SULLIVAN E MEYER, 1982).

No complexo cis-[RuClz(dppm):] sdo observadas duas bandas, em 258 nm e um ombro em 235
nm, estas sdo atribuidas a transi¢des intraligantes dos anéis fosfinicos, /L (m—n*). Em 417 nm
temos uma banda associada a transicao eletronica dos ligantes cloridos para o centro metalico,
quando da troca destes pelos ligantes de interesse do trabalho as bandas se deslocam,
diminuindo sua intensidade, sugerindo que uma nova transi¢ao foi formada. Na regido de 358
nm o complexo precursor apresenta uma banda, associada com a transferéncia de carga do
centro metalico para os ligantes fosfinicos, TCML (dn—n*) (VON POELHSITZ, 2001).

Para uma melhor vizualizagdo, os espectros sdo mostrados em duas partes, e em concentragdes
adequadas para boa observacdo das transi¢des em questao.

Os quatro novos complexos apresentam uma banda na regiao compreendida entre 323 nm a 380
nm, referente a unidade cis-[RuClx(dppm):], banda esta atribuida a transi¢do de carga TCML
(dn—n*), envolvendo o centro metdlico e os atomos de fosforo (VON POELHSITZ, 2001).
Nos novos compostos as bandas se deslocam, fato esse devido a mudanga dos ligantes que
completam a esfera de coordenacdo, sugerindo a ligacdo destes ao centro metalico, os
compostos cis-[Ru(2-Hnc)(dppm)> | PF, cis-[Ru(6-Hnc)(dppm)2]PFs,  cis-[Ru(2-
Mcp)(dppm)2]PFs, se deslocam para menores comprimentos de onda e ocasionalmente maiores

energia, sugerindo que a transi¢do de TCML se torna dificil enquanto que no composto cis-
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[Ru(6-Mcp)(dppm).]PFs, a transi¢ao desloca-se para valores maiores de comprimento de onda
e consequentemente menor energia, sugerindo, desta forma que a transi¢do TCML ¢ facilitada.
O complexo precursor apresenta uma banda em 417 nm atribuida a transi¢ao de elétrons dos
ligantes cloridos para o centro metalico TCLM, (VON POELHSITZ, 2001), quando ocorre a
coordenacdo ao metal dos novos ligantes esta banda deixa de existir, sugerindo que os cloridos
foram substituidos pelos novos ligantes.

Nos novos complexos sintetizados, as bandas caracteristicas do ligante aparecem como uma
mistura entre estas e as do complexo precursor.

Os espectros dos compostos cis-[Ru(6-Mcp)(dppm)2]PFs, figuras 34 e 35, cis-[Ru(2-
Mcp)(dppm)2]PF¢ figuras 36 e 37, cis-[Ru(6-Hnc)(dppm)2]|PFg, figuras 38 e 39 e cis-[Ru(2-
Hnc)(dppm).|PFg, figuras 40 e 41 estdo relacionadas abaixo.
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Figura 34 - Espectro de UV-Vis do cis-[Ru(6-Mcp)(dppm)2]| PFs ligante e cis-[RuClz (dppm):].
(Ampliacdo na regido de 225 a 390 nm).
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 35 - Espectro de UV-Vis do cis-[Ru(6-Mcp)(dppm)2]PFs ligante e cis-[RuCl: (dppm)2].
(Ampliacdo na regido de 285 a 480 nm).
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Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 36 - Espectro de UV-Vis do cis-[Ru(2-Mcp)(dppm)2]PFs ligante e cis-[RuCl (dppm)2].

(Ampliacao na reglao de 225 a 390 nm).
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Figura 37 - Espectro de UV-Vis do cis-[Ru(2-Mcp)(dppm)2]PFs ligante e cis-[RuCl (dppm)2].

(Ampliacao na regido de 300 a 480 nm).
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Figura 38 - Espectro de UV-Vis do cis-[Ru(6-Hnc)(dppm)z] PF, ligante e cis-[RuClz (dppm)2].
(Ampliacdo na regido de 225 a 390 nm).
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Figura 39 - Espectro de UV-Vis do cis-[Ru(6-Hnc)(dppm)z] PFe, ligante e cis-[RuClz (dppm)2].
(Ampliagdo na regido de 285 a 480 nm).
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Figura 40: Espectro de UV-Vis do cis-|Ru(2-Hnc)(dppm)2] PFg, ligante e cis-[RuCl, (dppm)z].
(Ampliagao na regido de 260 e 480 nm).
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Figura 41: Espectro de UV-Vis do cis-[Ru(2-Hnc)(dppm):z] PFs, ligante e cis-[RuCl, (dppm):].
(Ampliagdo na regido de 270 e 480 nm).
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Na tabela 12 sdo apresentados os comprimentos de onda (A) e as respectivas absortividades

molares (&) e suas possiveis transicdes nos novos espectros de ruténio € no precursor.

Tabela 12 - Valores de comprimento de onda, absortividade molar e possiveis transi¢des

encontradas nos espectros dos compostos.

Complexo A (nm) & (10°L.mol'em™) Atribuicdo
ReMen)dopm 323 122 TCML
cis-[Ru(2-Mcp)(dppm)2]PFs
283 1,85 IL (m—7*)
374 3,93 IL
2-Mcp
298 14,07 IL
Re(6 Mo dopm] 380 1,46 TCML
cis-[Ru(6-Mcp)(dppm)2]PFs
262 9,01 1L (n—¥)
360 8,22 IL
6-Mcp
308 14,07 IL
332 4,46 TCML
cis-[Ru(2-Hnc)(dppm)2]PFs 254 26,83 1L (n—¥)
231 38,25 IL (m—7*)
324 3,87 IL
2-Hnc 295 4,78 IL
228 6,37 1L
331 3,80 TCML
cis-[Ru(6-Hne)(dppm)2] PFe 258 32,14 1L (%)
232 40,64 1L (m—7%)
358 1,01 1L
6-Hnc 295 5,68 1L
252 16,47 1L
417 1,06 TCLM
< [RuCh(d 358 1,56 TCML
cis-IRuCl(dppm:] 266 18,58 1L (n—1*)

235 44,1 IL (m—m*)
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5.6 Resultados de atividade antiparasitaria e citotoxicidade

Os quatro complexos de ruténio obtidos e o complexo precursor foram submetidos a ensaios
antiparasitarios contra a forma promastigota de Leishmania (L.) amazonensis. As curvas de
viabilidade celular sdo mostradas na figura 42 e a tabela 13 sumariza a agdo dos complexos na

viabilidade das Leishmanias.

Figura 42: Viabilidades celulares dos compostos sintetizados contra Leishmania amazonensis.

120

ICsp = 0,86 UM

Viabilidade (%)
3
Viabilidade (%)

0
200 100 S0 25 125 6,25 3,125 1,563 0,781 0,391 0,185 0,098 200 100 50 25 125 6,25 3,125 1,563 0,781 0,391 0,195 0,098
Concentragao (M) Concentragio (M)

ICs0=1.25 uM

Viabilidade (%)
Viabilidade (%)

0
200 100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,563 0,781 0,391 0,195 0,098 200 100 50 25 125 6,25 3,125 1,563 0,781 0,391 0,195 0,098
Concentragao (M) Concentragao (M)

1: cis-[Ru(6-Hnc)(dppm),]PFs; 2: cis-[Ru(2-Hnc)(dppm),|PFg; 3: cis-[Ru(2-Mcp)(dppm).|PF¢; 4: cis-[Ru(6-Mcp)(dppm),|PFs;
Fonte: Dados da pesquisa.

A analise dos graficos de viabilidade permite verificar uma curva dose-resposta tipica onde o
aumento da concentragdo leva o aumento da atividade. Entretanto para os complexos cis-[Ru(6-
Hnc)(dppm)2]PF¢ e cis-[Ru(2-Mcp)(dppm)2]PFs ndo foi possivel determinar os valores de ICs
uma vez que na maior dose utilizada a viabilidade celular permanece entre 40% e 50%.

Tabela 13 - Valores de ICso para os complexos obtidos, precursor e pentamidina.

L.(L.) amazonensis

Complexos ICso (umolLT)
cis-|Ru(6-Hnc)(dppm)2]PFs -
cis-[Ru(2-Hnc)(dppm)>]PFs 0,86
cis-|[Ru(2-Mcp)(dppm)2|PFe -
cis-[Ru(6-Mcp)(dppm)2]PFs 1,25

cis-[RuCl(dppm)2]PFs 15,48
Pentamidina* 3,38

* (FARIA ET AL., 2013)

Fonte: Dados da pesquisa.
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Pela analise dos resultados nota-se que apenas dois complexos foram ativos contra a
espécie de Leishmania amazonensis com ICso no valor de 0,86 pmol L para cis-[Ru(2-
Hnc)(dppm)2]PFs e 1,25 pmol L para cis-[Ru(6-Mcp)(dppm)2]PFs. Com relagdo ao complexo
precursor observa-se que 0s novos compostos foram mais ativos, o composto cis-[Ru(2-
Hnc)(dppm)2]PF¢ foi 18 vezes mais ativo e o composto cis-[Ru(6-Mcp)(dppm)2]PFs 12,4 vezes,
o composto Isotionato de Pentamidina, usado como farmaco de segunda escolha no tratamento
da leishmaniose, quando testado sob as mesmas condigdes, exibe valores de ICso de 3,38 para
L.(L.) amazonensis (FARIA ET AL., 2013), sendo, portanto mais eficazes quando avaliados do
ponto de vista do ICso. Este resultado evidencia a possivel agdo dos novos ligantes junto ao
centro metalico do ruténio(Il) demonstrando que os ligantes nicotinicos conferem alguma
caracteristica quimica resultando em uma melhor resposta biologica.

Tais valores indicam o potencial destes complexos para aplicagdo como antiparasitarios.
Testes complementares serdo realizados visando elucidar a alteragdes morfologicas nas
Leishmanias provocadas pela acao dos complexos de ruténio, e ainda, estudos serdo feitos com
o0 objetivo de relacionar a estrutura do complexo com a atividade exibida e os possiveis alvos

bioldgicos que levam a citotoxidade.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados quatro novos complexos de ruténio(Il) de formula geral cis-
[Ru(N-S)(dppm)2]PFs, sendo N-S = 2-mercaptonicotinato e 6-mercaptonicotinato, cis-[Ru(O-
O)(dppm)2]PFs, sendo O-O = 2-hidroxinicotinato e cis-[Ru(N-O)(dppm).]PFs 6-
hidroxinicotinato.
O tipo de coordenagdo via N-S, O-O e N-O bem como as geometrias propostas foram
evidenciados pelo padrio dos sinais no RMN 3!P{'H}. A coordenagio dos ligantes ao metal foi
comprovada pela aparicdo de novos modos vibracionais, ausentes no precursor € presentes nos
espectros de IV, sendo que estes valores novos encontram-se deslocados evidenciando a
interagio entre os ligantes e o ion central. O padrio de sinais observados no RMN 'H corroborou
o observado nos espectros de RMN de *'P{'H}, uma vez que evidenciou a presenca dos ligantes
nos complexos, juntamente com suas integrais concordantes com as estruturas propostas, pela
técnica de UV-Vis foi possivel observar o surgimento de novas bandas, o desaparecimento de
algumas e desta forma concluir conjuntamente com as outras técnicas que houve a formagao de
um novo composto. A férmula empirica foi comprovada por meio de analise elementar, sendo
que os valores experimentais obtidos de porcentagem de CHNS e CHN, foram concordantes
com os valores tedricos e com as estruturas propostas para os compostos. Os compostos foram
testados contra o parasita Leishmania amazonensis, sendo que dois destes compostos se
mostraram potenciais agentes antiparasitarios. Os compostos cis-[Ru(2-Hnc)(dppm)2]PFs e cis-
[Ru(6-Mcp)(dppm)2]PFs apresentaram valores de ICso de 0,86 uM e 1,25 uM, valores estes
melhores que o complexo precursor do trabalho sugerindo que a coordenacao de novos ligantes
causa um efeito benéfico na atividade, e melhores ainda que a droga de referéncia, a
pentamidina, que nas mesmas condi¢des experimentais apresenta um valor de ICso de 3,38 pM.
Os demais compostos ndo tiveram seus ICso calculados, uma vez que a dose maxima ndo chegou
a destruir 100% dos parasitas.

Estudos mais detalhados sobre os mecanismos de agdo dos compostos serdo realizados em

testes posteriores.
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APENDICE A — ESPECTROS DE INFRAVERMELHO (ATR-FTIR)

Figura Al: Espectro de infravermelho de cis-[Ru(2-Hnc)(dppm)2]PFs, cis-[RuClx(dppm)] e

acido 2-hidroxinicotinico.
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Figura A2: Espectro de infravermelho de cis-[Ru(6-Hnc)(dppm):]PFs, e dacido 6-

hidroxinicotinico.
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Figura A3: Espectro de infravermelho de cis-[Ru(2-Mcp)(dppm)2]PFs, e 4acido 2-

mercaptonicotinico.
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Figura A4: Espectro de infravermelho de cis-[Ru(6-Mcp)(dppm)2]PFs, e acido 6-

mercaptonicotinico.
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