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RESUMO

O cancer é um conjunto de doengas que consiste no crescimento descontrolado de
células. Estas células podem invadir tecidos e/ou 6rgdos em um processo chamado
de metastase. Portanto, a procura de farmacos que atuem como antitumorais é
vasta. Muitos compostos de coordenagdo que possuem centro metalico de ruténio
(I1) com ligantes polipiridinicos, se mostram promissores agentes antitumorais. Os
complexos de ruténio (ll) oferecem perspectivas, pois apresentam estados de
oxidagao estavel em condi¢des fisiologicas, possuem solubilidade em agua e
estudos indicam menor toxicidade quando comparados aos farmacos de platina (Il)
convencionais. Em vista disso, realizou-se a sintese, caracterizacdo, determinacao
da cinética de aquacao e interacdo com a albumina humana dos complexos do tipo
[Ru"CI(X-tpy)(BDQ)](PFs) (X= H ou CI), denominados de [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)].
Ambos os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] apresentam apds a sintese isbmeros
de posicao verificados através de analises por CLAE. Os resultados obtidos através
do estudo da cinética de aquacdo, por sua vez, demonstraram que ambos 0s
complexos estudados possuem constante cinética de aquagdo com ordem de
grandeza maior que o complexo cis-diaminodicloridoplatina (Il). Ao analisar os
resultados de supressao de fluorescéncia, verificou-se a presenca de interagao entre
os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] com a albumina humana (HSA). Entretanto, ao
se observar os valores de Ka, notou-se que a interagdo € fraca. Experimentos de
supressao de fluorescéncia sincrona e observou-se que apenas o [Ru(tpy)] é capaz

de alterar o microambiente proteico proximo a um residuo de aminoacido, Trp-214.

Palavras-chave: Albumina humana (HSA), complexos polipiridinicos de ruténio (Il),

cinética de aquacéo.



ABSTRACT
Cancer is a disease that consists of uncontrolled cell growth. These cells can invade
tissues and / or organs in a process called metastasis. However, the demand for
drugs that act as antitumor drugs is vast. Many coordination compounds that have a
metallic ruthenium (ll) center with polypyridine ligands, show promising anti-tumor
agents. The ruthenium (lI) complexes offered perspectives, an oxidation states stable
under physiological conditions, solubility in water and less toxicity when compared to
conventional platinum (I1) drugs. This work described the synthesis, characterization,
determination of the aquation kinetics and interaction with human albumin of
complexes of the type [Ru"CI (X - tpy) (BDQ)] (PFs) (X = H or Cl), denominated from
[Ru(tpy)] and [Ru(Cl-tpy)]. Both the [Ru(tpy)] and [Ru(Cl-tpy)] complexes, after
synthesis, present position isomers verified through HPLC analysis. The results
obtained through the study of aquation kinetics, in turn, demonstrated that both
studied complexes have constant aquation kinetics with an order of magnitude
greater than the cis-diaminodichloridoplatin (II) complex. When analyzing the results
of suppression of fluorescence, it was verified the presence of interaction between
the [Ru(tpy)] and [Ru(ClI-tpy)] complexes with human albumin (HSA). However, when
observing the Ka values, it was noted that the interaction is weak. Synchronous
fluorescence suppression experiments and it was observed that only [Ru(tpy)] is able

to alter the protein microenvironment close to an amino acid residue, Trp-214.

Keywords: Human albumin (HSA), ruthenium (Il) polypyridine complexes, aquation

kinetics.
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1 INTRODUGAO

1.1 Céancer

O cancer é um conjunto de doengas que consiste em um crescimento
desordenado e descontrolado de células. Este crescimento € chamado de
carcinogénese/oncogénese, pois possui caracteristicas fenotipicas diferenciadas,
quando comparadas a células normais (INCA. Instituto Nacional do Cancer.
Disponivel = em:<www.inca.gov.br>. Acesso em: 10/10/2020), podendo
eventualmente invadir outros 6rgaos e tecidos em um processo chamado metastase.

A Figura 1 apresenta um esquema simplificado de como ocorre o surgimento

de um cancer.
Figura 1. Esquema simplificado de como ocorre o surgimento de um cancer.

Mutagio "
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Multiplicagao Cancer maligno

Fonte: Medicar. Disponivel em:<www.medicar.com.br>. Acesso em: 21/12/2020

As alteragdes podem ocorrer em genes especiais, 0s quais sao conhecidos
como proto-oncogenes, que estdo inativos em células normais. Se esses genes
especiais forem ativados, tornam-se oncogénese, sendo responsaveis em
transformar as células saudaveis em células cancerosas, modificando os perfis de
metabolismo e homeostase celular (INCA. Instituto Nacional do Cancer. Disponivel
em:<www.inca.gov.br>. Acesso em: 10/10/2020).

Os tumores sao divididos entre benignos e malignos, os quais sdo chamados
de neoplasias. As neoplasias benignas tem um crescimento organizado e
dificilmente invadem tecidos vizinhos. Ja as neoplasias malignas, conhecidas como
cancer, tem a capacidade de invadir tecidos vizinhos, tem grandes chances de
metastases e possui um crescimento desorganizado (INCA. Instituto Nacional do
Cancer. Disponivel em:<www.inca.gov.br>. Acesso em: 10/10/2020).

No Brasil, os tipos de cancer mais frequentes em mulheres sdo os de mama
(29,7%), colon e reto (9,2%), colo do utero (7,4%), pulmao (5,6%) e tireoide (5,4%).
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Ja em homens, o cancer de proéstata lidera com (29,2%), em seguida, célon e reto
(9,1%), pulmao (7,9%), estdbmago (5,9%) e cavidade oral (5,0%). Estima-se que
entre os anos de 2020 a 2022 surgirdo 625 mil novos casos de cancer sendo, dentre
estes novos casos (INCA. Instituto Nacional do Cancer. Disponivel
em:<www.inca.gov.br>. Acesso em: 10/10/2020).

A incidéncia do cancer quer seja em fungdo de uma maior susceptibilidade
genética, quer seja através da interferéncia de agentes externos cada vez mais
presentes na sociedade contemporédnea faz com que seja imperativo o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas efetivas, dentre as quais, os complexos
metalicos vém se mostrando promissores. A seguir serdo apresentados aspectos

das atividades antiproliferativas de compostos de coordenacao.

1.2 Complexos de Coordenacgao e Atividade Bioldgica

1.2.1 Complexos de platina (ll)

A descoberta ocasional da atividade antiproliferativa do complexo de
coordenacao cis-diaminodicloridoplatina (lI) (Cisplatina) da década de 1960
estimulou o interesse por compostos de coordenagao como possiveis farmacos no
tratamento do cancer. Historicamente, a cisplatina foi sintetizada inicialmente por
Michele Peyrone em 1845, como componente do chamado cloreto de Peyrone,
sendo sua estrutura sugerida por Alfred Werner em 1893. Neste estudo Werner
sugeriu que o cloreto de Peyrone era composto por uma mistura de dois isbmeros
de platina (ll):  frans-diaminodicloridoplatina  (ll)platina  (Il) e  cis-
diaminodicloridoplatina (II). A Figura 2 mostra os isémeros de cisplatina (LIPPARD,
1982).
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Figura 2. Estrutura quimica dos complexos cis-diaminodicloridoplatina(ll) (A) e trans-
diaminodicloridoplatina(ll) (B).

(A) (B)
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Fonte: Autora

Assim como relatado, entretanto, a atividade antiproliferativa a cisplatina foi
descoberta somente na década de 1960 por Barnett Rosenberg. Rosenberg buscava
compreender o efeito de campos elétricos sob o crescimento de bactérias
Escherichia coli, utilizando no meio de crescimento bacteriano cloreto de amoénio. Ao
aplicar o campo elétrico, Rosenberg notou que as bactérias ndo se multiplicavam
formando, entretanto, filamentos alongados. Estes experimentos foram realizados
utilizando um eletrodo de platina que, frente ao meio de cultura rico em cloreto de
amonio, gerou espécies de platina (ll) e (IV). Estas espécies foram posteriormente
caracterizadas quanto as suas composicoes, estrutura e atividades antiproliferativas
sendo a cis-diaminadicloridoplatina(ll), ou cisplatina, o composto com maior
capacidade inibitéria do crescimento bacteriano. De maneira interessante, a
transplatina, outro produto da oxidagdo do eletrodo, ndo apresentou capacidade
inibitoria frente as bactérias Escherichia coli (KELLAND, 2007)

Em experimentos subsequentes em camundongos, verificou-se que a
cisplatina foi capaz de inibir completamente o crescimento de tumores sarcoma 180
e leucemia L1210. O uso da cisplatina em humanos teve inicio na década de 1970
em pacientes terminais, e logo em seguida em pacientes com tumores do sistema
urogenital (ROSENBERG, 1970).

Atualmente, cisplatina € um farmaco amplamente utilizado como farmaco
antitumoral, sendo os utilizada frente a tumores de cabeca, pescocgo, pulmao e do

sistema geniturinario. Vale ressaltar que a cisplatina apresentou uma eficacia
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especial no tratamento de cancer testicular, o qual apresentava uma alta taxa de
mortalidade em pacientes. Como anteriormente mencionado, o isémero trans-
diaminodicloridoplatina (II) ndo apresenta atividade antitumoral (COHEN, et.al.,
2001; CHANEY, et.al., 2004).

A descoberta da atividade antitumoral da cisplatina foi um marco para a
Medicina e Quimica Inorganica e a partir disso, varios compostos metalicos
comecaram a ser estudados. Atualmente, outros complexos de platina (Il) s&o
utilizados na clinica médica como, por exemplo, a carboplatina e a oxaliplatina.

Vale ressaltar que, apesar dos compostos de Pt (ll) serem s6 6% do total de
farmacos utilizados mundialmente frente a neoplasias malignas, eles sao utilizados
em cerca de 50% dos tratamentos de cancer (FONTES, 2005).

Embora os compostos de Pt(ll) apresentem grande sucesso, mesmos
apresentam nefrotoxicidade , neurotoxicidade. Mais além, algumas neoplasias sao
refratarias a complexos de Pt(ll) e em muitos casos muitos tumores podem
desenvolver resisténcia a estes farmacos. Apesar de o mecanismo de acido da
cisplatina nao ter sido descrito completamente, estudos mostram que o complexo
apresenta reagdes de substituicdo, denominadas de reag¢des de aquagao, as quais
substituem os ligantes CI- por ligantes H2O0 (NUSSBAUM, 2008). O complexo de
cisplatina € inerte e torna-se ativo quando ocorre hidrolise, por isso pode ser
classificado como um pro-farmaco.

Ainda esta sob estudos os mecanismos bioquimicos envolvidos na entrada da
cisplatina na célula, mas sabe-se que a captagdo celular da cisplatina se da
parcialmente através difusdo passiva e parcialmente através de mecanismos ativos
(NUSSBAUM, 2008). A Figura 3 apresenta o mecanismo de acdo da cisplatina, a

entrada do complexo na célula e sua ligagdo com o DNA.



Figura 3. Mecanismo de entrada da cisplatina na célula e sua ligagdo com o DNA.
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Neste mecanismo de entrada da cisplatina na célula, Figura 3, observa-se que

0 processo de ativacdo da cisplatina ocorre pela troca de um ou dois de seus

cloretos por moléculas de agua (A) e que a cisplatina pode formar ligagdes

covalentes com o DNA. As principais lesbes de DNA sédo adutos de DNA intra-fita e

ligacdes cruzadas inter-fita. As porcentagens representam a frequéncia de cada tipo

de dano ao DNA induzido pela cisplatina (B). (ROCHA, et.al.,2018)

Além da cisplatina, existem outros complexos de platina, como a carboplatina

e a oxaliplatina (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura quimica dos complexos carbopaltina (A) e oxaliplatina (B)
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Fonte: DE LIMA, et.al.,2014

A carboplatina € o considerada como um farmaco de segunda geragao, em
relacdo a cisplatina, e foi introduzida na pratica clinica, apdés a cisplatina,
considerada como um ser equivalente terapéutico da mesma (LOKICH, et.al., 1998).
A mesma possui um perfil de toxicidade diferente, a qual incluiu osso supressao da
medula e também uma menor neurotoxicidade, menor incidéncia de doencgas renais
e gastrointestinais (LOKICH, et.al.,, 1998). A carboplatina possui um grau de
estabilidade quimica na reacdo de aquagao maior do que a cisplatina, o que resulta
em uma menor reatividade com o DNA e assim, faz-se necessario uma maior dose
para que ocorram efeitos antitumorais em sistemas experimentais (TRUMP, et.al.,
1987). Em testes in vivo, a carboplatina € de 8 a 45 vezes menos potente do que a
cisplatina (KNOX, et.al., 1986). Sdo realizados em muitos ensaios clinicos a
combinacdo de administracdo simultanea de carboplatina e cisplatina, ja que os
perfis de toxicidade sado distintos e a morte de células antitumorais depende da
maximizacao na formacao de adutos de DNA (TRUMP, et.al., 1987; PATTON, et.al.,
1996).

A oxaliplatina é considerada um farmaco de terceira geragdo em relagéo a
cisplatina e foi sintetizada por Chugaev e Khlopin em 1927, com sua atividade
citotéxica analisada em modelos de tumores em ratos (PRESNOV, et.al.,, 1985;
KONOVALOVA, et.al.,, 1977). Ao se comparar as propriedades farmacéuticas e
antitumorais entre a oxaliplatina e a cisplatina, nota-se que a oxaliplatina apresenta
doses terapéuticas e maximas toleradas cerca de 10 vezes maior além de efeito
prolongado. Mais além, a oxaliplatina apresenta menor indugao de lesdes necréticas
nos rins (baixa nefrotoxicidade) (LAZNICKOVA, et.al., 1989). Por este composto
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apresentar estabilidade maior que a cisplatina frente a reacdo de aquacéao, estudam-
se a possibilidade da aplicagao via oral, entretanto, ela pode ser convertida em
cisplatina por agentes redutores intracelulares, ou pode ser convertido em cis-
diaminatetracloridoplatina (IV), caso entre em contato com &acido gastrico
(OLSZEWSKI, et.al., 2009).

Desta forma, devido aos efeitos adversos apresentados pela cisplatina e
também pelos complexos de platina (Il) de segunda e terceira geragdes, novos
estudos envolvendo outros centros metalicos vém sendo realizados. A seguir,
aspectos quimicos e bioldégicos de complexos polipiridinicos de ruténio (II) sao

apresentados.

1.2.2 Complexos Polipiridinicos de Ruténio ()

Os compostos de coordenacao possuem vantagens quando comparados aos
compostos organicos, ja que apresentam caracteristicas especificas dos centros
metalicos, como sua geometria de coordenagao e estado de oxidagao e, até mesmo,
as caracteristicas dos ligantes, como a polaridade e a reatividade (RONCONI, et. al.,
2007).

Como consequéncia da toxicidade e resisténcia apresentada a cisplatina,
foram iniciados muitos estudos de compostos de coordenacdo que possuem centro
metalico como ferro (I1), galio (Il), ouro (ll), titdnio (Il) e ruténio (II) (RONCONI, et. al.,
2007). Dentre estes complexos, os compostos de coordenagao de ruténio (ll) que
possuem ligantes polipiridinicos tém se mostrado promissores como potenciais
agentes antitumorais em tumores resistentes ou refratarios a cisplatina. Alguns
destes complexos estdo em estudos clinicos como, por exemplo, o NAMI-A
((ImH)[trans-RuCls(dmso-S)(Im)], Im =imidazol, dmso = dimetilsulfoxido) e
KP1019/KP1339 (KP1019 = (IndH)[transRuCla(Ind)2], Ind = indazole;KP1339 =
Na[trans-RuCls(Ind)2]) (MANISKOSA, et. al., 2020).

Os complexos de ruténio (Il) oferecem novas perspectivas, o que os torna

mais atraentes como farmacos, por causa de sua rota sintética e sua quimica de
coordenacgao, ja que pode ter pelo menos dois estados de oxidacdo que sao
estaveis em condi¢des fisioldgicas, solubilidade em agua favoravel e menos
toxicidade farmacos de platina convencionais (RONCONI, et. al., 2007). Complexos

de ruténio possuem semelhancas em relagao as propriedades fisico-quimicas com o
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ion ferro. O organismo é capaz de se proteger dos efeitos causados pelo excesso de
ferro, aumentando a producdo de proteinas captadoras, como transferrina e
albumina. Para complexos com centro metalico de ruténio, o mecanismo de defesa
seria o mesmo (ALLARDYCE, et.al., 2001).

Normalmente se considera que complexos de ruténio (II) exercem atividade
antitumoral gerando apoptose por meio das seguintes vias: autofagia via mediada
por mitocéndrias e/ou desencadeamento de apoptose mediada por espécies reativas
de oxigénio (RILAK, et.al., 2019). Para os complexos polipiridinicos de ruténio (Il), os
quais na maioria das vezes contém ligantes do tipo 2,2"-bipiridina (bpy), 1,10-ligantes
de fenantrolina (fen), 2,2 . 6 ', 2 " -terpiridina (tpy) ou seus derivados, pouco se sabe
sobre o0 mecanismo de agéo bioldgica, pois 0 que se sabe sobre sua citotoxicidade
foi avaliada mediante testes in vitro (RILAK, et.al., 2019).

A atividade antitumoral dos complexos polipiridinicos de ruténio (lI) foram
avaliados, entretanto a interacdo dos mesmos com proteinas nao fora muito
estudada. O ligante terpiridina possui um interesse especial, ja que ele forma
ligacbes estaveis em complexos que possuem metais de transigdo, podendo
interagir com o DNA (RILAK, et.al., 2014). Ja os complexos de Ru (Il) que
apresentam/possuem uma geometria meridional, exibiram uma tendéncia
promissora com a atividade antitumoral in vitro. Por exemplo o complexo
[Ru"'(tpy)Cls](tpy = 2,20: 60,200-terpiridina) apresentou uma notavel alta
citotoxicidade contra a grande parte das células tumorais testadas, e o complexo
mer-[Ru(tpy)(N-N)CI]* (onde N-N sdo Ndonor ligantes quelantes), foi detectado
ligado covalentemente ao DNA, em que em alguns casos, estes adutos bloquearam
a replicacdo do DNA (LAZIC, et.al., 2016; NISAVIC, et.al., 2018; NISAVIC, et.al.,
2016; MILUTINOVIC, et.al., 2017).

Embora existam resultados promissores, o0s pesquisadores perderam o
interesse em compostos do tipo mer- [Ru(tpy)], ja que apresentaram baixa
solubilidade (MILUTINOVIC, et.al., 2017).

Além destes, ha também outros de compostos de coordenacido que possuem
o ruténio (Il) como centro metalico e ligantes polipiridinicos, os quais tém se
mostrado promissores potenciais antitumorais como por exemplo: [RuCls(CI-Ph-tpy)]
— onde CI-Ph-tpy = 4-clorofenil-2,2’-6’,2"-terpiridina—, [RuCI(Cl-tpy)en]* — onde en =
etilenodiamina e Cl-tpy = 4-cloro-2,2’-6’,2"-terpiridina—, [RuCI(Cl-tpy)dach]* — onde
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dach = 1,2-diaminociclohexano—, [RuCl(CI-Ph-tpy)BDQ]* — onde BDQ = acido 3,4-
diaminobenzoico—, [Ru(Cl-tpy)(bpy)CI]* — onde bpy = bipiridina —, os quais ja estéo

descritos na literatura e estéo apresentados na Figura 5 (SIMOVIC, et al., 2019).

Figura 5. Complexos polipiridinicos de ruténio em estudos descritos na literatura.
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[RuCl(CI-Ph-tpy)dach]*  [RuCI(CI-Ph-tpy)en]*

Fonte: Adaptado de SIMOVIC, et al., 2019.
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Os estudos realizados por Canovi¢ et. al. descreveram a sintese,
caracterizagdo de um complexo de ruténio do tipo [Ru(L3)(N-N)(X)][Y]n, — onde
2,2"6',2"-terpiridina (tpy), 4'-cloro-2,2"6',2"-terpiridina (Cl-tpy) ou 4'-(4-clorofenil)-
2,2"6',2"- terpiridina (CI-Ph-tpy); N-N & um ligante quelante bidentado etilenodiamina
(en), 1,2-diaminociclohexano (dach); 2,2'-bipiridina (bpy); X é um ligante
monodentado (Cl ou DMSO-S); Y €& um contra-ion (ClI, PFe ou CF3SOs3 ), a
depender da natureza de X~ e, ainda, a interagdo do complexo antitumoral com o
DNA (RILAK, et.al., 2014). Estes compostos passam por reagdes de aquagdo, as
quais substituem os ligantes CI- por ligantes H20, posteriormente, observando-se
interacdo com uma proteina transportadora (albumina humana, HSA), a qual é
encarregada de transportar o complexo até a célula e ocorrendo por fim, interagéo
do complexo com o DNA (MOTSWAINYANA, et. al.,2015).

Os complexos do tipo [Ru''CI(X-tpy)(BDQ)](PFs) — onde (X-tpy)=(H-tpy)=2,2'-
6’,2"-terpiridina ou (X-tpy)=(Cl-tpy)=4-cloro-2,2’-6’,2"-terpiridina; e (BDQ)=acido 3,4
diaminobenzoico —, possuem um ligante Cl. Estes ligantes Cl- sdo susceptiveis a
reacoes de substituicdo, mais precisamente as reacdes de aquacgao e, ainda,
fotoaquacédo, ou seja, reacbes de substituicdo dos ligantes CI- por ligantes H20,
assim como o mecanismo de interacdo da cisplatina com o DNA, indicando uma
possivel interagao dos complexos com a biomolécula.

Posteriormente, notou-se a necessidade de estudos acerca das interagdes
destes complexos com biomoléculas, como proteinas, que sao responsaveis pelo

transporte, metabolismo e excre¢do como a albumina humana (HSA).

1.3 Albumina Humana (HSA)

A albumina humana é uma proteina conhecida como transportadora de
farmacos e € a mais abundante em tecidos e secreg¢des corporais. A albumina é
muito estuada, ja que apresenta uma estrutura primaria bem conhecida e uma
estrutura terciaria descoberta por cristalografia de raios-X (PETERS JR, 1995).

Esta proteina possui importadncia em transportar e distribuir moléculas
exdgenas e endogenas, metabdlitos, bem como hormoénios, gorduras, drogas e
nutrientes. Existem muitos estudos sobre as interagdes dos farmacos com a HSA,

sendo que em muitas vezes, essas interacbes provocam alteragdes estruturais da
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proteina e alteragdes fisiolégicas nos comportamentos dos farmacos (HU, et al.,
2006; SEEDHER & BHATIA, 2006; RANJBAR, et al., 2013; MOREIRA, et al., 2015).
Estudos como estes citados acima, podem ser realizados em diferentes
albuminas, como a albumina bovina (BSA) e a albumina humana (HSA). A albumina
bovina tem sido cada vez mais usada, ja que apresenta baixo custo e grande
semelhanga estrutural, sendo 80% de homologia e 76% de semelhanga estrutural
(PETERS JR., 1995; MOREIRA, et al., 2015). A Figura 6, apresenta a estrutura da

albumina humana (HSA) e da albumina bovina (BSA).

Figura 6. Representagdes tridimensionais das estruturas terciarias da HSA e da
BSA.

Fonte: BELATIK, et .al, 2012.

A albumina humana possui 585 aminoacidos, os quais sdo 1 residuo de
triptofano (Trp), denominado de Trp-214 (localizado na posi¢cao 214) e 17 residuos
de tirosina (Tyr).

Existem algumas regides na proteina, que séo classificadas em trés grandes
dominios, chamados de |, Il e lll. Essas regides sdo locais onde ocorre de forma
preferencial as ligacbes dos farmacos com a proteina, seja HSA ou BSA. Cada um
desses trés dominios possui dois subdominios, A e B. Os subdominios IIA e llIA,
conhecidos como Sitios | e Il de Sudlow, sédo as principais regides de ligacdo dos
farmacos com a proteina (PETERS JR., 1995)

Utilizando a espectroscopia de fluorescéncia, pode-se analisar a supressao
de fluorescéncia da biomolécula influenciada pela presenca do farmaco e

subsequentemente, através dos espectros obtidos, pode-se realizar alguns
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tratamentos matematicos para determinar constantes de ligacdo e parametros

termodinamicos da interacéo da albumina com o farmaco (LAKOWICZ, 2006).

2. OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho sdo a sintese e caracterizacao fisico-quimica de
complexos  polipiridinicos do tipo  [Ru''CI(X-tpy)(BDQ)](PFe) - onde
(X-tpy)=(H-tpy)=2,2’-6’,2"-terpiridina [Ru(tpy)] e (X-tpy)=(Cl-tpy)=4-cloro-2,2’-6’,2"-
terpiridina [Ru(CIl-tpy)]; e (BDQ)=acido 3,4 diaminobenzdico (Figura 7). Bem como
determinacao das constantes cinéticas de aquacao e interacdo com albumina
humana (HSA).

Figura 7. Estruturas quimicas dos complexos [Ru(tpy)] (A) e [Ru(Cl-tpy)] (B).
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes

A Tabela 1 apresenta todos os reagentes utilizados ao longo deste trabalho,

sua pureza percentual e procedéncia.

Tabela 1. Reagentes utilizados durante a sintese, caracterizagdo e posteriores

estudos acerca dos complexos, sua pureza percentual e procedéncia.

Reagentes Pureza Procedéncia
(%)
Acido cloridrico - Synth
Acetonitrila 97 Merck
Acido 3,4-diaminobenzoico 97 Aldrich Chemicals
Acido hexafluorfosférico 98 Aldrich Chemicals
Acido trifluoracético 99,9 Merck
Albumina Humana - Aldrich Chemicals
Cloreto de litio 99 Aldrich Chemicals
Cloreto de potassio 98 Synth
Cloreto de ruténio (lll) 99,9 Aldrich Chemicals
Cloreto de sddio 98 Synth
4-cloro-2,2’-6’,2"-terpiridina 98 Aldrich Chemicals
Dihidrogenofosfato de sodio 99,5 Merck
Dimetilsulfoxido 97 Synth
Etanol 95 Qhemis
Hexafluorfosfato de aménio 95 Aldrich Chemicals
Hidroxido de Sédio 97 Synth
Metanol 99,5 Merck
2,2’-6’,27-terpiridina 98 Aldrich Chemicals
Trietilamina 85 Synth

Fonte: Autora
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3.2. Procedimentos Experimentais
3.2.1 Sintese dos Complexos de Ruténio Polipiridinicos

3.2.1.1 Sintese do Complexo [RuCls(tpy)]

O complexo [RuCls(tpy)] foi sintetizado conforme descrito previamente por
Sullivan e colaboradores (1980).

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 0,3244 g de cloreto de ruténio
(RuCls.nH20) (1,57 mmol) e 0,2912 g do ligante 2,2’-6’,2"-terpiridina (tpy) (1,25
mmol). Em seguida, os so6lidos foram dissolvidos em 30 mL de metanol. A solugéo
foi mantida sob refluxo (T= 65 °C) durante 3 h. Apds esse tempo, a solugéo
permaneceu 1 h em temperatura ambiente (= 30 °C). O precipitado marrom obtido
foi filtrado e seco a vacuo.

A massa obtida foi de 0,4216 g e o rendimento obtido foi de 60,16%.

3.2.1.2 Sintese do Complexo [RuCl(tpy)(BDQ)]PFs

O complexo [RuCl(tpy)(BDQ)]PFs foi sintetizado conforme descrito por de
Lima e colaboradores (2006).

Em um baldo de 50 mL foi adicionado 40 mL de uma mistura contendo 75 %
de etanol e 25 % de agua (v/v). Em seguida, foram adicionados 0,1783 g do
complexo precursor [RuCls(tpy)] (0,40 mmol) e 0,1 mL de trietilamina (EtsN) (0,72
mmol). Observou-se a mudanga de coloragao da solu¢do, de marrom para roxa. A
solugdo foi mantida sob agitacdo durante 30 min, para a redugdo completa do ion
metalico, de Ru®* para Ru?*. Posterior a redugdo do ion metalico, foram adicionados
0,0173 g do ligante acido 3,4-diaminobenzdico (BDQ) (0,11 mmol) e 20 mg de
cloreto de litio (LiCl) (0,47 mmol). O LiCl foi adicionado de modo a garantir que o
referido complexo mantivesse um ion cloreto em sua esfera de coordenagdo. A
solugdo foi mantida sob refluxo (T= 80 °C) durante 4 h. Apds esse tempo, foi
adicionado 1 g de hexafluorfosfato de aménio (NH4PFs), para o fornecimento do
contra-ion. Posteriormente, a solucdo permaneceu 24 h sob refrigeragdo. A fim de
favorecer-se a formagao de precipitado, a solugcao foi rotaevaporada. O precipitado
roxo avermelhado obtido foi filtrado e seco a vacuo.

Massa obtida: 0,0754 g. Rendimento: 30,23%
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3.2.1.3 Sintese do Complexo [RuCls(Cl-tpy)].

O complexo [RuCls(Cl-tpy)] foi sintetizado conforme descrito por Rilak e
colaboradores (2006).

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 0,326 g de cloreto de ruténio
(RuCls.nH20) (1,57 mmol) e 0,334 g do ligante 4-cloro-2,2’-6’,2"-terpiridina (Cl-tpy)
(1,25 mmol). Em seguida, os solidos foram dissolvidos em 30 mL de metanol. A
solugao foi mantida sob refluxo (T= 65 °C) durante 3 h. Apds esse tempo, a solugéo
permaneceu 1 h em temperatura ambiente (= 30 °C). O precipitado marrom obtido
foi filtrado e seco a vacuo.

A massa obtida foi de 0,2904 e o rendimento obtido foi de 61,21%.

3.2.1.4 Sintese do Complexo [RuCI(Cl-tpy)(BDQ)](PFs)

O complexo [RuCI(Cl-tpy)(BDQ)]PFs foi sintetizado conforme descrito por
Lima e colaboradores (2006), entretanto com algumas alteragées na rota sintética,
as quais foram descritas por Canovi¢ e colaboradores (2017).

Em um baldo de 50 mL foi adicionada uma mistura de 40 mL de etanol e agua
destilada (75 % de etanol e 25 % de agua). Em seguida, foram adicionados 0,0940 g
do complexo precursor [RuCls(Cl-tpy)] (0,20 mmol) e 0,1 mL de trietilamina (EtsN).
Observou-se a mudancga de coloragao da solugao, de marrom para roxa. A solugao
foi mantida sob agitacao durante 30 minutos, para a redugao do centro metalico, de
Ru"' para Ru'". Posterior a redugdo do ion metalico, foram adicionados 0,0173 g do
ligante acido 3,4-diaminobenzdico (BDQ) (0,11 mmol) e 20 mg de cloreto de litio
(LiCl). A solucao foi mantida sob aquecimento e refluxo (T= 80 °C) durante 4 h. Apds
esse tempo, a solucdo foi filtrada a quente e em seguida foi adicionado 1 g de
hexafluorfosfato de amobnio (NH4PFes), para o fornecimento do contra-ion.
Posteriormente, a solucéao foi filtrada a quente permaneceu 24 h sob refrigeragao. A
fim de favorecer-se a formacao de precipitado, a solucéo foi rotaevaporada, para a
reducdo do volume de solvente. O precipitado roxo-avermelhado obtido foi filtrado e
Seco a vacuo.

A massa obtida foi de 0,0539 g e o rendimento foi de 40 %.
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3.2.2 Caracterizagdao dos Complexos de Ruténio

3.2.2.1 Analise Elementar do Complexo [Ru(Cl-tpy)]

A analise elementar do complexo [Ru(Cl-tpy)] foi realizada em um analisador
CE Instruments Carlo Erba model 1110 CHNSeO lotado na Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG).

3.2.2.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (IR)

Os espectros vibracionais na regido do IR foram obtidos utilizando-se um
espectrofotdbmetro da marca Perkin EImer®, de modelo FT-IR Frontier Single Range.
O equipamento utilizado pertence ao Grupo de Pesquisa em Materiais Inorganicos
do Triadngulo (GEMIT). As amostras foram analisadas em estado sélido, utilizando-se
um acessorio de Reflectéancia Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante, sendo

submetidas a varredura espectrofotométrica de 4000 a 400 cm™".

3.2.2.3 Espectroscopia na Regiao do Ultravioleta e Visivel (UV/Vis.)

Os espectros na regido do UV/Vis. foram obtidos utilizando-se um
espectrofotdbmetro UV-Visivel-NIR Cary Series, da marca Agilent Technologies®. O
equipamento utilizado pertence ao Laboratério e Equipamentos Multiusuarios do
Pontal (LEMUP), do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da
UFU. As amostras foram submetidas a varredura espectrofotométrica de 800 a 200

nm, utilizando-se uma cubeta de quartzo de 1,000 cm de caminho éptico.

3.2.2.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os cromatogramas foram obtidos utilizando-se um equipamento da marca
Waters, de modelo €2695; com detector de arranjo de diodos, de modelo 2998 PDA.
Foi utilizada uma coluna da marca Aligent®, de modelo Eclipse XDB-C18 (150 x 4,6
mm d.i.), constituida por particulas de 5 um. Para a obtengao dos dados foi utilizado
o software Empower3®. O equipamento utilizado pertence ao Laboratério e
Equipamentos Multiusuarios do Pontal (LEMUP), do Instituto de Ciéncias Exatas e
Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.
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Para a preparacdo da fase movel, foram pesados 0,6076 g de
dihidrogenofosfato de sodio (NaH2PO4) e 0,8580 g de monohidrogenofosfato de
soédio (Na2HPOa4); foram adicionados, ainda, 0,5 mL de acido trifluoracético (0,1%).
Em seguida, os solidos foram dissolvidos em agua ultrapura. Para que o tampao
atingisse o pH=6,95 foram adicionadas algumas gotas de uma solugdo de NaOH 0,1
mol L-'. A fase movel utilizada foi uma mistura da solugdo tampao fosfato 0,1% de
acido trifluoracético (pH 6,95) e metanol (85:15) (v/v).

A eluicdo da fase movel foi isocratica e o fluxo foi mantido em 0,8 mL min-'.
As amostras foram dissolvidas na respectiva fase mével e foram injetados volumes
de 20 pL.

3.3.4 Avaliagdao da constante cinética de aquagdao dos complexos de

Ruténio

Os estudos da cinética de aquagdo para os complexos [Ru(tpy)] e
[Ru(Cl-tpy)] foram realizados via espectroscopia na regido do UV/Vis., utilizando-se
um espectrofotbmetro SHIMADZU - modelo UV-1800, com controlador de
temperatura SHIMADZU - modelo TCC-100 (a 25 % 0,1°C), Laboratério de
Compostos Inorganicos.

Para os estudos de aquagédo de cada um dos complexos, ambos [Ru(tpy)] e
[Ru(Cl-tpy)] foram analisados em meio aquoso e em meio KCI 0,1 mol L'. As
solugdes preparadas foram submetidas a varredura espectrofotométrica de 800 a
200 nm a cada 5 segundos, totalizando 95s, utilizando-se uma cubeta de quartzo de
1,000 cm de caminho 6ptico. Assim, realizou-se a determinagcdo do comprimento de
onda maximo de absor¢do dos complexos em temperaturas controlada de 298K e
310K.

Considerou-se a reagao de aquagao como sendo de cinética de primeira
ordem, os valores de kaq € t12 foram calculados para os complexos [Ru(tpy)] e
[Ru(Cl-tpy)] em H20 e em PBS foram calculados pela Equacdo 1 e 2 (ATKINS,
et.al., 2008). Através de analises graficas, o valor de kaq sera o valor do coeficiente

angular.

Ty Kl ™
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3.3.5 Avaliacao da cinética de Aquagao dos Complexos de Ruténio via

voltametria de pulso diferencial

Para a realizagdo da avaliac&o cinética de aquacgao, via voltametria de pulso
diferencial, foram dissolvidos separadamente 0,88 mg e 0,99 mg dos complexos
[Ru(Cl-tpy)] e [Ru(tpy)], respectivamente, em uma aliquota de etanol (1 mL). Apos a
dissolugdo, 1uL de cada solugédo dos complexos foram gotejadas na superficie do
eletrodo de trabalho em um SPE (Figura 8). Apds a secagem do solvente, 50 uL de
KCI (0,1 mol L") foram adicionados na superficie do eletrodo e sequencialmente
com o auxilio do Potenciostato modelo Autolab®, foram registrados voltamogramas

de pulso de diferencial.

Figura 8. Eletrodo de trabalho de um SPE utilizado nas medidas eletroquimicas.

Fonte: Autora.

3.3.5 Avaliacao das Interagoes entre a HSA e os Complexos de Ruténio

3.3.5.1. Preparagao da Solugao Tampao Fosfato (PBS) pH=7,4

Para a preparagcéo do PBS, foram pesados 0,9815 g de cloreto de potassio
(KCI), 40 g de cloreto de sodio (NaCl), 1,0413g de dihidrogenofosfato de sdédio
(NaH2PO4) e 8,7100 g de monohidrogenofosfato de potassio (K2HPO4). Em seguida,

os solidos foram dissolvidos em agua ultrapura, totalizando 500 mL de PBS com
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pH=6,8. Para que o tampé&o atingisse o pH=7,4 foram diluidos 10 mL do PBS em 90
mL de agua ultrapura, totalizando 100 mL de PBS com pH=7 4.

3.3.5.2. Preparacio da Solugiao Estoque de HSA a 1,0 pmol L

Para a preparagdo da solugdo estoque de HSA, foram pesados 0,0166 g de
HSA. Em seguida, a proteina foi dissolvida em PBS (pH=7,4), totalizando 250 mL de
solugdo. Para a realizagao dos procedimentos a seguir, foram utilizadas solugdes
estoque de HSA recém-preparadas, visando a manutencdo da estrutura proteica

estoque de HSA eram descartadas ao final de um dia de experimentos.

3.3.5.3 Avaliagcao do Tempo de Interagcao entre a HSA e os complexos de

Ruténio via Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos utilizando-se um
espectrofotbmetro da marca Agilent Technologies®, de modelo Cary Eclipse. O
equipamento utilizado pertence ao Laboratério e Equipamentos Multiusuarios do
Pontal (LEMUP), do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da
UFU. Para os estudos dos tempos de interacdo entre a HSA e os complexos
[Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] via espectroscopia de fluorescéncia, em uma cubeta de
quartzo, foram colocados 3 mL de uma solugéo estoque de HSA 1,0 uymol L' em
PBS. Para ambos os complexos, as analises foram realizadas mediante a adi¢cao de
uma aliquota de 10 yL de uma solucédo estoque do complexo 1 mmol L' em PBS,
obtendo-se uma solugdo de concentragdo 3,32 umol L' de complexo. A solucéo foi
mantida sob incubagao, protegida da luz.

As amostras foram excitadas em 280 nm (janelas de excitacdo e emissao de
5 e 20 nm, respectivamente) e submetida a varredura espectrofotométrica de 290 a
500 nm, utilizando-se uma cubeta de quartzo de 1,000 cm de caminho éptico. O
experimento foi realizado a temperatura controlada, de 308 K, e, a cada minuto,

foram obtidos espectros de fluorescéncia.
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3.3.5.4 Avaliacao das Interagoes entre a HSA e os Complexos de Ruténio
via Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos utilizando-se um
espectrofotbmetro da marca Agilent Technologies®, de modelo Cary Eclipse. O
equipamento utilizado pertence ao Laboratério e Equipamentos Multiusuarios do
Pontal (LEMUP), do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da
UFU. Em uma cubeta de quartzo, foram colocados 3 mL de uma solugéo estoque de
HSA 1,0 umol L' em PBS. Para ambos os complexos, [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)], as
analises foram realizadas através da adicdo de uma aliquota de 3 yL de uma
solugéo estoque do complexo 1 mmol L' em PBS a cubeta, obtendo-se uma solugéao
de concentragdo 1,0 pmol L' de complexo. A solugdo foi mantida sob incubacgéo
durante 4 min, protegida da luz. As amostras foram excitadas em 280 nm (janelas de
excitacdo e emissdo de 5 e 20 nm, respectivamente) e submetidas a varredura
espectrofotométrica de 290 a 500 nm, utilizando-se uma cubeta de quartzo de 1,000
cm de caminho 6ptico. Os experimentos foram realizados a temperatura controlada,
de 308 K, em duplicata. Para ambos os complexos, as analises foram realizadas
mediante a adicdo sucessiva de outras aliquotas da solucdo dos complexos 1 mmol
L', obtendo-se solugdes de concentragdes 1,7; 2,3; 3,3; 5,0; 6,6; 8,3; 9,9; 11,5; 13,2;
14,8; 16,4 pmol L' de complexo, respectivamente. Os experimentos foram
realizados a temperatura controlada, de 308 K, em duplicata.

Considerando-se a absorgdo dos complexos de ruténio na regido analisada,
os valores de fluorescéncia foram corrigidos utilizando a equagao para corre¢céo do

filtro interno (3):
Foor=Fopex 100" o)™ 3)

na qual Fcor € Fobs sd0 os valores de fluorescéncia corrigido e observado,
respectivamente, e Aex € Aem sao 0s valores de absorbancia nos comprimentos de
ondas 280 e 350 nm, respectivamente (LAKOWICKS, 2006).

A correcéao do filtro interno é necessaria, pois pode ocorrer uma diminuigao na
intensidade de fluorescéncia observada quando ha o aumento da concentragao dos
complexos em solugdo com HSA, ja que [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] apresentam bandas

de absorgao tanto no comprimento de onda de excitagdo utilizado (A= 280 nm),
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quanto no comprimento de onda de emissdo da HSA (A=350 nm). Esse fenbmeno é
denominado de efeito do filtro interno (RANJBAR, et.al.,2013).

3.3.5.5 Avaliacao das Interagcoes entre a HSA e os Complexos de Ruténio
através do processo de dialise via CLAE

A determinagdo da interacdo dos complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] com a
HSA também foi determinada através do processo de dialise e CLAE.

Os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] nas concentracdes de 5Sumol/L e
10umol/L permaneceram em presenga da solugédo de HSA (1umol/L) durante 24h a
35 OC protegidas da luz. Apos o tempo de interagdo de 24h, as solugdes foram
dialisadas (membrana celulose 12.000 a 14.000 Da) por 6 horas (Esquema 1). As
solugdes dialisadas foram injetadas do cromatdgrafo utilizando-se fase movel

conforme descrito no item 3.2.2.4. (pag. 32).

Esquema 1. Esquema do processo de dialise para determinacédo da interagao dos

complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] com a HSA.

—» Solugao complexo +HSA
Membrana de dialise

2500 pL de PBS

Fonte: Autora.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] foram obtidos pela reacdo entre os
complexos precursores Ru(lll) do tipo mer-[RuCls(tpy)] (P1) e mer-[RuCls(Cl-tpy)]
(P2) com o ligante quelante acido diaminobenzdéico (BDQ) em presenca de EtsN
como redutor e excesso de LiCl. No Esquema 2, esta apresentado a rota sintética
dos complexos [Ru(tpy)] (A) e [Ru(Cl-tpy)] (B).

Esquema 2. A rota sintética dos complexos [Ru(tpy)] (A) e [Ru(Cl-tpy)] (B).

Refluxo dursnte 4 1
) , & RO At WL PE | rebgeragn por dh '
Reflumo durante 3h T E5C dhsB0'C =t i
RuCl, . nH.O — - —  pic ey S— u 4
4 M N L 1
L M0/ EHOH o
. Jr\-‘.-lqsniar'-': Ry Et N L
1.7 -8 7 -tempindina & o B0 b
Lic
a
i
(B) | - 5 2
Refluxo durante
. 4ht 80°C Ao de NHPF, o refrgeragio por 480
Refluxo durante 3h+ 65'C b kit i N

RUCL.nH.O  —) L |
ye 2 - H,0/ ExOH
Metanol m Et;N
pd BDO g

1 Lic

4-clorg-2,2"-6',2"-terpiridina

Filtragcdo & guent=

Os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] apresentaram solubilidade em &agua,
dimetilsulféxido, dimetilformamida e acetonitrila. No entanto, sdo parcialmente

solliveis em metanol e etanol e insolliveis em diclorometano.
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4.1 Caracterizagao do Complexos de Ruténio Polipiridinicos

4.1.1 Analise Elementar do Complexo [Ru(Cl-tpy)]

Na Tabela 2 encontram-se os valores de porcentagem de carbono, hidrogénio

e nitrogénio obtidos para o complexo inédito nesse trabalho o [Ru(Cl-tpy)].

Tabela 2. Porcentagem obtida experimentalmente de carbono, hidrogénio e

nitrogénio, em comparagao aos valores teoricos.

RuCIl2C22H16N502PFe. 7H20 Valores Teéricos Valores Experimentais
(MM=825,44 g mol-') (%) (%)
Carbono 32,01 31,980,006
Hidrogénio 3,66 2,74+0,000
Nitrogénio 8,48 8,96+0,007

Nao houve o estudo de analise elementar para o complexo [Ru(tpy)], pois o

mesmo ja se encontra descrito na literatura.

4.1.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (IR)

A Figura 9 apresenta os espectros vibracionais para ambos os complexos
[Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)].
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Figura 9. Espectros vibracionais na regido do IR para os complexos [Ru(tpy)] (-) e
[Ru(Cl-tpy)] (-).

100
80
=S
]
S 60
c
2
£
@ 40-
©
|_
20
0

2000 1750 1500 1250 1000 750 500 250
Numero de Onda / cm’™

Fonte: Autora

Os espectros vibracionais, para ambos os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)],
apresentado na Figura 9, apresentam bandas de estiramento em 1732 cm™'. Esse
pico foi caracterizado como sendo o estiramento vibracional referente a ligagao
imina (C=N), conforme descrito para o complexo [Ru(tpy)] por de Lima e
colaboradores (2006).

Os estiramentos vibracionais de 1600cm™ e 1475cm™ sdo referentes a
ligacédo v(C=C) do ligante terpiridina e os estiramentos vibracionais de v(C=N) para
ligante diiminicos sdo encontrados na regido de 1675 cm™' a 1665 cm™' (PAVIA, et.al,
2008; VRIENDS, et.al.,, 1978) porém nesses complexos de ruténio descritos no
trabalho, o somatoério dos efeitos o-doador e mn-receptor do ligante iminico
coordenado ao Ru'" pode proporcionar um aumento de energia observada.

O ligante quelante acido 3,4 diaminobenzdico € um ligante amino aromatico

que pode encontrar-se em diferentes estados de oxidagao (Esquema 3).
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Esquema 3. Diferentes estados de oxidacdo do ligante quelante acido 3,4

diaminobenzoico.

NH

NH

o-fenilenodiamina semi-o-benzoquinonaaiimina  benzoquinonadiimina
(o-pda) (s-bqdi) (bqdi)

Fonte: Adaptado de CANOVIC, et al., 2017

Tendo em vista, o estiramento vibracional para imina do ligante acido 3,4
diaminobenzdico, podemos afirmar que os complexos obtidos se encontram na
forma oxidada do ligante quando coordenado ao ion Ru'. Ligantes diaminicos (opda)
ao coordenar-se ao Ru'' ocorre uma reagdo intramolecular com o ligante opda, o
qual oxida a foram bdgi e concomitantemente ha reducéo a ion Ru' (CANOVIC, et
al., 2017).

Verificou-se, especificamente para o complexo [Ru(Cl-tpy)], uma banda de
estiramento em 782 cm-', estiramento vibracional referente a ligagdo C—Cl do ligante
4-cloro-2,2’-6’,2 -terpiridina e uma banda de estiramento em 315 cm-', referente a
ligagdo Ru'-Cl, conforme descrito por Vriends e colaboradores, 1978.

Observou-se, ainda, para ambos os complexos, outras bandas de estiramento
em 825 cm', referente ao contra-ion PFe; e, ainda, em 555 cm', referente a ligacao
Ru'-N.

4.1.3 Espectroscopia na Regiao do Ultravioleta e Visivel (UV/Vis.)

Complexos de ruténio (lI) que possuem ligantes insaturados coordenados ha
o aparecimento de bandas na regiao do ultravioleta, relacionadas a transi¢cdes intra
ligante e bandas na regido do visivel, as quais sdo relacionadas a transi¢des de
transferéncia de carga e de transferéncia de campo ligante (LEVER, 1984).

Foram realizadas analises espectroscépicas na regiao do UV/Vis para os
complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] (Figura 10 e 11).
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Figura 10. Espectro de absorg¢ao na regiao do UV/Vis. para o complexo [Ru(tpy)] a
4,91x10° mol L-* em KCI 0,1 mol L.
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Fonte: Autora

Figura 11. Espectro de absorcéo na regidao do UV/Vis. para o complexo [Ru(Cl-tpy)]
a4,91x10° mol L' em KCI 0,1 mol L.
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Os espectros de absorgéo, para ambos os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)],
apresentados nas Figuras 10 e 11 apresentam na regido do ultravioleta (312 nm —
240 nm), bandas de transi¢bes intra ligantes, do tipo T—1*, caracteristicas para
complexos que possuam ligantes como a terpiridina (tpy) (GUPTA, et al.,, 1993)
(DOVLEOTOGLOU, et al., 1985).

Verificou-se, ainda, para ambos os complexos, porém na regido do visivel,
bandas de transferéncia de carga metal-ligante (TCML), dos tipos dm(Ru")—1 (tpy) e
dm(Ru")-»m(BDQ) (GUPTA, et. al, 1993) (TAKEUCHI, et al, 1984)
(DOVLEOTOGLOU, et al., 1985). No entanto, tais bandas exibem altera¢des entre
os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)]. Para o complexo [Ru(tpy)], a banda de TCML
encontra-se em 507 nm, enquanto que para o complexo [Ru(Cl-tpy)] a mesma
encontra-se em 510 nm.

Complexos semelhantes aos estudos nesse trabalho como, [RuCI(Cl-tpy)en]*,
[RuCI(Cl-tpy)dach]* e [RuCI(Cl-tpy)bpy]*, apresentam bandas do tipo TCML em 562,
561 e 488 nm, respectivamente. Enquanto que os complexos [RuCl(tpy)en]* e
[RuCl(tpy)(dach)]* em regides de 539 nm e 544 nm (RILAK, A, et al., 2014). A
mudanga no grupo substituinte do ligante terpiridina para 4'-(4-clorofenil)-2,2".6',2"-
terpiridina (CI-Ph-tpy), mostra a influéncia desse ligante na energia das transi¢des
eletrébnicas na regido do visivel para os complexos em estudo. Os complexos
reportados na literatura [RuCl(CI-Ph-tpy)en]*, [RuCI(CI-Ph-tpy)dach]* e [RuCI(CI-Ph-
tpy)(bpy)]*, por sua vez, apresentaram bandas TCML em 485 nm, 492 e 489 nm
(MILUTINOVIC, et al., 2017)

A partir dos dados relatados acima pode-se sugerir que a energia de transi¢cao
eletrénica para banda de TCML quando os co-ligantes bidentados s&o n-receptores
fortes (como a bpy) possuem maior contribuicdo da transicdo dm(Ru")—1 (bpy)
considerando que nao ha alteragdo neste comprimento de onda entre os complexos
[Ru(Cl-tpy)(bpy)CI]* e [Ru(CI-Ph-tpy)(bpy)CI]*. No entanto, para o caso de co-
ligantes bidentados o-doadores como etilenodiamina (en) e diaminociclohexano
(dach), a contribui¢éo da transigdo dm(Ru")—1r'(X-tpy) € mais destacada.

Para os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(ClI-tpy)], ha o efeito batocrémico (=3 nm) da
banda TCML para o complexo [Ru(Cl-tpy)], se comparado ao complexo [Ru(tpy)].
Pode-se afirmar que o co-ligante BDQ é uma base de Lewis mais fraca que a

bipiridina. Entdo podemos discutir que o efeito batocrdmico observado, refere-se ao
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efeito dos ligantes terpiridina. O efeito retirador de elétrons proporcionado pelo
substituinte cloro (—Cl) do ligante terpiridina (tpy), diminui a retro-doagao Ru'-tpy-Cl e
consequentemente diminui a energia da transicdo metal-ligante.

Na Tabela 3 apresentam-se os dados espectroscopicos para os complexos

[Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)], seus coeficientes de absortividade molar (¢) e suas
atribuicdes.

Tabela 3. Dados espectroscopicos para os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)], seus

coeficientes de absortividade molar (¢) e suas atribuicdes.

Complexo A (nm)/log € Atribuicoes
H20 KCI
270/4.12; 270/4.10; -1
281/4.06; 280/4.03; -1
[Ru(tpy)] -
313/4.02; 312/4.03; dm(Ru')—1*(Cl-tpy)
507/4.06 506/4,06 +dm(Ru")—1*(BDQ)
238/3.84;
238/4,20; mT—T1*
270/3.76;
274/4 11; m-1*
[Ru(Cl-tpy)] 280/3,72;
314/4,08; dm(Ru"—1*(Cl-tpy)
312/3.66;
509/3,85 +dm(Ru'")—1*(BDQ)
510/3.65

Fonte: Autora
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4.1.4 Estudo da Cinética de Aquacao dos Complexos [Ru(tpy)] e [Ru(CI-
tpy)]

Tendo em vista que um dos objetivos deste trabalho € que ambos os
complexos, [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)], sejam estudados em modelos de células
tumorais, investigou-se a estabilidade em solugdo aquosa de ambos. Complexos
que apresentam aquagado como por exemplo a cis-diaminodicloridoplatina (ll),
cisplatina, tem a capacidade de se ligar ao DNA e assim, impede a replicagdo de
células tumorais (ROSENBERG, 1970).

Os complexos polipiridinicos de ruténio (II), bem como o complexo de
cisplatina, podem ser chamados de pr6 farmacos. A atividade citotoxica ocorrera em
funcdo da labilizacdo do ligante clorido e formagdo da espécie aquacomplexo.
Muitos autores justificam a atividade citotdxica dessa classe de complexo devido a
intercalagdo com DNA (SIMOVIC, et al., 2019)

Portanto, com o estudo da cinética de aquacao, pode-se observar se ha ou
nao a influéncia do cloro da terpiridina sobre o ligante cloro presente na esfera de
coordenacao.

O estudo de aquacgéao para ambos os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] foram
realizados em tampé&o PBS (pH=7,4) e em H20. Os espectros de absorgao obtidos
para cada complexo, [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] estdo apresentados pelas Figuras 12 e

13, respectivamente.
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Figura 12. Espectros eletrbnicos na regidao do UV-vis. para o complexo [Ru(tpy)]
obtidos a cada 5s., em temperatura controlada de 310K em H20 (A) e em PBS
pH=7,4 (B) T=0s (-); T=5s (-); T=10s (-); T=15s (=); T= 20s (-); T=25s (-); T=30s ( );
T=35s (-); T=40 (-); T= 45s (-); T= 50s (-); T= 55s (-); T=60s (-); T=65s (-); T=70s (-);
T=75s (-); T=80s ( ); T=85s (-); T=90s (-); T=95s ().
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Figura 13. Espectros eletrénicos na regiao do UV-vis. para o complexo [Ru(Cl-tpy)]
obtidos a cada 5s, em temperatura controlada de 310K em H20 em (A) e em PBS
pH=7,4 (B). T=0s (-); T=5s (-); T=10s (-); T= 15s (-); T= 20s (-); T=25s (-); T=30s( );
T=35s (-); T=40s (-); T=45s (-); T=50s (-); T= 55s (-); T=60s (-); T=65s (-); T=70s (-);
T=75s (-); T=80s ( ); T=85s (-); T=90s (-); T=95s ().
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Os espectros de absorgcdo para os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] com o
tempo, apresentaram um efeito hipsocrémico, o qual consiste em um deslocamento
do maximo de absorgdo para regides do espectro de menores comprimentos de
onda, portanto, de maiores energias. Os deslocamentos dos maximos de absor¢ao
para regides do espectro se dao através da reagdo de aquacdo, conforme
representada pelas Equacgdes 4 e 5. Estas sdo reagbes de substituicdo, de um
ligante CI, por um ligante H20. Quando ha uma reagé&o de substituicdo, onde o
ligante de entrada, neste caso H20 apresenta um campo mais forte ao complexo, se
comparado ao ligante de saida, neste caso Cl, ocorre um aumento na Energia de
Estabilizagdo do Campo Cristalino (EECC) e uma maior desestabilizagdo dos
orbitais dn do ruténio (SHRIVER, et al., 2008). Quando se tem um maior
desdobramento dos orbitais moleculares do complexo, é necessaria uma energia
maior para que ocorram as transigdes eletronicas, assim, o maximo de absorc¢ao do
complexo se deslocara para regides do espectro de maiores energias, ou seja, de

menores comprimentos de onda (SHRIVER, et al., 2008).

[RUCI(Cl-tpy)(BDQ)]* + H20 = [Ru(H20)(Cl-tpy)(BDQ)]2* + CI (4)
[RuCl(tpy)(BDQ)]* + H20 = [Ru(H20)(tpy)(BDQ)J2* + CI (5)

Tabela 4. Dados cinéticos para as reag¢des de aquagao dos complexos [Ru(tpy)] e
[Ru(Cl-tpy)].

Complexo H20 PBS
[Ru(tpy)] kaqg = (4,40 £ 0,89) x 103 s kaq=(3,60+0,51) x 103 s
tie =2,72 £ 0,55 min tz =3,25 + 0,46 min
[Ru(Cl-tpy)] kag = (9,00 £ 0,63) x 103 s"  kag=(9,50 £ 0,64) x 103 5™
tn2 =1,30 £ 0,10 min tn2 =1,95 £ 0,21

Ao observar os valores de kag dos complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] obtidos,
nota-se que a cinética de aquacdo de ambos € muito mais rapida quando
comparada com os valores de ki da cisplatina (kaq da cisplatina = 6,32x10° s’ e
2,5x10° s1, para o primeiro e segundo ligante clorido, respectivamente) (SIMOVIC,

et al., 2019). Isto se deve ao ligante ClI- ser um bom grupo retirador de densidade
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eletronica e por sua vez, diminuir a retro-doagao da terpiridina para o ruténio, o que
torna o metal com carater de Ru''. Entretanto, o Ru'' é um &cido duro quando
comparado ao Ru' e o ligante clorido (Cl) uma base mole tendo em vista as
caracteristicas quimicas para uma base mole. Portanto, a ligagdo ndo estavel, o que
facilita a formagao do aqua complexo.

Ao comparar os valores de kaq € ti2 calculados para os complexos [Ru(tpy)] e
[Ru(Cl-tpy)], com os valores encontrados na literatura para os complexos
polipiridinicos de ruténio como: [RuCl(CI-Ph-tpy)BDQ]*; [RuCls(CI-Ph-tpy)]; [RuCI(ClI-
tpy)en]*; [RuCI(Cl-tpy)dach)]* e [RuCI(Cl-tpy)bpy)]*, observa-se algumas diferencgas.
Os valores de Kaq € t12 para estes outros complexos polipiridinicos de ruténio, estao

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Valores de kaq € t1\2, obtidos para complexos polipiridinicos de ruténio ja

descritos na literatura.

Complexos Polipiridinicos de

. kaqlt1l2
Ruténio

[RuCI(CI-Ph-tpy)BDQ]* t12= 3h

[RuCI(CI-Ph-tpy)(phen)]* t12= 10h

Kag = 2,52x1073 s
[RuCI(Cl-tpy)en]*

t12= 4,58 min
[RuCI(Cl-tpy)dach] Kag = 3,94x103 s
u - ach]*
" t12= 2,93 min
[RuCI(Cl-tpy)bpy]* muito lenta

A labilizagédo do ligante cloro € influenciada pelo efeito trans dos co-ligantes
bidentados o-doador em comparagao aos co-ligantes t-receptores. Co-ligantes 1
receptores aumentam a estabilidade da ligagdo Ru-Cl, diminuindo a cinética de
aquacgao. Veja que o valor de kaq para o complexo [RuCI(Cl-tpy)bpy]* € muito lenta
em relagdo aos complexos com co-ligantes etilenodiamina (en) e
diaminociclohexano (dach). Os complexos [RuCI(CI-Ph-tpy)opda] e [RuCls(CI-Ph-

tpy)] séo considerados inertes como o complexo [RuCI(Cl-tpy)bpy]*. Na literatura,
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assume-se que o grupo substituinte Cl ou Ph-Cl na posicédo 4 da terpiridina néo

influencia na cinética de aquacao (RILAK, et al., 2014).

4.1.5 Estudo da Cinética de Aquagao dos Complexos [Ru(tpy)] e [Ru(ClI-

tpy)] via eletroquimica

Os voltamogramas de pulso diferencial foram registrados em tempos
diferentes, tempo zero (ciclo 1) e apdés 10 minutos (ciclo 5). Para o complexo
[Ru(tpy)] (Figura 14) foi possivel observar que no ciclo 1 em sentido de varredura
anbdica, ha dois potenciais de oxidagao na regiao de +0,70 V vs Ag/AgCl e +0,90 vs
Ag/AgCl. Possivelmente, esses potenciais podem ser atribuidos ao processo
centrado no ion metalico Ru'"/Ru'" para os isdmeros cloro complexo [Ru(tpy)]. Apds
10 minutos (ciclo 5), pode-se observar que ocorre os processos de redugao Ru'/Ru'"
para os isdmeros cloro complexo, porém ha o aparecimento de dois processos na
regido de +0,40 vs Ag/AgCl e +0,15 vs Ag/AgClI que sao atribuidos aos ao processo

centrado no ion metalico Ru'/Ru'" para os isbmeros aqua complexo ([RuH20(tpy)].

Figure 14. Os voltamogramas de pulso diferencial do complexo [Ru(tpy)] foram

registrados em tempos diferentes, tempo zero (ciclo 1,) (-) e apés 10 minutos (ciclo

5), ().
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No trabalho de Bonaventura e colaboradores (2009), foi reportado o potencial
de reducgdo Ru'/Ru'" para a espécies [Ru(H20)(BDQ)(tpy)]?* na regido de +0,64 vs
Ag/AgCl (pH=7,4 e KCI 0,1 mol L"), o que corrobora com a atribuigdo realizadas nos
dados experimentais apresentados neste trabalho.

No caso do complexo [Ru(Cl-tpy)], nos voltamogramas de pulso diferencial foi
possivel de observar que no ciclo 1 em sentido de varredura anédica (Figura 15), ha
somente um potencial de oxidagédo na regido de +0,62 V vs Ag/AgCl, atribuido ao
processo centrado no ion metalico Ru'/Ru" para o cloro complexo [Ru(Cl-tpy)].
Entretanto, no ciclo 5, visualiza-se dois processos de oxidagcdo atribuidos as
espécies aqua complexo [Ru(H20)(Cl-tpy)] na regido de +0,15 vs Ag/AgCl e -0,09 vs
Ag/AgCl.

Figura 15. Os voltamogramas de pulso diferencial do complexo [Ru(Cl-tpy)] foram

registrados em tempos diferentes, tempo zero (ciclo 1,) (-) e apés 10 minutos (ciclo

5), ().
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E importante ressaltar que os dados eletroquimicos contribuem com o
entendimento da influéncia dos diferentes co-ligantes do tipo tpy e Cl-tpy, bem como
sobre a estrutura eletronica dos complexos em estudo. O potencial Ru'/Ru" para o
complexo [Ru(tpy)] encontra-se em uma regido mais positiva, +0,70 V vs Ag/AgCl,
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quando comparado com o complexo [RuCl-tpy] (+0,62 V vs Ag/AgCl). Bem como
visto, na parte espectroscopica na regiao do UV-visivel (item 4.1.3, pagina 42), o
efeito retirador de elétrons proporcionado pelo substituinte cloro (-Cl) do ligante
terpiridina (tpy), diminui a retro-doagdo Ru'-tpy-CI o que contribui para
desestabilizagdo do orbital HOMO (orbital ocupado de maior energia), assim
facilitando a oxidagdo do ion Ru' no complexo. Assim sendo, o ion Ru'' que
apresenta carater de acido duro em relagdo ao ligante cloro, o qual € uma base
mole, contribuird com a instabilidade da ligagdo Ru'-Cl e assim facilitara a

substituigdo pelo ligante aqua (Tabela 4).

4.1.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Conforme reportado por de Oliveira e colaboradores (2009), o complexo
[Ru(tpy)], através de analises via técnica de ressonéancia magnética nuclear (RMN) e
CLAE, demostraram a formagdo de isbmeros de posigcdo durante a sintese do
complexo [Ru(tpy)] (Figura 16). Considera-se as diferentes conformacdes espaciais
do complexo em relacdo a posigdo do substituinte carboxila (—-COOH) do ligante
BDQ. Nessa perspectiva, sugerimos nesse trabalho a utilizagdo da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para o melhor entendimento desses
isdbmeros durante a cinética de aquacao, ja que a técnica espectroscépica na regiao
do UV visivel e fluorescéncia ndo nos permite a sensibilidade em relacdo aos

diferentes isbmeros.
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Figura 16. Estruturas quimicas dos isdmeros do complexo nitrosilo de ruténio do tipo
[Ru'(tpy)(NH.NHQ)NO](PFs)3]

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, et al., 2009.

O cromatograma, Figura 17, no tempo zero mostra a separagédo dos isdbmeros
de posigdo do complexo [Ru(tpy)], com picos (1 e 2) em diferentes tempos de
retencdo tri=4,85 e tro= 5,87 min. Apds 20 min., a solugéo a 37 °C, foi analisada e
verificou-se uma diminuicdo dos picos 1 e 2 e aparecimento de novos picos com

tempos de retencao em tr3=2,89 e trs= 3,81 min (3 e 4).
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Figura 17. Cromatogramas de separagao do complexo [Ru(tpy)]. Composicdo da

fase moével: Tampéo fosfato a 0,1% de &cido trifluoracético:metanol (85:15 v/v).

Tempo apos a dissolugdo do complexo: 0 min (=) e 20 min (--).

»L3fj

0 2 4 6 8 10
Tempo (min)

Fonte: Autora

Através das analises dos espectros na regido do UV-visivel para os diferentes
tempos de retengédo encontrados (Figura 18) nos cromatogramas para o complexo
[Ru(tpy)] em diferentes tempos de reacgao, foi possivel identificar as espécies cloro e

aqua do complexo.
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Figura 18. Espectros de absor¢cédo na regidao do UV/Vis. para o complexo [Ru(tpy)],
referente aos picos: T= zero, Pico 1 (A); T=zero, Pico2 (B); T= 20 min, Pico 3 (C); T=
20 min, Pico 4 (D) e T= 20 min, Pico 1 (E) do cromatograma.
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Fonte: Autora

Os picos 1 e 2, no tempo zero, referem-se as espécies cloro complexo com
maximo de absor¢do na regidao do visivel em 508 nm. No cromatograma apés 20
min, se vé que os espectros de absorcao para os picos 1 e 4 sdo as espécies aquo
complexo com absor¢do maxima no visivel em 502 nm. Importante notar, que um
dos isbmeros de posicao convertem na totalidade para a espécie aquo complexo e
altera o tempo de retencado, enquanto que o outro isbmero a conversao € parcial e
sem alteracao do tempo de retencao.

Os cromatogramas obtidos para o complexo [Ru(Cl-tpy)] sdo apresentados na
Figura 19. Pode-se observar no cromatograma, Figura 18, que no tempo zero
mostra a separacao dos isdmeros de posi¢cao do complexo [Ru(ClI-tpy)], com picos (1
e 2) em diferentes tempos de retengéo tr1=10,09 e tr= 12,10 min. Apds 20 min., a
solugdo a 310K, foi analisada e verificou-se uma diminuicdo dos picos 1 e 2 e
aparecimento de novos picos com tempos de retencdo em tr3=5,05 e tr4= 6,70 min (3
e 4).
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Figura 19. Cromatogramas de separagdo do complexo [Ru(Cl-tpy)]. Composicéo da
fase moével: Tampéo fosfato a 0,1% de &cido trifluoracético:metanol (85:15 v/v).

Tempo apos a dissolugdo do complexo: 0 min (=) e 20 min (--).
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Fonte: Autora

Diante das analises dos espectros na regido do UV-visivel para os diferentes
picos encontrados (Figura 19) no cromatograma para o complexo [Ru(Cl-tpy)] em
diferentes tempos de retencgao, foi possivel identificar as espécies cloro e aqua do

complexo (Figura 20).
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Figura 20. Espectro de absorgao na regido do UV/Vis. para o complexo Ru[(Cl-tpy)],
referente aos picos: T= zero, Pico 1 (A); T=zero, Pico 2 (B); T=20min, Pico 3 (C) e

T=20min, Pico 4 (D) do cromatograma.
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Fonte: Autora

Os picos 1 e 2, no tempo zero, referem-se as espécies cloro complexo com
maximo de absor¢do na regido do visivel em 511 nm, ja que a concentragdo de

espécies cloro complexo em solugao € muito maior, quando comparada com a do
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aqua complexo. No cromatograma apos 20 min, observa-se que os espectros de
absorgao para os picos 3 e 4 sao as especies aqua complexo com absorgao maxima
no visivel em 505 nm, indicando-se que ha a conversdo parcial dos isbmeros de

posicao cloro complexo para os isbmeros de posicdo aqua complexos.

4.2 Avaliagcao das Interagoes entre a HSA e os Complexos
Polipiridinicos de Ruténio.

4.21 Avaliagdo do Tempo de Interacdo entre a HSA e os
Complexos Polipiridinicos de Ruténio via Espectroscopia de

Fluorescéncia.

Os estudos acerca do tempo de interacdo entre a HSA e os complexos
[Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] sdo parametros de suma importancia, pois os posteriores
experimentos com relagao a tais interagdes sao totalmente dependentes do tempo
de interagdo entre as espécies em questdo. Para tal, utilizou-se a técnica de
espectroscopia de fluorescéncia.

Portanto, foram realizadas analises espectroscopicas de fluorescéncia para a
HSA em auséncia e presenga de uma aliquota do complexo [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)]
a 308 K em fungao do tempo de incubacdo. Os espectros de fluorescéncia obtidos
para a biomolécula em presenga do complexo [Ru(tpy)] para biomolécula em

presencga do complexo [Ru(Cl-tpy)], sdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21. Espectros de fluorescéncia para a HSA em presenga dos complexos
[Ru(tpy)] (A) e [Ru(Cl-tpy)] (B), em PBS (pH=7,4) a 308 K. Aexc=280 nm. Janelas de
excitagdo/emissdo: 5/20 nm. [HSA]=1,0 ymol L' (=); [Complexo]= 3,3 pumol L

Tempo de incubagao: 4min.

(A)
400
<
)
S 300+
c
‘@
O
n
o
S 200-
i
)
©
O]
S 1004
2
[72]
c
15
= 01+ : ; : : : : .
300 350 400 450 500

Comprimento de Onda / nm

(B)

Intensidade de Fluorescéncia/ U.A

300 350 400 450 500
Comprimento de Onda / nm

Fonte: Autora



62

Os valores de intensidade de fluorescéncia obtidos para o sistema HSA-
[Ru(tpy)] e HSA-[Ru(CI-tpy)] apresentados na Figura 21 com tempo de incubagao
total de 4 min, exibem alteragdes significativas somente até o tempo de incubagéo
de 2 minutos. Assim, conclui-se que o tempo de interacido entre a HSA e os

complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] € de 2 minutos.

4.2.2. Avaliagcao das Interagoes entre a HSA e os complexos ruténio

polipiridinicos via Espectroscopia na Regidao do UV/Vis.

A fim de se avaliar as possiveis interagdes entre os complexos [Ru(tpy)] e
[Ru(Cl-tpy)] com a albumina humana (HSA), a espectroscopia na regido UV /Vis
também foi realizada utilizando misturas de complexos de HSA em diferentes
concentragbes. A albumina humana é uma proteina transportadora e que pode
sofrer modificagdes em sua estrutura quando a mesma interage com complexos de
ruténio polipiridinicos (HU, et al., 2006; SEEDHER & BHATIA, 2006; RANJBAR, et
al., 2013).

Foram realizadas analises espectroscépicas na regidao do UV/Vis. para a HSA
na auséncia e presenca de diferentes concentragdes dos complexos [Ru(tpy)] e
[Ru(Cl-tpy)] a 308 K. Os espectros de absorgéo obtidos para a HSA e os complexos
[Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] sdo apresentados na Figura 22 e 23, respectivamente.
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Figura 22. Espectros de absorgao na regidao do UV/Vis. para a HSA e os complexos
[Ru(tpy)], em PBS (pH=7,4) a 308 K - [HSA]=1,0 ymol L' (-); [Complexo]=0-
1,65X10° umol L" [4,93x107 (=); 1,14x107 (=); 1,64x10° (=); 3,26x106 (-); 4,07x10°
(=); 4,88x10 (=);5,68x10 (-); 6,49x10 (=); 7,28x10 (-); 8,08x10° mol L (-)].
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Figura 23. Espectros de absorgao na regido do UV/Vis. para a HSA e os complexos
[Ru(Cl-tpy)], em PBS (pH=7,4) a 308 K - [HSA]=1,0 ymol L' (-); [Complexo]=0 -
8,09x10° molL" [4,93x107 (=); 8,22x1077 (=); 1,15x10°7 (=); 1,64x106 (=); 2,46x106
(=); 3,27x10% (=); 4,08x106 (=); 4,89x106 (=);5,69x106 (-); 6,50x10° (-); 7,30x106
(-); 8,09x10® mol L (-)].
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Fonte: Autora

Ao observar as Figuras 22 e 23, nota-se que a absorbancia de ambos os
complexos € diretamente proporcional a concentragdo. Com o0 aumento da
concentracdo dos complexos em solugcdo, maior € a intensidade da absorbancia.

Nao se verificou nenhum deslocamento espectral das bandas de absorgao.

4.2.3 Avaliacao das Interacoes entre a HSA e os Complexos
Polipiridinicos de Ruténio via Espectroscopia de Fluorescéncia

Utilizou-se a técnica de espectroscopia de fluorescéncia para analisar a
supresséao de fluorescéncia da HSA pela presenca dos complexos e obter-se alguns
parametros sobre as interagdes entre a HSA e os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy).

Com o auxilio de tratamentos matematicos e dos espectros obtidos de supressao de
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fluorescéncia, pode-se determinar os parametros termodindmicos, tipos de
mecanismos e constantes de ligagao, provenientes das ligacdes estabelecidas entre
os complexos e a albumina (LAKOWICZ, 2006; MOREIRA, et al., 2015).

A vista disso, realizaram-se analises espectroscépicas de fluorescéncia para a
HSA em auséncia e presenca de diferentes concentragcées dos complexos [Ru(tpy)]
e [Ru(Cl-tpy)] a 308 K. Os espectros de supressao de fluorescéncia obtidos para a
biomolécula em presenga do complexo [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] s&o apresentados

nas Figuras 24 e 25.

Figura 24. Espectros de emissdo de fluorescéncia para a HSA e os complexos
[Ru(tpy)], em PBS (pH=7,4) a 308 K - [HSA]=1,0 ymol L' (=); [Complexo]=0-1,65x10"
5 umol L [4,93x107 (=); 8,20x107 (=); 1,14x107 (=); 1,64x10° (=); 2,45x10° (-);
3,26x10% (=); 4,07x10% (=); 4,88x10% (=);5,68x10° (-); 6,49x10¢ (=); 7,28x106 (-);
8,08x10° mol L (-)].
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Figura 25. Espectros de emissdo de fluorescéncia para a HSA e os complexos
[Ru(Cl-tpy)], em PBS (pH=7,4) a 308 K - [HSA]=1,0 ymol L' (-); [Complexo]=0 -
8,09x10° molL" [4,93x107 (=); 8,22x1077 (=); 1,15x107 (=); 1,64x106 (=); 2,46x106
(=); 3,27x10% (=); 4,08x106 (=); 4,89x106 (=);5,69x106 (-); 6,50x10° (-); 7,30x10
(-); 8,09x10® mol L (-)].
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Ao observar as Figuras 24 e 25, as quais apresentam os espectros de emissao
de fluorescéncia para a HSA em presenga dos complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)],
nota-se a supressdo de fluorescéncia da HSA com adigbes sucessivas dos
complexos. Além disso, os maximos de emissdao ocorrem alteragbes de
deslocamento os quais variaram de 333 nm a 337 nm para o complexo [Ru(tpy)] e,
por sua vez, de 332 nm a 341 nm para o complexo [Ru(Cl-tpy)].

Sabendo-se que a HSA em auséncia de ambos os complexos possui um
maximo de emissao em A=335 nm, correspondente fluorescéncia intrinseca dos
aminoacidos aromaticos Tyr, Trp e Phe, pode-se concluir que essa diminuicdo das
intensidades de fluorescéncia é causada devido as mudangas conformacionais dos
microambientes proteicos proximos aos residuos de aminoacidos, mais
especificamente, aos residuos de Tyr e Trp. Assim, é possivel afirmar que ha a
interacdo entre a HSA e os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] (PETERS JR., 1995;
EFTINK, et al., 2000; MOREIRA, et al., 2015).
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Com o intuito de calcularem-se as constantes: Ksv € a constante de supressao
de fluorescéncia e Ka € a constante de interagdo dos complexos com a HSA, utilizou-
se a equagao de Stern- Volmer (5) e equacdo de Stern-Volmer que foi alterada de

modo a permitir a determinagao do Ka (6).

Fo/F =1+ kq1o[Q] = 1 + Ksy[Q] )

log{(Fo-F)/F} = logK, + nlog[Q] (6)

Na Equacéao 5, Fo e F sdo as intensidades relativas de fluorescéncia da HSA
em auséncia e em presenga do complexo, respectivamente; kq € a constante de
velocidade bimolecular de supressao; 1o € o tempo de vida de fluorescéncia médio
da biomolécula em auséncia do supressor (10 s); [Q] é a concentragdo dos
complexos; a constante de Stern-Volmer (Ksv) é o produto kqto (LAKOWICZ, 2006).

Na Equacéo 6, Fo e F sdo as intensidades relativas de fluorescéncia da HSA
em auséncia e em presenca do complexo; o Ka € a constante de associacdoe n é o
numero de sitios de ligagao (LAKOWICZ, 2006).

Os graficos de Fo/F em fungdo da concentragdo dos complexos [Ru(tpy)] e

[Ru(Cl-tpy)] sédo apresentados na Figura 26.
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Figura 26. Graficos de Stern-Volmer acerca das interagbes entre a HSA e os
complexos [Ru(tpy)] (A) e [Ru(Cl-tpy)] (B), em PBS (pH=7,4) em temperatura de

308K. Lexc=280 nm. Janelas de excitagdo/emissao: 5/20 nm.
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Os graficos de Fo/F em fungdo da concentracdo dos complexos [Ru(tpy)] e
[Ru(Cl-tpy)], apresentados na Figura 26, exibem perfis lineares e, utilizando-se de
regressoes lineares, foram calculados os valores de Ksv para os sistemas HSA-
[Ru(tpy)] e HSA-[Ru(Cl-tpy)] em temperatura de 308 K. Estes dados estdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de Ksy, Ka € n para os complexos HSA—[Ru(tpy)], HSA-[Ru(Cl-tpy)]
e para os demais complexos polipiridinicos de ruténio ja descritos na literatura, em

temperatura de 308K.

Ksv Ka
Complexos n
(x104 mol L) (L mol)
[RuCl(tpy)(BDQ)]* 1,24 933 0,37
[RuCI(Cl-tpy)(BDQ)] 113 471 072
RuCI(CI-t *
[RUCI(CHpy)(en) 7,25 749x104 -
[RuCI(Cl-tpy)dach]* 8,70 8,50x10% -
[RuCI(Cl-tpy)(bpy)I* 0,37 6,72 ;
[RuCI(CI-Ph-tpy)BDQJ*
4,91 2,70x10* 1,35
[RuCI(CI-Ph-tpy)(phen)]*
4,43 4,30x104 1,40
[RUCKCI-Ph-ty)(bpy) 1,00 19,74 0,45

[RUCI(CI-Ph-tpy)(en)]*
5,96x104 1,02

[RuCI(CI-Ph-tpy)(dach)]* 3,21x10* 0,94

A determinagdo da constante de associacdo (Ka) tendo como objetivo de

investigar-se se a interacdo HSA—[Ru(tpy)] e HSA-[Ru(Cl-tpy)] é forte ou fraca. As
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constantes foram obtidas utilizando-se a Equag¢do 5 (Equacdo de Stern-Volmer
modificada)
Os graficos de log{(Fo-F)/F} em funcdo do logaritmo da concentragdo dos

complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] s&o apresentados na Figura 27.

Figura 27. Graficos de log{(Fo-F)/F} em funcdo de log[Ru(tpy)] (A) e log[Ru(Cl-tpy)]
(B) na temperatura de 308K.
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Os graficos de log{(Fo-F)/F} em funcdo da concentragcdo dos complexos
[Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)], apresentados na Figura 27, apresentam perfis lineares e
utilizando-se de regressoes lineares, calcularam-se os valores de Ka e n (Tabela 6)
para os sistemas HSA—[Ru(tpy)] e HSA-[Ru(ClI-tpy)] na temperatura de 308K.

Os valores de Ksv para supressdo da HSA com adigdes subsequentes de
[Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] apresentaram valores proximos. Além disso, os valores
encontrados estdo na mesma ordem de grandeza para complexos polipiridinicos
semelhantes (Tabela 6). Os valores calculados de kq, com o auxilio da Equacgéo 4,
para os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] sdo de 1,13x10'? e 1,24x10'?
respectivamente, apresentando uma ordem de grandeza superior ao coeficiente de
difusdo bimolecular (2x10' L mol! s™), podendo ser considerado um mecanismo
estatico de supressado entre HSA e os complexos em estudo (MANISKOSA. R, et.al,
2020). No entanto, a confirmagao do mecanismo de supressao estatico ou dindmico
haveria necessidade de determinagao do tempo de vida no estado singleto excitado
para os complexos em estudo e HSA.

Conforme, Rilak-Simovi¢ e colaboradores (2020), complexos do tipo [Ru'(X-
tpy)(N-N)CI]™*, que apresentam estrutura rigida e planar, carater hidrofébico e
arranjo estrutural pseudo-hexagonal, como os complexos [Ru(Cl-Ph-tpy)(bpy)CI]*
(Ka= 19,74 mol") e [RuCI(Cl-tpy)(bpy)]* (Ka= 6,72 L mol-'), mostram fraca interagéo
com HSA. Outros complexos de ruténio como, [RuCI(Cl-tpy)en]*, [RuCI(CI-
tpy)dach]*, [RuCI(CI-Ph-tpy)BDQ]* e [RuCI(CI-Ph-tpy)]* apresentaram valores de Ka
na ordem 10% para interagdo com BSA e HSA.

Na tentativa de se discutir a relagdo do carater hidrofobico dos complexos de
ruténio e a interagdo com albumina, foi utilizado o software Molinspiration® para
determinar os valores tedricos de logaritmo de particdo (milogP). Estes resultados

estao apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Valores tedricos de logaritmo de particdo (milogP) tedricos e
experimentais para o [Ru(tpy)], [Ru(Cl-tpy)] e para os demais complexos

polipiridinicos de Ruténio ja descritos na literatura.

Complexo milogP logP
(tedrico) (experimental)
[RuCls(tpy)] -5,27 -
[RuCls(Cl-tpy)] -5,07 -
[RuCls(CI-Ph-tpy)] -4,12 -
[RuCI(Cl-tpy)(em)]* -5,55 -1,33
[RuCl(Cl-tpy)(dach)]* -5,20 -1,45
[RuCI(CI-Ph-tpy)(BDQ)]* -4,71 -1,14
[RuCl(tpy)(BDQ)]* -5,66 -
[RuCI(CI-tpy)(BDQ)]* -5,54 -

O carater hidrofébico nao é o fator principal da discussdo da interagao
complexo de Ru'-terpiridina e albumina, j4 que os valores de milogP para os
complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)]* sdo semelhantes para os complexos [RuCI(ClI-
tpy)en]* e [RuCI(Cl-tpy)dach]®, no entanto mostraram fraca interagdo com HSA.
Fatores estruturais contribuem mais com as interacbes complexo-HSA (RILAK-
SIMOVIC.et.al., 2020) e através de calculos tedricos observa-se que interacdes
T—TT que ocorrem entre o complexo [RuCl(CI-Ph-tpy)en]* e HSA garantem maior
energia de ligagdo (AE= -24,56 kJ/mol) que para os complexos [RuCI(CI-Ph-
tpy)dach]* (AE= -20,38 kJ/mol) e [RuCI(CI-Ph-tpy)bpy]* (AE= -19,93 kJ/mol).

4.2.4 Avaliacao das Interagdes entre a HSA e os Complexos de Ruténio

através do processo de diadlise via CLAE

Tendo em vista que os cloro complexos, [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)], podem
hidrolisar e formar os aquacomplexos, [Ru(H20-tpy)] e [Ru(H20)(CI-tpy)] em meio
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aquoso, além do fato que os complexos em estudos possuem isdbmeros de posi¢ao,
foi sugerido o estudo da interacdo dos complexos com HSA através da CLAE, ja que
em vista das técnicas espectroscopicas, ela permite a separacio e identificacido dos
isbmeros.

Inicialmente, os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] foram incubados em PBS
durante 2h a 310K. Os perfis dos cromatogramas registrados para o complexo
[Ru(tpy)] estdo apresentados na Figura 28 (A), com seus respectivos espectros de
UV/vis. (B), (C) e (D) (Figura 28). Os cromatogramas para o complexo [Ru(Cl-tpy)]
Figura 29 (A) e seus respectivos espectros de UV/vis (B), (C), (D) e (E) (Figura 29).

Figura 28. Cromatograma de separacéo do complexo [Ru(tpy)]. Composi¢ao da fase
movel: Tampéo fosfato a 0,1% de acido trifluoracético:metanol (85:15 v/v), incubado
em PBS durante 2h a 310K, concentragdo de 10 pmol L-! do complexo em PBS (A)
e os respectivos espectros UV/VIS. com tempo de retencdo 3,25 min (B); tempo de

retencdo 3,86 min (C) e tempo de retencéo 4,48 min (D).
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Figura 29. Cromatograma de separagdao do complexo [Ru(Cl-tpy)]. Composigcado da
fase moével: Tampéo fosfato a 0,1% de &cido trifluoracético:metanol (85:15 v/v),
incubado em PBS durante 2h a 310K, concentracdo de 10 ymol L' do complexo
em PBS (A) e os respectivos espectros UV/VIS. com tempo de retencdo 4,40 min
(B); tempo de retencao 5,63 min (C); tempo de retengao 8,09 min (D) e tempo de
retencao 9,46 min (E).
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Nota-se que o complexo [Ru(Cl-tpy)] apés 24h em meio aquoso, se vé 0s
tempos de retengdo de 9,46 min e 5,63 min para os isbmeros das espécies cloro
(A~512 nm) e aqua (A~503 nm), respectivamente. Enquanto para o complexo
[Ru(tpy)], somente um dos isbmeros cloro (A~507 nm), no tempo de retengédo de
4,48 min, converte totalmente na forma do aqua (A~complexo).

Em seguida, foram realizados os registros dos cromatogramas obtidos das
solugdes dialisadas, apos incubadas durante 24h a 310K em presenca de HSA.

Os perfis dos cromatogramas sao semelhantes aos dos complexos
registrados em PBS, o que mostra que existe uma fraca interacdo dos complexos
[Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] com HSA (Figura 30 e Figura 31) bem como sugere que 0s

ligante cloro ou aqua nao influenciam na interagcdo com HSA.
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Figura 30. Cromatograma de separagédo do complexo [Ru(tpy)]. Composi¢ao da fase
movel: Tampéao fosfato a 0,1% de acido trifluoracético:metanol (85:15 v/v), incubado
em HSA durante 2h a 310K, concentragdo de 10umol L-' do complexo em HSA (A) e
os respectivos espectros UV/VIS. com tempo de retencdo 3,45 min (B); tempo de

retengao 4,20 min (C); tempo de retencao 4,88 min (D).
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Figura 31. Cromatograma de separagdo do complexo [Ru(Cl-tpy)]. Composi¢ao da
fase movel: Tampéao fosfato a 0,1% de &cido trifluoracético:metanol (85:15 v/v),
incubado em HSA durante 2h a 310K, concentracdo de 10umol L-' do complexo em
HSA (A) e os respectivos espectros UV/VIS. com tempo de retencdo 4,91 min (B);
tempo de retencéo 6,21 min (C); tempo de retencéo 8,91 (D) e tempo de retengao
10,61 min (E).
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4.2.5 Avaliagdao dos Sitios de Interagcao entre a HSA e os Complexos
Polipiridinicos de Ruténio

4.2.5.1. Avaliagado dos Sitios de Interagdao entre a HSA e os Complexos
Polipiridinicos de Ruténio via Espectroscopia de Fluorescéncia Sincrona (AA =

15 nm / A\ = 60 nm)

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia sincrona é utilizada para
verificar-se mudangas conformacionais dos microambientes proteicos. Ao se fixar o
intervalo de varredura (AA) — onde AA= Aem - dexc — em 15 e em 60 nm, a
fluorescéncia sincrona de HSA evidencia informagbes sobre mudancas
conformacionais dos microambientes proteicos proximos aos residuos de
aminoacidos de Tyr e Trp-214, respectivamente (LLOYD & EVETT, 1977; MILLER,
1979; TANG, et al., 2006; SURYAWANSHI, et al., 2013).

De acordo com as interagbes de os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] e a
biomolécula HSA, fez-se necessario a determinacao dos sitios de interagao entre a
HSA e os complexos. Para isso, utilizou-se a técnica de espectroscopia de
fluorescéncia sincrona, analisando-se particularmente possiveis mudancas no
comprimento de onda em um maximo de emissao (kem) quando AL = 15 nm e A\ =
60 nm. Os experimentos foram em auséncia e presenca de diferentes concentracoes
dos complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] a 308 K. Os espectros de supressido de
fluorescéncia sincrona obtidos para a biomolécula em presengca do complexo

[Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)], a 308 K sao apresentados nas Figuras 32 e 33.
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Figura 32. Espectros de supressao de fluorescéncia sincrona para a HSA em
presenga do complexo [Ru(tpy)], em PBS (pH=7,4) a 308 K. Aexc=280 nm. Janelas de
excitagdo/emissdo: 5/20 nm. (A) Ax = 15 nm; (B) AL = 60 nm. [HSA]=1,0 ymol L’
(-); [Complexo]=0-8,08 ymol L' [4,93x107 (=); 8,20x10°7 (=); 1,14x10°7 (=); 1,64x10-
6 (-); 2,45x10% (=); 3,26x106 (=); 4,07x10 (=); 4,88x10° (=);5,68x10¢ (~); 6,49x10
(<); 7,28x106 (-); 8,08x10¢ mol L (-)].
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Figura 33. Espectros de supressdo de fluorescéncia sincrona para a HSA em
presenga do complexo [Ru(Cl-tpy)], em PBS (pH=7,4) a 308 K. Aexc=280 nm.
Janelas de excitagado/emissao: 5/20 nm. (A) AL = 15 nm; (B) AL = 60 nm. [HSA]=1,0
pumol L-1 (=);[Complexo]=0 - 8,09x10%¢ mol L' [4,93x10°7 (=); 8,22x10°" (=); 1,15x10-
7 (=); 1,64x10°° (=); 2,46x10 (=); 3,27x10F (=); 4,08x106 (=); 4,89x10° (=);5,69x10
(—); 6,50x10° (-); 7,30x106 (-); 8,09x10-¢ mol L (-)].
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Os espectros de fluorescéncia sincrona para a HSA em presenca dos
complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)], quando AX = 15 nm sao apresentados nas
Figuras 32(A) e 33(A). A diminuicdo das intensidades de fluorescéncia com o
aumento das concentracbes dos mesmos é devido a interacdo entre a HSA e os
complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy), ja que, quanto maior a concentragdo dos
complexos, menores os valores de intensidade de fluorescéncia. No entanto, para
ambos os complexos, nao houvera mudangas na posigao do comprimento de onda
maximo de emissao de 285 nm, ou seja, conclui-se que os complexos n&o alteram o
microambiente proteico préximo ao residuo de aminoacido Tyr. (O'HAVER, et al.,
1982; RANJBAR, et al., 2013).

Ja os espectros de fluorescéncia sincrona para a HSA em presenca dos
complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)], quando AX = 60 nm sdo apresentados nas
Figuras 32(B) e 33(B). Porém, para o complexo [Ru(tpy)] houvera mudancas
discretas na posicao do comprimento de onda maximo de emissao, de 280 para 279
nm, ou seja, uma alteracdo para a regido do vermelho. Entdo, constata-se que o
complexo [Ru(tpy)] altera o microambiente proteico proximo ao residuo de
aminoacido Trp-214 (O’HAVER, et al., 1982; RANJBAR, et al., 2013).
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5 CONCLUSOES

As analises via IR, UV/Vis. e andlise elementar foram realizadas a fim de
caracterizar os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)], assim, demonstrando que os
complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] apresentam estruturas quimicas que fazem jus a
proposta do trabalho e sendo o complexo [Ru(Cl-tpy)] inédito. As analises via CLAE
evidenciaram que ambos os complexos possuem isdmeros de posigao.

Os estudos de cinética de aquacao realizados para ambos os complexos,
indicam que tanto o [Ru(tpy)], quanto o [Ru(Cl-tpy)], possuem uma constante de
cinética de aquagdo com ordem de grandeza maior que para o complexo cis-
diaminodicloridoplatina (Il). As analises eletroquimicas indicaram dois potenciais de
oxidacdo os quais podem ser atribuidos ao processo centrado no ion metalico
Ru'"/Ru'" para os isémeros do cloro complexo [Ru(tpy)] e verificou-se apds 10
minutos o aparecimento de dois processos de que sao atribuidos aos ao processo
centrado no ion metalico Ru'/Ru" para os isbmeros aqua complexo ([RuH20(tpy)].
Para o complexo [Ru(Cl-tpy)], as analises eletroquimicas indicaram que ha somente
um potencial de oxidacgao, atribuido ao processo centrado no ion metalico Ru'/Ru'"
para o cloro complexo [Ru(Cl-tpy)] e verificou-se apdés 10 min dois processos de
oxidagao atribuidos as espécies de aqua complexo [Ru(H20)(Cl-tpy)].

Os estudos via UV/Vis. e supressao de fluorescéncia realizados com o intuito
de investigar-se as interagdes entre a HSA e os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)],
indicaram que ha a interacdo entre as espécies, entretanto, os valores de Ka
calculados para os sistemas HSA—[Ru(tpy)] e HSA-[Ru(Cl-tpy)] evidenciaram que a
interacdo entre a HSA e os complexos é fraca. Os valores de kq obtidos indicaram
que o0 mecanismo de supressdo de fluorescéncia entre a HSA e ambos os
complexos em 308K pode ser do tipo estatica. O carater hidrofébico ndo é o fator
principal da discusséo da interagdo complexo de Ru'-terpiridina-HSA ser fraca, ja
que os valores de milogP calculados para os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)] sé&o
préximos a outros ja descritos na literatura que possuem forte interagdo com a HSA.
Sendo assim, realizou-se o estudo de didlise e, posteriormente, analises via CLAE,
0s quais indicaram que existe uma fraca interagcao dos complexos [Ru(tpy)] e [Ru(CI-
tpy)] com a HSA, bem como sugere que os ligante cloro ou aqua nao influenciam na
interacdo com a HSA.

Os experimentos de supressao de fluorescéncia sincrona da HSA indicaram

que ha a interacao entre a HSA e ambos os complexos [Ru(tpy)] e [Ru(Cl-tpy)], mas



&9

apenas o [Ru(tpy)] altera o microambiente proteico proximo ao residuo de

aminoacido, Trp-214.
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