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RESUMO

Considerando-se o perfil epidemioldgico que o cancer e todos 0s problemas por ele acarretados
apresentam, diversos estudos séo desenvolvidos e aprimorados a fim de sintetizar farmacos com
potencial antitumoral. Os primeiros estudos ocorreram em 1960, quando constataram a
atividade antitumoral da cis-diaminodicloridoplatina (I1), mais comumente denominada
cisplatina. Porém, os metalofarmacos de Pt (1) apresentam resisténcia celular e, ainda, uma
série de efeitos colaterais, como nduseas, vOmitos e até neurotoxicidade. Além disso, deve-se
levar em consideracdo que células tumorais possuem caracteristicas préprias e,
consequentemente, tumores sao unicos, sendo praticamente impossivel o desenvolvimento de
algum quimioterapico que seja eficiente frente a todos os tipos de canceres. Diante disso, novos
e diferentes compostos de coordenacdo sdo desenvolvidos como potenciais farmacos na agédo
antitumoral. Alguns compostos de coordenacdo com centro metalico de ruténio (I1) com
ligantes polipiridinicos tém se mostrado promissores em se tratando de complexos potenciais
antitumorais, apresentando atividades em tumores os quais desenvolveram resisténcia a
cisplatina ou, ainda, em que a cisplatina € inativa. Dessa maneira, prop0s-se a sintese e
caracterizacdo de complexos de ruténio do tipo [RuCl(bd)(tpy)]PFe, [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFes)2,
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s e [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs — em que tpy=2,2’:6",2”-terpiridina; bd= o-
fenilenodiamina — e, posteriormente, a avaliacdo da interacdo desses complexos com a molécula
de DNA extraida do esperma de salmdo. Os estudos foram realizados através de técnicas
espectroscopicas na regido Ultravioleta-Visivel, dicroismo circular e desnaturacdo térmica da
molécula de DNA e demonstraram interacdo fraca a moderada entre os complexos e a
biomolécula, com constante de interagdo (Kp) na ordem de 10* M para todos os casos. Nessa
série de complexos em estudo, identificou-se complexos intercaladores e complexos que
interagem por interacdo eletrostatica.

Palavras-chaves: Complexos de ruténio, DNA, potencial antitumoral, espectroscopia,

interacdes quimicas.



ABSTRACT

Considering the epidemiological profile that cancer and all the problems it causes, several
studies are developed and improved to synthesize drugs with antitumor potential. The first
studies occurred in 1960 when they found the antitumor activity of cis-
diamminedichloridoplatinum (II), more commonly called cisplatin. However, Pt (Il)
metallopharmaceuticals present cellular resistance and also several side effects, such as nausea,
vomiting, and even neurotoxicity. In addition, it should be taken into account that tumor cells
have their own characteristics and, consequently, tumors are unique, making the development
of some efficient chemotherapy in view of all types of cancers impossible. Therefore, new and
different coordination compounds are developed as potential drugs in antitumor action. Some
compounds of coordination with ruthenium metal center (1) with polypyridine ligands have
shown promise in the case of potential antitumor complexes, presenting activities in tumors that
have developed resistance to cisplatin or, even, in which cisplatin is inactive. Thus, the synthesis
and characterization of ruthenium complexes of type [RuCl(bd)(tpy)]PFs,
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s and [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs — in which
tpy=2,2".6',2"-terpyridine; bd= o-phenylenediamine — and, subsequently, the evaluation of the
interaction of these complexes with the DNA molecule extracted from salmon sperm. The
studies were conducted using spectroscopic techniques in the Ultraviolet-Visible region,
circular dichroism, and thermal denaturation of the DNA molecule and demonstrated weak to
moderate interaction between the complexes and the biomolecule, with interaction constant
(Kp) in the order of 10* M for all cases. In this series of complexes under study, intercalating
complexes and complexes that interact by electrostatic interaction were identified.

Keywords: Ruthenium complexes, DNA, antitumor potential, spectroscopy techinique,

chemical interactions.
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1. INTRODUCAO

Naturalmente, as células no organismo humano crescem e se multiplicam através do
processo de divisdo celular, no qual, a medida em que as células envelhecem ou se danificam
novas células sdo formadas de maneira ordenada. Quando, porém, esse crescimento ocorre de
forma descontrolada, ou ainda, quando células anormais passam a se multiplicar, surge a
formagdo de tumores, podendo ser benignos ou malignos. Essa Ultima classe de tumores
caracteriza uma das principais doencas que mais ocasiona mortes no mundo: o cancer (NCI.
National Cancer Institute, 2021).

As alteragdes genéticas que desencadeiam esse crescimento de células anormais podem
ser ocasionadas por fatores particulares e externos, como por exemplo, hereditariedade, erros
referentes a prépria divisdo celular, ou ainda exposicao aos raios UV e as substancias quimicas
nocivas presentes no tabaco. Em todos os casos, o cancer surge devido a uma alteracdo no DNA
da ceélula, podendo se desencadear em qualquer parte do corpo (INCA. Instituto Nacional de
Cancer, 2021).

Em 2020 foram registrados um total de 626.030 novos casos de cancer no Brasil, tendo,
em 2019, registros de 232.030 obitos por cancer (INCA. Instituto Nacional de Cancer, 2021).
As estimativas consideram um aumento gradual da doenca e, paralelo a esse aumento, cresce
também o interesse na investigacdo sobre o cancer, sua acdo no organismo humano, como
preveni-lo, e, principalmente, como trata-lo.

Historicamente a investigacdo acerca de medicamentos para extingdo de células
tumorais foi marcada dentro da area da inorganica pela descoberta acidental da cis-
diaminodicloridoplatina (I1) (Figura 1a) — também conhecida como cisplatina — como um
agente anticancerigeno. Em meados de 1960, estudos em modelos celulares demonstraram o
potencial antitumoral desse farmaco, o que proporcionou um crescente desenvolvimento de
pesquisas na area da quimica medicinal. Desde entdo, a cisplatina e seus complexos
semelhantes, como a carboplatina e a oxaliplatina (Figura 1b e 1c), passaram a ser utilizados
mundialmente no tratamento de cancer de testiculos, sendo hoje também utilizados para tratar
neoplasias na cabeca, bexiga, ovario, pescoco e prostata (ROSEMBERG, 1969;
WEXSELBLATT, YAVIN & GIBSON, 2012).

19



Figura 1. Estruturas dos complexos de platina utilizadcg mundialmente no tratamento anticancer.
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Fonte: Adaptado de Wexselblatt, Yavin & Gibson (2012)

Apesar do grande avanco proporcionado pela descoberta da acéo anticancerigena dos
complexos de platina e de sua ampla aplicacdo no tratamento do cancer, tais complexos
apresentaram desvantagens como: baixa atividade contra demais tipos de canceres, ocorréncia
de efeitos colaterais e resisténcia imunologica apos determinado tempo de uso do paciente
(BARRA & NETTO, 2015).

Essas desvantagens tornaram-se um incentivo para a investigacdo de novos farmacos
antitumorais que tenham alta citotoxicidade as células cancerigenas, mas que apresentem
seletividade pelas células saudaveis e que ainda atuem para os tipos de canceres que a cisplatina
ndo corresponda. Por isso, compostos inorganicos com e “sem platina” sdo investigados como
potenciais farmacos anticancerigenos. Nessa investigacdo, é fundamental a compreensédo das
duas principais espécies envolvidas na atividade antitumoral: o potencial farmaco e o seu alvo

farmacoldgico.

1.1.  Complexos de ruténio como potenciais farmacos anticancerigenos

A atividade antitumoral dos compostos de platina esta diretamente relacionada com suas
caracteristicas enquanto complexo metalico. 1sso significa que caracteristicas como nimeros
de coordenacdo e geometrias, estados redox acessiveis, caracteristicas termodinamicas e
cinéticas, bem como as propriedades intrinsecas do ion metalico e do préprio ligante oferecem
um amplo espectro de reatividades que podem ser exploradas nos mecanismos de sua acao
bioldgica (BRABEC, RABINA & KASPARKOVA, 2017).

Tais caracteristicas ndo sdo inerentes exclusivamente a complexos de platina, mas a
grande parte dos complexos metélicos. Assim, a investigacdo acerca de compostos
anticancerigenos se amplia a complexos que possuam demais centros metalicos. Por exemplo,
complexos em que o acido de Lewis selecionado foram céations de ruténio demonstraram ser
menos toxicos e/ou possuir atividades antitumorais. (LOKICH & ANDRESON, 1998;
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RONCONI & SADLER, 2007; FREZZA, et al., 2010). Isso porque, a mudanca do centro
metalico permite ndo sé sitios de coordenacdo adicionais, como também alterac6es na afinidade
do ligante e na cinética de substituicdo, mudancas no estado de oxidacdo e ainda possiveis
abordagens fotodinamicas a terapia (BRABEC & KASPARKOVA, 2018).

A ampla diversidade de coordenacéo dos complexos de ruténio permite uma exploragédo
cada vez mais vasta desses compostos na quimica medicinal, especialmente enquanto
potenciais farmacos antitumorais. Apds a descoberta da acdo anticancerigena da cisplatina,
complexos clorido-amina Ru (11) e Ru (111), bastante semelhantes ao farmaco de platina, foram
desenvolvidos por Clarke e colaboradores na década de 1980. Desde entdo, complexos de
ruténio com diversos ligantes sdo explorados para esse fim, inclusive compostos com ligantes
quelantes (LEVINA, MITRA & LEY, 2009).

Dois grupos ganharam destaque quanto a capacidade citotoxica: os complexos de
ruténio com ligante areno e ligante polipiridil. Embora nenhum dos compostos de Ru(ll) areno
tenha ainda entrado em ensaios clinicos, complexos como 0 RAPTA-C (Figura 2) apresentaram
alta citotoxicidade e, além disso, apresentou um mecanismo de atuacdo semelhante ao da

cisplatina, devido ao processo de aquacao do complexo (MITAL & ZIORA, 2018).

Figura 2. Estrutura do complexo do RAPTA-C
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Fonte: Levina, Mitra e Ley (2009)

Além disso, um complexo polipiridinico de Ru (1) (TLD1433 — Figura 3a) e dois
complexos de Ru (I11) (NAMI-A — Figura 3b e KP1019 — Figura 3c) evoluiram para ensaios
clinicos (POYTON, et al.,, 2017). Tais compostos mostraram apresentar propriedades
antitumorais inovadoras em comparagdo com os complexos de platina. Em alguns casos, 0s

complexos de ruténio se mostraram promissores até mesmo em tumores 0S quais
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desenvolveram resisténcia a cisplatina ou, ainda, em que a cisplatina é inativa
(MOTSWAINYANA & AJIBADE, 2015; CANOVIC, et al, 2017).

Figura 3. Estrutura dos complexos TLD1433 (a), NAMI-A (b) e KP1019 (c)
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Fonte: Adaptado de Swaminathan, et al. (2021)

1.2. O alvo farmacoldgico de compostos antitumorais

Para a exploracdo de novos potenciais farmacos anticancerigenos € indispensavel a
compreensdo do mecanismo bioquimico de atuacdo desses farmacos no organismo, seu alvo
farmacolégico e os efeitos bioldgicos que o farmaco proporciona. Todavia, os efeitos
antitumorais envolvem processos complexos e individuais, a depender do tipo de cancer. De
forma geral, um dos mecanismos principais da acdo antitumoral desses potenciais farmacos €
interagir seletivamente com moléculas essenciais para a sobrevivéncia da célula cancerosa
(DNA, proteinas ou enzimas). Para os complexos de platina, por exemplo, a acdo antitumoral
ocorre a partir de um mecanismo de interacdo entre a droga e a molécula de DNA,
interrompendo assim o processo de replicacdo das células cancerosas (BRABEC, RABINA &
KASPARKOVA, 2017).
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1.2.1. A estrutura do DNA

O DNA ¢é uma macromolécula constituida por duas fitas formadas por uma sequéncia
de nucleotideos ligados entre si de maneira covalente por ligacdo fosfodiéster. Cada nucleotideo
é uma combinacdo de um acgucar (pentose), um grupo fosfato e uma base nitrogenada, seja ela
parica (guanina ou adenina) ou pirimidica (citosina ou timina). Essas fitas estdo unidas entre si
através de ligacdes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas complementares (adenina com
timina e citosina com guanina), formando a estrutura de dupla hélice descrita por Watson e
Crick, como mostra a Figura 4. A dupla hélice é também estabilizada por interacfes de
empilhamento 7-m entre os anéis aromaticos das bases adjacentes. De fora da dupla hélice
encontram-se 0s grupos acucar-fosfato, sendo, portanto, uma area anioénica (WATSON &
CRICK, 1953; ANDREZALOVA & ORSZAGHOVA, 2021).

Figura 4. Estrutura dupla hélice da molécula de acido desoxirribonucleico (DNA) e suas ligagdes
Cadeias de carboidrato-fosfato
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Fonte: Adaptado de Gauthier (2007)

O pareamento perfeito das duas fitas cria um sulco maior e um sulco menor na superficie
do duplex. Vale notar que podem ser formadas trés ligac6es de hidrogénio entre Guanina (G) e
Citosina (C), simbolizadas por G=C, mas apenas duas sdo formadas entre Adesina (A) e Timina

(T), simbolizadas por A=T. Essa € uma razdo para a descoberta de que a separacdo das fitas
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pareadas do DNA é mais dificil quanto maior for a razdo do pareamento de bases G=C em
comparacdo com A=T. Sendo esse pareamento mantido, a estrutura tridimensional do DNA
pode variar. A estrutura de Watson e Crick é conhecida como forma B do DNA, porém ja foram
constatados DNA de forma A e Z, podendo haver mudanga na dimensdo dos sulcos, na
orientacdo e tor¢cdo da hélice e na quantidade de pares de base por volta helicoidal (NELSON
& COX, 2014).

Figura 5. Formas tridimensionais A, B e Z da molécula de DNA.
A-DNA B-DNA Z-DNA

Fonte: Adaptado de Kellet, et al. (2019)

1.2.2.  Modos de interacdo entre complexos metalicos e 0 DNA

A molécula de DNA possui um polimorfismo quimico e estrutural que possibilita
diferentes tipos de interacdo com os complexos metalicos. De maneira geral, complexos podem
interagir com o polinucleotideo covalente ou ndo covalentemente. Na ligacdo covalente, o
complexo se liga diretamente a um atomo da molécula de DNA, o que pode ocorrer tanto com
0s atomos de nitrogénio das bases nitrogenadas quanto com os grupos fosfatos da biomolécula.
A ligacdo covalente é considerada irreversivel, mas a interacdo complexo-DNA pode ainda
ocorrer de forma reversivel por interacdes eletrostaticas, interacdo com o sulco e intercalag&o.
Para os complexos metalicos que apresentam diferentes grupos ligantes, a interacdo com DNA
pode se dar de maneira a incluir um ou mais dos modos de interagéo citados. (REHMAN, et al.,
2015; BRABEC & KASPARKOVA, 2018).
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A interacdo eletrostatica ocorre entre a carga negativa presente nos grupos fosfatos do
DNA e os complexos de carga positiva. Para que esse tipo de interacdo aconteca, cations (Na*,
Mg?*) que estabilizam a repulsdo entre as cargas negativas dos fosfatos, sdo liberados em
solucdo. Assim, as interacdes eletrostaticas entre a biomolécula e os complexos metalicos sdo
intensificadas quando ha& diminui¢do da concentracdo de sal no meio (STREKOWSKI &
WILSON, 2007).

A interacdo com o sulco refere-se a ligagdes de hidrogénio ou interacdes de Van der
Waals com as bases nitrogenadas da biomolécula. As regibes de sulco maior e sulco menor no
DNA diferem-se ndo s6 pelo tamanho, como também pela sequéncia das bases. No geral, os
compostos de coordenacao interagem com o sulco menor do DNA, pois este fornece melhor
contato entre ambos, 0 que promove tanto as ligacGes de hidrogénio quanto as interacdes de
Van der Waals. Esse tipo de interacdo pode ocasionar perturbacdes na estrutura helicoidal do
DNA (ANDREZALOVA & ORSZAGHOVA, 2021).

Por fim, a intercalagdo ocorre quando o composto metalico possui um grupo aromatico
planar e se insere entre dois pares de bases adjacentes do acido nucleico. Esta insercdo é
estabilizada pelo empilhamento n—m entre os pares de bases e o sistema de anéis aromaticos e
ndo interfere nas ligacbes de hidrogénio entre as bases. Os intercaladores tém sido alvo de
investigacdo enquanto farmacos, pois esse tipo de interacdo resulta no desenrolamento da hélice
do DNA, o que pode levar a alteragdes funcionais da biomolécula, impedindo a proliferacédo
celular (ANDREZALOVA & ORSZAGHOVA, 2021).

A Figura 6 apresenta uma ilustracdo dos tipos de interacédo citados.

Figura 6. Tipos de interacBes existentes entre complexos metalicos e a molécula de DNA.
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Fonte: Barra e Netto (2015)
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1.3.  Complexos polipiridinicos de ruténio e suas interagdes com o DNA

Quanto ao alvo farmacoldgico dos complexos de ruténio, ainda ndo foi estabelecido um
mecanismo detalhado, mas, no geral, a citotoxicidade observada nesses compostos esta também
relacionada a sua capacidade de se ligar ao DNA, ja que varios desses compostos demonstraram
inibir a replicacdo dessa biomolécula. Porém, os complexos de ruténio, diferentemente da
cisplatina, possuem geometria octaédrica e por isso devem apresentar um mecanismo diferente
(BRABEC & NOVAKOVA, 2006). Isso porque, complexos octaédricos podem ser
modificados e funcionalizados em trés dimensfes para adaptar a hélice do DNA e, portanto,
fornecem ferramentas Uteis e sensiveis para sondar a estrutura dessa macromolécula com
especificidade de sitio (JI, ZOU & LIU, 2001). Assim sendo, 0s estudos das interacGes entre
complexos de ruténio e a molécula de DNA séo de grande importancia e interesse.

Em especifico, complexos polipiridinicos de ruténio (II) indicaram, em diversos casos,
a intercalagcdo como o principal mecanismo de interagdo com a molécula de DNA. O complexo
[Ru(bpy)2(dppz)1?* (bpy = 2,2'-bipiridina, dppz = dipiridofenazina) (Figura 7), por exemplo,
interage com a biomolécula somente por intercalacdo, pois, ao contrario da cisplatina que se
liga covalentemente, esse complexo ndo possui nenhum grupo de saida potencial e
provavelmente atua como um intercalador de DNA, devido a presenca de um grande ligante
policiclico aromético (BRABEC & KASPARKOVA, 2018).

Figura 7. Estrutura quimica do complexo [Ru(bpy)2(dppz)]**

Fonte: Brabec e Kasparkova (2018)

Além disso, observou-se que um efeito profundo na afinidade e no modo de ligacéo ao
DNA é afetado ndo apenas pela estrutura quimica do ligante polipiridil principal, mas também
pelo ligante auxiliar (BRABEC & KASPARKOVA, 2018). Por exemplo, complexos de ruténio

contendo — além de ligantes polipiridil — grupos aqua ou cloro, mostraram ligar-se
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covalentemente ao DNA em meios livres de células. Os ligantes aqua ou cloro nestes complexos
representam ligantes de saida cineticamente mais estaveis, em contraste com 0s grupos
polipiridil. Assim, ao se ligar de maneira covalente ao DNA o complexo do tipo mer-
[Ru(IN)Cls(terpy))] (terpy = 2,2°:6°,2’-terpiridina) (Figura 8) apresentou elevada citotoxicidade
em linhas celulares de tumor murino e humano. (BRABEC & NOVAKOVA, 2006).

Figura 8. Estrutura quimica do complexo [Ru"'Cls(terpy))]

Fonte: Brabec e Novakova (2006)

Além disso, Chao e colaboradores relataram a ocorréncia de complexos polipiridinicos
de ruténio (I1), do tipo [Ru(biphtpy)(bpy)CI]* (Figura 9a) capazes de interagir com DNA com
ambas as formas, covalente e ndo covalente (intercalacdo). Os autores descreveram ainda
interacdo eletrostatica de um complexo do tipo [Ru(tpy)(phbi)]?* (phbi = 2-(2-benzimidazol)-
1,10-fenantrolina) (Figura 9b) com o &acido nucleico (SIMOVIC, et al., 2019).

Figura 9. Estrutura quimica do complexo [Ru(biphtpy)(bpy)CI]* (a) e [Ru(tpy)(phbi)]** (b)

Fonte: Simovic, et al. (2019)
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2. OBJETIVOS

Avaliar as interacBes entre a molécula de acido desoxirribonucleico de esperma de
salméo (ss-DNA) e os complexos polipiridinicos de ruténio (1) do tipo [RuCl(bd)(tpy)]PFs
(Figura 10a), [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 (Figura 10b), [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s (Figura 10c) e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs (Figura 10d) — onde tpy=2,2’:6’,2”-terpiridina; bd= o-fenilenodiamina

— a partir de técnicas espectroscopicas.

Figura 10. Representacdo da estrutura quimica do complexo de ruténio do tipo [RuCl(bd)(tpy)]PFs (a),
[Ru(H20)(bd)(tpy)I(PFe)2 (b), [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s (c) [Ru(NO2)(bd)(tpy)IPFs (d).
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3. EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes

A Tabela 1 apresenta todos os reagentes utilizados durante a pesquisa, sua pureza sua e

procedéncia.

Tabela 1. Reagentes utilizados durante a sintese, caracterizacdo e posteriores estudos acerca dos
complexos, sua pureza percentual e procedéncia.

Reagentes Pureza (%) Procedéncia
Acetonitrila 99,9 Tedia
Acido desoxirribonucleico de . .
esperma de salmao (ss-DNA) ) Sigma Aldrich
Acido cloridrico - -
Acido hexafluorfosférico 98 Aldrich Chemicals
Acido trifluoracético - Merck
Cloreto de litio 99 Aldrich Chemicals
Cloreto de ruténio (1) 99,9 Aldrich Chemicals
Cloreto de sédio 98 Synth
Dihidrogenofosfato de sodio 99,5 Merck
Dimetilsulfoxido 98 Neon
Etanol 95 Qhemis
o-fenilenodiamina 98 Aldrich Chemicals
Hexafluorfosfato de amonio 95 Aldrich Chemicals
Hidrdxido de sédio 97 Synth
Monohidrogenofosfato de sodio 99,5 Merck
Metanol 99,5 Merck
Nitrito de sédio 99 Merck
Octanol - -
2,2°:6°,2”-terpiridina 98 Aldrich Chemicals
Trietilamina 85 Synth
Tris(hidroximetil)aminometano - LS Chemicals

Fonte: Autora
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3.2.  Procedimento experimental

3.2.1. Sintese dos Complexos Terpiridina de Ruténio (1)

3.2.1.1. Sintese do complexo [RuCls(tpy)]

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

Em um bal&o de 50 mL foram adicionados 0,3244 g de cloreto de ruténio (RuCls.nH,0)
(1,57 mmol) e 0,2912 g do ligante 2,2’-6”,2”-terpiridina (tpy) (1,25 mmol). Em seguida, os
solidos foram dissolvidos em 30 mL de metanol. A solucéo foi mantida sob refluxo (T=65 °C)
durante 3 h. Apos esse tempo, a fim de promover a precipitacdo do solido, a solugdo permaneceu
em repouso por 1 h em temperatura ambiente (30 °C). O precipitado marrom obtido foi
filtrado e seco a vacuo.

MM = 440,6 g mol™. Rendimento = 0,4216 g (61,18%)

3.2.1.2. Sintese do complexo [RuCl(bd)(tpy)]PFs

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

Em um baldo de 50 mL foi adicionada uma mistura de 40 mL de etanol e agua (75% de
etanol e 25% de agua). 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). A solucdo foi mantida
sob agitacdo durante 30 min. para a reducdo do ion metélico, de Ru'"' para Ru". O processo de
reducao do ion metalico foi acompanhado pela mudanca de coloracéo da solucdo, de marrom
para roxa. Posterior a essa observacdo, foram adicionados 0,0432 g do ligante o-
fenilenodiamina (bd) (0,40 mmol) e 20 mg de cloreto de litio (LiCl) (0,47 mmol). A solu¢édo
foi mantida sob refluxo (T = 80 °C) durante 4 h. Apos esse tempo, foi adicionado 1 g de
hexafluorfosfato de amonio (NH4PFs), para o fornecimento do contra-ion. Posteriormente, a
solugéo permaneceu 24 h sob refrigeracéo (T = 5 °C). O volume da solugéo foi reduzido via
rotaevaporacao, a fim de facilitar o processo de precipitacdo. O precipitado roxo-avermelhado
obtido foi filtrado e seco a vacuo.

MM = 619,6 g mol* Rendimento = 0,2016 g (80,41%).
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3.2.1.3. Sintese do complexo [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 30 mL de agua. Em seguida, foram
adicionados 0,1284 g do complexo [RuCl(bd)(tpy)]PFs (0,21 mmol) e 0,0720 g de nitrito de
sodio (NaNO2) (1,04 mmol). Observou-se a mudanca de coloracdo da solucdo, de roxa para
vermelha. A solucéo foi mantida sob e refluxo (T = 85 °C) durante 2 h. Apos esse tempo, foi
adicionado 1 g de hexafluorfosfato de aménio (NH4PFs), para o fornecimento do contra-ion.
Observou-se a formacdo de um precipitado vermelho. Posteriormente, a solugdo permaneceu
48 h sob refrigeracao (T=5 °C). O precipitado vermelho obtido foi filtrado e seco a vacuo.

MM=631,1 g mol™*. Rendimento: 0,0739 g (56,56%).

3.2.1.4. Sintese do complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)3

O complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s foi sintetizado conforme descrito por de LIMA e
colaboradores (2006).

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 30 mL de agua. Em seguida, foram
adicionados 0,0826 g do complexo [RuCl(bd)(tpy)]PFs (0,13 mmol) e 0,0444g de nitrito de
sodio (NaNO2) (0,64 mmol). Observou-se a mudanga de coloragéo da solugéo, de roxa para
vermelha. A solucdo foi mantida sob refluxo (T = 85 °C) durante 2 h. Apds esse tempo, foi
adicionado 1 mL de &cido hexafluorfosforico (HPFe), para o fornecimento do contra-ion e
acidificacdo da solucdo. Observou-se a formacéo de um precipitado marrom. Posteriormente, a
solucdo permaneceu 48 h sob refrigeracédo (T = 5 °C). O precipitado marrom obtido foi filtrado
€ Seco a vacuo.

MM = 905,1 g mol*. Rendimento: 0,0640 g (53,00%).

3.2.1.5. Sintese do complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2

Em um baldo de 50 mL adicionou-se uma mistura de 40 mL de etanol e dgua (75% de
etanol e 25% de agua). 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). A solucéo foi mantida
sob agitacdo durante 30 min., para a reducio do ion metalico, de Ru'" para Ru". O processo de
reducdo do ion metélico foi acompanhado pela mudanca de coloragdo da solugdo, de marrom
para roxa. Posterior & reducdo do ion metélico, foram adicionados 0,0432 g do ligante o-
fenilenodiamina (bd) (0,40 mmol). A solugéo foi mantida sob refluxo (T = 80 °C) durante 4 h.

Apos esse tempo, foi adicionado 1 g de hexafluorfosfato de amodnio (NH4PFs), para o
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fornecimento do contra-ion. Posteriormente, a solugdo permaneceu 24 h sob refrigeracdo (T =
5 °C). O volume da solucéo foi reduzido via rotaevaporagéo, a fim de facilitar o processo de
precipitacdo. O precipitado roxo-avermelhado obtido foi filtrado e seco a vacuo.

MM = 742,1 g mol* Rendimento = 0,0767 g (50,94%).

3.2.2. Preparo de solugoes

3.2.2.1. Preparo da solugdo tampao Tris (50 mmol L) NaCl (5 mmol L™)
(pH=7,40)

Para a preparacdo do tampdo pesou-se 0,6057 g de tris(hidroximetil)aminometano
(C4H11NO3) e 0,02925 g de cloreto de sddio (NaCl), sendo ambos dissolvidos em 100 mL de
agua ultrapura. Obtendo uma solugdo com pH ~ 10,40, foram adicionadas gotas de solucéo HCI
(6 mol L) até atingir pH = 7,40.

3.2.2.2. Preparo da solucdo de acido desoxirribonucleico de esperma de
salméo (ss-DNA)

Para a preparacdo da solucdo estoque de DNA pesou-se 5 mg de &cido
desoxirribonucleico de esperma de salmao (ss-DNA) e dissolveu-se em 5 mL de tampdo Tris
(50 mmol L*) NaCl (5 mmol L) (pH=7,40). A concentracdo da biomolécula foi determinada
considerando sua absorbancia em 260 nm (¢ = 6600 L mol? cm™, FIGUEIROA-DEPAZ, et al.,
2022), utilizando uma cubeta de quartzo de 1,000 cm de caminho éptico. A solucgéo foi mantida

refrigerada entre 2-10 °C em banho de gelo.

3.2.2.3. Preparo da solucéo estoque dos complexos terpiridina de ruténio (I1)
(1 mmol L)

Para a preparacdo da solucdo estoque de complexo pesou-se 3,10 mg de
[RuCl(bd)(tpy)]PFes e dissolveu-se em 5 mL de tamp&o Tris (50 mmol L) NaCl (5 mmol L?)
(pH = 7,4). A solucdo foi mantida protegida da luz.

O mesmo foi realizado para os demais complexos, considerando de 3,71 mg
[Ru(H20)(bd)(tpy)]1(PFe)2, 4,53 mg [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFeé)s e 3,16 mg de
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFe.
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3.2.3. Caracterizacao fisico-quimica dos complexos terpiridina de ruténio (11)

3.2.3.1. Anélises condutimétricas

Os valores de condutividade molar para os complexos foram obtidos utilizando-se um
condutivimetro da marca Tecnopon®, de modelo mCA-150, equipado com uma cela de platina,
de constante igual a 1. Para as analises, preparam-se solucdes dos complexos a 0,1 mmol L™,
em acetonitrila (ACN).

3.2.3.2. Espectroscopia na regido do Infravermelho (1V)

As amostras foram analisadas em estado sélido e em solucdo, utilizando-se um acessorio
de Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante, sendo submetidas a varredura
espectrofotométrica de 4000 a 220 cm™. Para as analises em solucéo, o PBS foi considerado na
linha de base (branco).

Os espectros vibracionais na regido do IV em estado solido foram obtidos utilizando-se
um espectrofotdmetro da marca Perkin EImer®, de modelo FT-IR Frontier Single Range. O
equipamento utilizado esta lotado no Grupo de Materiais Inorganicos do Triangulo (GMIT), do
Laboratorio de Fotogquimica e Ciéncia de Materiais (LAFOT-CM), do Instituto de Quimica
(1Q), da UFU. Para os espectros obtidos em solucao utilizou-se um espectrofotdmetro da marca
Agilent Technologies®, de modelo FTIR Cary 630. Tal equipamento esta lotado na Rede de
Laboratorios Multiusuarios (RELAM), do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal
(ICENP), da UFU,

3.2.3.3. 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. Utilizou-se uma
coluna da marca Aligent®, de modelo Eclipse XDB-C18 (150 x 4,6 mm d.i.), constituida por
particulas de 5 um. Esse equipamento encontra-se na Rede de Laboratorios Multiusuarios
(RELAM), do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais do Pontal (ICENP), da UFU.

Como fase movel utilizou-se uma mistura de uma solugdo tampéo fosfato a 0,1% de
acido trifluoracético (TFA) (pH = 7,40) com metanol (MeOH). A eluigdo da fase movel foi

isocréatica e o fluxo foi de 0,8 mL min™,
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Para a preparacdo da solugdo tampéo fosfato a 0,1% de TFA (pH = 7,40), pesou-se
0,6076 g de dihidrogenofosfato de sodio (NaH2PO4) e 0,8580 g de monohidrogenofosfato de
sodio (Na;HPQ4); foram adicionados, ainda, 0,5 mL de Acido trifluoroacético (TFA). Os
solidos foram entéo dissolvidos em agua ultrapura, totalizando 500 mL de solu¢do. Para o ajuste
do pH = 7,40, foram adicionadas gotas de uma solugio de NaOH 1 mol L.

Para as analises, prepararam-se solucdes dos complexos a 1 mmol L, em tampdo

fosfato a 0,1% de TFA, sendo injetados volumes de 20 uL das solugdes dos complexos.

3.2.34. Espectroscopia na regido do Ultravioleta e Visivel (UV/Visivel)

Os espectros de absorcdo na regido do UV/Visivel foram obtidos utilizando-se um
espectrofotbmetro e um sistema termostatico da marca Agilent Technologies®, Cary Series,
sendo o espectrofotdmetro de modelo UV-Vis.-NIR. Esse equipamento encontra-se na Rede de
Laboratorios Multiusuarios (RELAM), 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 1,0 cm de caminho optico.

3.2.35. Determinacao da lipofilicidade

A determinacdo da lipofilicidade dos complexos de ruténio (11) foi obtida a partir dos
valores de log P, utilizando-se 0 Método Shake-Flask. Para as andlises, inicialmente, em um
tubo conico de 15 mL foram adicionados 6,5 mL de agua e 6,5 mL de octanol. Em seguida,
foram adicionados 1,2 mg* do complexo [RuCl(bd)(tpy)]PFs. A mistura foi mantida sob
agitacdo em um misturador de rolos (50 rpm) durante 24 h, protegida da luz. Apds esse tempo,
a mistura foi mantida sob repouso durante 1 h. Observou-se a separacdo das fases aquosa e
organica.

Posteriormente, em uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho Optico, foram
adicionados 2,5 mL de dgua. Foi adicionada uma aliquota de 500 pL da fase aquosa. A amostra
foi submetida a varredura espectrofotométrica de 800 a 200 nm. Os valores de log P foram
determinados como mostra a Equacao 1:

[complexo]octanot
[complexo]sgua

logP = (Equacéo 1)

Os experimentos foram realizados em temperatura ambiente (=30 °C).
*Para os complexos [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)z e

[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs I&-se 1,5, 1,4 e 1,0 mg, respectivamente.
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3.2.4. Estudo da estabilidade dos Complexos Terpiridina de Ruténio (I1) em
tampéo Tris

Os estudos de estabilidade para os complexos de ruténio em tampéo Tris (pH=7,4)
foram realizados submetendo as solu¢des dos complexos preparadas neste tampao a varredura
espectroscopica na regido do UV/Visivel no momento do preparo e ap6s 60 minutos de
dissolugdo. A varredura foi realizada utilizando uma cubeta com 1,0 cm de caminho dptico. As
solugdes foram mantidas protegidas da luz e na temperatura de 37 °C.

3.2.5. Estudo das interacfes entre ss-DNA e 0s complexos terpiridina de ruténio

(1)

3.2.5.1. Estudo das interacfes entre ss-DNA e os complexos terpiridina de
ruténio (I1) via espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Os espectros de dicroismo circular de ss-DNA puro e ss-DNA na presenca dos
complexos foram registrados em uma faixa de 230 a 350 nm, com resolu¢édo de 0,5 nm, usando
velocidade de varredura de 100 nm mint e tempo de resposta de 0,5 s, em um
espectropolarimetro Jasco J-810. Os espectros apresentados foram uma média de quatro
varreduras sucessivas. O equipamento utilizado esta lotado na Faculdade de Filosofia, Ciéncias
e Letras de Ribeirdo Preto-USP, no Laboratdrio de pesquisa do Prof. Dr. Arthur Henrique
Cavalcante de Oliveira.

As solugdes foram preparadas em tampao Tris (50 mmol L) NaCl (5 mmol L) (pH =
7,40) a temperatura ambiente, usando uma cubeta de quartzo de comprimento 6ptico de 10 mm.
A solucéo de ss-DNA foi fixada na concentragdo de 250 umol L™ em todas as varreduras. As
concentragdes de complexo variaram em 25, 62,5 e 87,5 umol L™ em cada varredura. Todas as
misturas de ss-DNA e complexo foram subtraidas usando um branco contendo solucdo tampéao
e complexo nas mesmas condicdes. Todas as solucdes de complexo na presenca de ss-DNA

foram incubadas por 1 h antes das medicdes.

3.2.5.2. Estudo das interacOes entre ss-DNA e os complexos terpiridina de

ruténio (I1) via espectroscopia na regido do UV/Visivel

Em uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico, foram adicionados 100 pL de

complexo (1,0 mmol L), e 1900 pL do tamp&o Tris (50 mmol L) NaCl (5 mmol L) (pH =
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7,40). A amostra foi submetida a varredura espectrofotométrica de 800 & 200 nm ap6s 5 minutos
de incubacdo a 37 °C.

Para as demais analises, a concentracdo de complexo manteve-se fixa, enquanto foram
adicionados 9 pL da solucéo de ss-DNA (= 3 mmol L) a cada varredura espectrofotométrica,
totalizando 9 adigdes e obtendo assim solugdes com 9, 18, 27, 36, 45, 54, 63, 72 e 81 uL da
biomolécula. As varreduras foram feitas considerando 5 minutos de incubacdo e temperatura

de 37 °C a cada adicdo de ss-DNA. As anélises foram realizadas em duplicata.

3.2.5.3. Obtencdo da constante de interacédo entre ss-DNA e os complexos

terpiridina de ruténio (1)

Para a determinacdo da constante de interagdo (Ky) utilizou-se a Equacao 2, proposta
por Benesi-Hildebrand (1949).

AO _ &g 1 -
yEy il — * %, [DNA] (Equacdo 2)

Na qual Ao é a absorbancia referente ao complexo no comprimento de onda estudado
sem DNA, A ¢é a absorbancia referente ao complexo no comprimento de onda estudado apds
adicOes em série de aliquotas de DNA, &g € a absortividade molar do complexo no comprimento

de onda estudado, €nc € a absortividade molar no comprimento de onda estudado para o aduto

complexo e DNA, K} é a constante de ligagdo e [DNA] é a concentragdo de DNA. A razéo entre
o coeficiente linear e o angular em um gréfico de Ao/A-Ao em funcdo de 1/[DNA] fornece o

valor de K.

3.2.5.4. Estudo de desnaturacdo térmica do ss-DNA na presenca dos

complexos terpiridina de ruténio (1)

Uma solugdo contendo 100 umol L de ss-DNA foi comportada em uma cubeta de
quartzo de 1,0 cm de caminho Optico, sendo mantida a temperatura de 10 °C por 5 minutos.
Ap0ds esse tempo, a solucdo foi submetida a varredura espectrofotométrica na regido UV/Visivel
de 200 a 800 nm. A mesma solucdo foi entdo submetida as temperaturas de 20, 30, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 e 90 °C, sendo realizado uma varredura a cada mudancga de
temperatura, considerando 5 minutos de incubacéo.

O mesmo procedimento foi realizado para misturas de ss-DNA com complexo, nas quais

encontravam-se 100 pmol L™ de ss-DNA e 10 pmol L™ de complexo em solugéo.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas fisico-quimicas de cada um dos complexos foram obtidas a partir das
técnicas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Espectroscopia na regido do
Infravermelho (IV), Espectroscopia na Regido Ultravioleta-Visivel (UV/Vis), analise

condutimetrica e determinacdo da lipofilicidade (Log P).

4.1.  Caracterizacédo dos complexos terpiridina de ruténio (11)

41.1. Anélise Condutimétrica

Com a aplicacdo de um campo eletrostatico, 0 movimento de particulas com cargas
positivas e negativas geram conducao de eletricidade. Partindo desse principio, a condutometria
é a técnica capaz de medir a condutividade elétrica de solugdes ibnicas, isto &, solucbes que
possuem céations e anions, e assim quantificar as cargas presentes em solucdo. Considerando
que complexos metalicos podem ser catibnicos ou aniénicos, essa técnica é aplicada para
caracterizacdo dessa classe de compostos desde os primeiros estudos realizados por Werner
(VELHO, 2006).

Sendo a agua um solvente com moléculas capazes de se coordenar a um centro metalico
e considerando ainda que em muitos casos complexos metalicos ndo sédo solUveis em agua, as
medidas de condutancia sdo, geralmente, realizadas em solventes organicos. No trabalho atual,
os resultados foram obtidos em acetonitrila (ACN) (GEARY, 1971). A Tabela 2 apresenta 0s

valores de condutividade molar referentes a cada um dos complexos.

Tabela 2. Valores de condutividade molar (Am) em acetonitrila (ACN) para os complexos terpiridina
de ruténio (I) (T=28 °C).

Complexo Condutividade molar (S cm? mol™?)
[RuCl(bd)(tpy)]PFe 131,98
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 201,40
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s 508,20
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs 130,80

Fonte: Autora

De acordo com os valores de condutividade molar para complexos metélicos

estabelecida por Velho (2006), os valores obtidos em acetonitrila para essa série de complexos
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permitem identificar que o complexo [RuCl(bd)(tpy)]PFs é um eletrolito do tipo 1:1, assim
como o complexo [Ru(NOz)(bd)(tpy)]PFs. O complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 é do tipo 2:1,
enquanto [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)3 € um eletrdlito do tipo 3:1 (VELHO, 2006; GEARY, 1971).

4.1.2. Espectroscopia da regido do Infravermelho (1V)

A grande maioria dos compostos que possuem ligacOes covalentes, sejam eles organicos
ou inorganicos, sdo passiveis de absorver na regido do Infravermelho (IV). Ao absorver a
radiacdo 1V a molécula apresenta uma variacdo no momento de dipolo durante 0s movimentos
rotacional ou vibracional. Essa variacdo € causada quando o campo elétrico da radiacdo 1V
interage com a molécula. Isso significa que, se a frequéncia de radiacdo é exatamente igual a
frequéncia de vibracdo ou rotacdo natural da molécula, ocorre absor¢do da radiacéo e,
consequentemente, ocorre variacdo na amplitude do movimento (HOLLER, SKOOG &
CROUCH, 2009).

A absorcéo da radiacdo 1V é um processo quantizado e, como cada tipo de ligacdo tem
sua propria frequéncia de vibracao ou rotacdo, uma pequena faixa de absorc¢ao pode ser definida
para cada tipo de ligacdo. Assim, a espectroscopia na regido do Infravermelho permite a
identificacdo dos tipos de ligacdes presentes na estrutura de um composto. Essa identificacéo é
fundamental para complexos metalicos que possuem ligantes ambidentados, pois esclarece qual
atomo do ligante esta coordenado ao centro metalico. Os ligantes nitro (NO2) e nitrosil (NO™),
por exemplo, podem se coordenar tanto pelo 4&tomo de nitrogénio quanto pelo atomo de
oxigénio presentes em sua estrutura quimica. (PAVIA, et al., 2015; SHRIVER & ATKINS,
2008)

A Figura 11 apresenta 0 espectro vibracional referente aos complexos
[RuCl(bd)(tpy)]PFs e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFe)2.
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Figura 11. Espectro vibracional na regido do IV para o complexo [RuCl(bd)(tpy)]PFs (-) e
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFe)2 (-) em ATR.
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Fonte: Autora

Atribui-se, para ambos os complexos, os estiramentos entre 1600 e 1500 cm™ as ligacdes
C=C e C=N presentes no ligante tpy. Os espectros exibem ainda, estiramento em 829 cm™
referente as ligacGes P-F do contra-ion PFe e estiramento em 557 cm™ atribuido as ligacGes
Ru"-N. No espectro vibracional do complexo [RuCl(bd)(tpy)]PFs 0 estiramento observado em
340 cm™ é referente a ligacdo Ru'-Cl, como sugere Vriends e colaboradores (1978). Os
estiramentos referentes a ligagdo O—H na regio de 1600 cm™* ndo foram observados no espectro
do aqua complexo, devido a sobreposicédo dos estiramentos referentes as ligacbes C=C e C=N
presentes no ligante tpy nessa mesma regiao.

O espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s € apresentado na Figura 12.
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Figura 12. Espectro vibracional na regido do 1V para o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 em ATR.
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Fonte: Autora

No espectro vibracional para o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs);s observa-se
estiramentos referentes as ligacdes C=C e C=N presentes no ligante tpy, localizados entre 1600
e 1500 cm™. O estiramento em 1738 cm™ faz referéncia a ligacdo C=N, em 833 cm™ é referente
as ligacOes P—F do contra-ion PFs e em 557 cm™ é atribuido as ligacdes Ru'"-N. Além disso, 0
estiramento intenso observado em 1876 cm™ ¢ caracteristico da ligagdo N=0O*, quando ha a
coordenacdo do ion NO* através do atomo de nitrogénio.

Por fim, a Figura 13 apresenta o espectro vibracional referente ao complexo
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFes.
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Figura 13. Espectro vibracional na regido do 1V para o complexo [Ru(NO)(bd)(tpy)]PFs em ATR.
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Fonte: Autora

Nesse espectro, os estiramentos observados entre 1600 e 1500 cm™ séo atribuidos as
ligagdes C=C e C=N do ligante tpy. O estiramento em 825 cm™ é caracterizado pelas ligacoes
P—F do contra-ion PF¢ e o estiramento em 554 cm™ é referente as ligagdes Ru''-N. Além disso,
0 estiramento assimétrico em 1377 cm™ e o simétrico em 1281 cm™ sfo inerentes ao ligante
NO2", quando h& a coordenacdo do ion NO2™ por meio do atomo de nitrogénio.

Entretanto, observa-se também, em 1892 cm™, um estiramento atribuido a ligacéo
N=0O". A presenca desse tipo de ligacdo no complexo [Ru(NO-)(bd)(tpy)]PFs pode ser
justificada pelo fato de que os ions amonio, proveniente do sal NH4PFs utilizado durante a
sintese, passam pelo processo de hidrdlise, liberando H3O" e, consequentemente, tornando o
meio &cido, levando assim a conversao do nitro complexo a nitrosil complexo. Desse modo,
acredita-se que o complexo em questdo consiste em uma mistura entre as formas Ru'-NO; e
Ru"-NO* quando no estado sélido, mas em solugdo tamp&o permanece unicamente como nitro
complexo, como mostram os resultados das analises cromatograficas que serdo apresentados
adiante. Além disso, o espectro na regido 1V para esse complexo em solugdo tampdo fosfato

salino (PBS) ndo apresentou estiramentos referentes a ligagdo N=0O" (Figura 14).
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Figura 14. Espectros vibracionais na regido do IV para o complexo [Ru(NO.)(bd)(tpy)]PFs em PBS
(pH =7,4).
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Fonte: Autora
4.1.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Complexos de Ru'" que possuem ligantes polipiridinicos e também possiveis ligantes de
saida podem apresentar mudancas significativas quando em solucéo. Sendo o ligante cloridro
(CI) um ligante labil, em presenca do ligante aquo pode ocorrer o processo de aquacéo,
formando aqua complexos (SHRIVER & ATKINS, 2008). Os aqua complexos (Ru" — H,0),
por sua vez, podem se apresentar também como compostos com hidroxila (Ru'" — OH) a
depender o pKa do complexo (HUANG, et al., 2015; CHRZA NOWSKA et al, 2017). Os
nitrosilos complexos (Ru'"-NO™*) podem também se encontrar na forma de nitro complexos
(Ru"-NO7) a depender do pH da solugdo (SAUAIA & da SILVA, 2003). Sabendo disso, é
fundamental a realizacdo do estudo de estabilidade dessa série de compostos em solucéo.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia permite a separacdo e identificacdo de
misturas que contenham compostos estruturalmente similares e, por isso, pode ser aplicada no
estudo da estabilidade dos complexos em solucdo. Para isso, as analises via CLAE foram
realizadas no instante e apos 2h de dissolugdo dos complexos. A Figura 15 apresenta o

cromatograma referente ao complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)> em ambos os tempos.
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Figura 15. Cromatogramas para o complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFe)2 (a). Composicdo da fase movel:
Tampao fosfato a 0,1% de TFA:MeOH (75:25 v/v). Tempo apds a dissolucdo do complexo: 0 h (—) e
2h (---). T = 37 °C. Espectros de absorcao na regido do UV/Visivel. Referente aos picos 1 (b) e 2 (c).
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Fonte: Autora

A Figura 15 demonstra que no instante da dissolucdo do complexo
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, 0 cromatograma exibe um pico com t, = 10,35 min (pico 1) e, apos
2h de dissolucdo, apresenta um pico com t, = 11,48 min (pico 2). Considera-se que o pico 1,
possivelmente, faz referéncia ao complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFe)2, € que o pico 2 faz
referéncia a conversao do aqua complexo em [Ru(OH)(bd)(tpy)]PFs, como mostra 0 Esquema
1. Isso porqgue, o espectro eletrdnico referente ao pico 1 apresenta uma banda TCML em 504
nm, caracteristico de complexos aquo. O espectro eletrénico referente ao pico 2, porém,
apresenta a banda TCML em uma regido de menor energia, 0 que indica a presenga de um

ligante campo fraco, como € 0 OH™ em relagéo ao aqua.
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Esquema 1. Esquema reacional simplificado para a conversdo do ligante aqua (H»O) a hidroxo (OH")

em complexos de ruténio(ll).

Ru"-H.0 + OH = { Ru"-H,0-----OH" } = Ru"-OH" + H,0 (1)

Essa afirmacdo é sustentada ao observar o espectro eletrénico qualitativo do complexo
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 em meio basico (pH = 13,0). Como mostra a Figura 16, o hidroxo
complexo apresenta a banda TCML na regido de A=513 nm, semelhante a banda na regi&o do

visivel referente ao pico 2 do cromatograma na Figura 15.

Figura 16. Espectro eletronico qualitativo para o complexo [Ru(OH)(bd)(tpy)]PFs em NaOH 0,1 mol
Lt
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Fonte: Bessas (2022)

O cromatograma obtido para o complexo [RuCl(bd)(tpy)](PFs) também afirma uma
conversao de espécies, quando o complexo se encontra em solucdo. A Figura 17 apresenta o

cromatograma no instante e apds 2h de dissolucdo do composto.
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Figura 17. Cromatograma para o complexo [RuCl(bd)(tpy)](PFs) (a). Composicdo da fase mdvel:
Tampao fosfato a 0,1% de TFA:MeOH (75:25 v/v). Tempo apo6s a dissolugdo do complexo: 0 h(—) e 2
h (---). T = 37 °C. Espectros de absor¢do na regido do UV/Visivel referente aos picos 1 (b) e 2 (c).
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O espectro referente ao pico 1, com tr = 10,45 min, apresenta uma banda TCLM na

regido UV-Vis em 504 nm, enquanto o espectro do pico 2, com tr = 11,41 min, apresenta a

banda TCLM em 510 nm. Sendo o ligante cloridro 1abil, o complexo [RuCl(bd)(tpy)](PFs) em

solucdo aquosa pode passar pelo processo de aquacdo, no qual o ligante cloridro é substituido
pelo ligante aqua, formando a espécie [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2. Nota-se, porém, no espectro

referente ao pico 2, que a banda se encontra na regido de 510 nm, que, como observado para o

cromatograma do aqua complexo, faz referéncia ao complexo com hidroxila. Assim, na solugao

contendo [RuCl(bd)(tpy)](PFs) ocorrem os processos de aquagéo (simplificado no Esquema 2)

e de conversao de aquo a hidroxo complexo.
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Esquema 2. Esquema reacional simplificado para o processo de aquacdo do complexo
[RUuClI(bd)(tpy)](PFe).

Ru'CI* + H,0 = { Ru"-Cl-----H,0 } = Ru'-H0% + CI"  (2)

Por fim, as Figuras 18 e 19 apresentam o cromatograma referente aos complexos
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 e [Ru(NO.)(bd)(tpy)]PFs, respectivamente.

Figura 18. Cromatogramas para o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s. Composicdo da fase mdvel:
Tampao fosfato a 0,1% de TFA:MeOH (85:15 v/v). Tempo apo6s a dissolugao do complexo: Oh(—) e 2h
(---). T=37°C.

Tempo (min.)

Fonte: Autora

Figura 19. Cromatograma para o complexo [Ru(NO)(bd)(tpy)]PFs (a). Composic¢do da fase moével:
Tampao fosfato a 0,1% de TFA:MeOH (75:25 v/v). Tempo apo6s a dissolu¢do do complexo: O h (—) e 2
h (---). T=37 °C. Espectro de absor¢do na regido do UV/Visivel. para o com complexo

[Ru(NO_)(bd)(tpy)]PFs referente ao pico em tr=5,99 min. (b).

1,0
(a) (b)
08-
A =504 nm
.S 0,6
[&]
C
«C
=
S 044
o)
<
0,2+
r T T T T T T T T 1 0,0 T T T
0 2 4 6 8 10 300 400 500 600
Tempo (min.) Comprimento de Onda (nm)

Fonte: Autora
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Em ambos os casos, 0s cromatogramas apresentam um unico pico e ndo ha diferenca no
tempo de retencdo entre o pico referente ao instante da dissolucéo e o pico referente a 2 hs apds
a dissolucdo. O tempo de retengéo para o nitrosil complexo foi de 5,92 min, enquanto para o
nitro complexo, foi de 5,99 min. Assim, tanto [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s3, quanto
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs sdo estaveis em solucédo e ndo apresentam conversdo de NO™ — NO>".

4.1.4. Espectroscopia na regido Ultravioleta/Visivel

Quando uma molécula absorve energia eletromagnética, os elétrons sdo promovidos de
um orbital ocupado para um orbital desocupado de maior energia. Na regido Ultravioleta-
Visivel do espectro eletromagnético (200-800 nm), os processos de absor¢do ocorrem por
mudanca do estado energeético dos elétrons constituintes da molécula, os quais podem ser: (i)
elétrons ndo ligados e pertencentes a um atomo em especifico; (ii) elétrons envolvidos em uma
ligacdo quimica e assim pertencentes a mais de um atomo. (PAVIA, et al., 2015)

Tendo em vista a estrutura dos complexos polipiridinicos de ruténio, essas transi¢es
podem ocorrer na regido do visivel, devido a transicdes de Campo Ligante (CL) e de
Transferéncia de Carga Metal-Ligante (TCML) e na regido ultravioleta, relativo as transi¢des
Intraligante (IL).

As transi¢oes de Campo Ligante sao do tipo d—d, pois ocorrem entre niveis energéticos
do metal, sendo originadas do desdobramento do orbital d do centro metalico. As transi¢cdes do
tipo TCML, por sua vez, ocorrem devido aos orbitais do metal e dos ligantes apresentarem
energia proximas e simetrias apropriadas. Nesse caso, quando os elétrons do ion metélico estdo
em orbitais de simetria © ¢ os orbitais desocupados de menor energia (LUMO) dos ligantes
também sdo de simetria 7, ocorrem transigdes do tipo dn(M)—pn*(L). Por fim, as transicdes
classificadas como IL sdo equivalentes as transicdes dos ligantes quando ndo estdo
coordenados, podendo ser devido a elétrons livres (n) ou elétrons =, sendo entdo do tipo n—n*
e n—7* (de FARIAS, 2005).

A Figura 20 corresponde ao espectro eletrénico dos complexos [RuCl(bd)(tpy)]PFs e
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFe)2 na regido do UV-Vis.
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Figura 20. Espectro eletronico para o complexo [RuCl(bd)(tpy)]PFs (-) € [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFe): (-)
a 50 pmol L em tampé&o Tris (pH = 7,4).
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Fonte: Autora

Na Figura 20 observa-se que as bandas eletrénicas em 272, 278, 314 e 500 nm séo
semelhantes para os complexos [RuCl(bd)(tpy)]PFes e [Ru(H20)(bd)(tpy)]PFs, confirmando a
reacdo de conversdo da espécie cloridro em aqua complexo (vide posteriormente Fig. 24,
pag.54) . Nesse caso, atribui-se as absorc¢des observadas na regido UV (200-400 nm), a transicao
eletrénica do tipo Intraligante (IL), mais especificamente do tipo n—m " (bd) e do tipo n—x"(tpy)
para ambos os complexos. Na banda observada em 500 a transicéo eletrénica € caracterizada
como Transferéncia de Carga Metal-Ligante (TCML), sendo referente as transicdes
dr(Ru'")—n"(bd), dn(Ru')—n"(tpy).

A Figura 21 apresenta o espectro eletronico referente ao nitrosil complexo.
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Figura 21. Espectro eletronico para o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s a 35,8 pmol L™ em tamp&o
Tris (pH =7,4).
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Fonte: Autora

Para o complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3, 0 espectro eletronico exibe absor¢des em
270, 306, 328 e 472 nm, As bandas observadas em 270 e 306 nm sdo atribuidas a transi¢des IL,
referentes as transi¢des do tipo n—n" dos ligantes bd e tpy. O ombro em 328 nm ¢é caracterizado
como uma transi¢do de TCML, do tipo dr(Ru'")—xn"(NO*). A banda de baixa absorgdo em 472
nm também é descrita como transi¢des de TCML, sendo do tipo dn(Ru')—x"(bd e tpy).

Por fim, a Figura 22 apresenta 0 espectro eletrbnico do complexo
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFes.
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Figura 22. Espectro eletrénico para o complexo [Ru(NO,)(bd)(tpy)]PFs a 31,7 umol L™ em tamp&o Tris
(pH =7,4).
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Fonte: Autora

O espectro eletronico do complexo [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFe na regido do UV-Vis exibe
absor¢des em 270, 280, 310, 326 e 504 nm. As absor¢des em 270, 280 e 310 nm séo atribuidas
a transicdes eletronicas do tipo intraligante (IL), sendo transi¢des n—m (bd), n—n (tpy). Em
326 e em 504 nm, tais bandas séo caracterizadas como transi¢oes do tipo TCML, sendo em 326
nm referente as transi¢cdes dn(Ru')—n’(bd) e dn(Ru'Y—xn"(tpy) e em 504 nm referente a
dr(Ru')—r"(bd) e dn(Ru")—n"(NO2). A banda em 326 tem ainda contribuicdo de transicéo
IL, do tipo n—n*(NO2).

Comparando as atribuic6es referente ao nitro e ao nitrosil complexo, hd uma diferenca
consideravel entre os valores de energia das bandas de TCML do tipo dn(Ru')—n*(NO*) e
dn(Ru')—m*(NOy). Isso porque, o ligante NO* apresenta um maior carater m-receptor, se
comparado ao ligante NO2". Consequentemente, a retrodoacao para os nitrosilos complexos é
maior, e portanto, a energia da transicio dm(Ru'')—m*(NO*) é maior que para a transicio
dn(Ru')—m*(NOy) (de LIMA, et al., 2014).

A Tabela 3 apresenta todos os dados espectroscépicos citados e suas respectivas

atribuigoes.
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Tabela 3. Dados espectroscopicos e suas atribuicdes para os complexos polipiridinicos de ruténio (1)
em tampao Tris (pH =7,4).

Complexo A (nm) Atribuicdes
272 n—n*(bd) e n—*(tpy)
[RuCl(bd)(tpy)]PFs 278 n—n*(bd) e n—>*(tpy)
314 n—n*(bd) e n—*(tpy)
500 dr(Ru'—n*(bd) e dn(Ru')— n*(tpy)
270 n—n*(bd) e n—n*(tpy)
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFes)- 278 n—n*(bd) e n—>*(tpy)
312 n—n*(bd) e n—n*(tpy)
500 dr(Ru'")—n*(bd) e dn(Ru')— n*(tpy)
270 n—n*(bd) e n—n*(tpy)
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 306 n—1*(bd) e n—7*(tpy)

328 dn(Ru")—n*(bd) e dn(Ru'")—n*(NO*)
472 dr(Ru'")—n*(bd) e dn(Ru')— n*(tpy)

270 n—n*(bd) e n—*(tpy)

280 n—n*(bd) e n—*(tpy)
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs 310 n1—n*(bd) e n—>m*(tpy)

326 dr(Ru'y—n*(bd) e n—n*(NO2)

504 dn(Ru")—n*(bd), dn(Ru'—n*(tpy) e
dr(Ru'y—n*(NO2)

Fonte: Autora

4.1.5. Determinacdes da lipofilicidade

Considerando que as interacBes entre os complexos metalicos e a molécula de DNA séo
realizadas em condicdes fisioldgicas, tornam-se fundamentais a determinacéo dos coeficientes
de particdo (log P) para entender o comportamento dos compostos em meio aquoso e apolar.
Isso porque, os farmacos devem ser suficientemente lipofilicos para penetrar nos nucleos
lipidicos das membranas celulares, mas ndo tdo lipofilicos a ponto de ficarem presos nas
mesmas. O log P é o parametro numérico que mede o nivel de lipofilicidade de um composto,
sendo a razdo entre a concentragdo do composto na fase aquosa e a concentracgao na fase apolar
(nesse caso, octanol), apos ser aplicado em um sistema contendo ambas as fases (ANDRES, et
al., 2015). A Tabela 4 apresenta os dados obtidos para essas andlises referentes a cada

complexo.
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Tabela 4. Valores de coeficiente de parti¢do (log P) para os complexos.

Complexo Log P
[RuCl(bd)(tpy)]PFs -0,31
[Ru(H20)(bd)(tpy)]1(PFe)2 -0,57
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s -0,11
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs -0,29

Fonte: Autora

A Equacdo 1 enuncia que valores negativos de log P indicam maior afinidade do
complexo pela &gua, enquanto valores positivos apontam a maior preferéncia pela fase
organica, neste caso, 0 solvente octanol (ANDRES, et al., 2015). Os resultados apresentados
na Tabela 3 demonstram uma tendéncia para maior interacdo de todos os complexos pela fase
aquosa, de maneira que log P [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s < [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs =~
[RuCl(bd)(tpy)]PFs < [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2. Sendo assim, toda a série de complexos desse

trabalho é hidrofilica.

4.2. Estudo da estabilidade dos complexos terpiridina de ruténio (I1) em tampéao
Tris (pH=7,4)

Tendo a funcéo de estabilizar o pH do meio, o tampéo € uma solucdo indispensavel em
analises com carater bioldgico ja que, nesses casos, é necessaria uma fiel simulacdo das
condicdes fisioldgicas (pH = 7,4 e temperatura 37 °C). Os tampdes utilizados em estudos
bioquimicos ndo devem interagir com as biomoléculas e nem afetar as interaches
biomoleculares em estudo. Apesar de o tampdo tris(hidroximetil)aminometano ser amplamente
utilizado em analises bioguimicas, devido a sua faixa tamponante na regido do pH fisiologico,
esse tampdo pode interagir com espécies biolégicas e ainda com compostos inorganicos.
(JUNGOVA, JURGOVA & HEMMEROVA, 2021; FERREIRA, et al., 2015).

Sendo assim, o estudo de estabilidade dos complexos de ruténio em tampdo Tris
(pH=7,4) foi realizado a fim de investigar a existéncia de interacGes entre os complexos e a
molécula do tampdo. A molécula de tris(hidroximetil)aminometano (Figura 23) apresenta
grupos substituintes, OH e NH>, que se comportam como base Lewis devido aos pares de
elétrons nos atomos doadores oxigénio e nitrogénio. Essas bases podem se coordenar ao centro
metalicos de complexos e, por isso, nos estudos bioldgicos que se utilizam o tampdo Tris €

fundamental a avaliacdo da estabilidade dos complexos metélicos.
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Figura 23. Representacdo da estrutura da molécula de tris(hidroximetil)aminometano

OH

HO

HO

Fonte: Autora

As Figura 24, 25, 26 e 27 apresentam 0s espectros eletronicos dos complexos
[RuCl(bd)(tpy)]PFs, [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFe)2, [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)3 e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFes, respectivamente, em presenca do tampao Tris (pH=7,4) logo apos sua

dissolucdo (em preto) e ap6s 1h de incubacdo (em vermelho) na temperatura de 37 °C.

Figura 24. Espectro eletrénico referente ao estudo da interacdo entre tampdo Tris (pH = 7,4) e 0
complexo [RuCIl(bd)(tpy)]PFs apds 0 (--) e 60 minutos (--) de dissolucéo.
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Figura 25. Espectro eletrénico referente ao estudo da interagdo entre tampédo Tris (pH = 7,4) e 0
complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs). apds 0 (--) e 60 minutos (--) de dissolugao.
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Fonte: Autora

Figura 26. Espectro eletrénico referente ao estudo da interacdo entre tampdo Tris (pH = 7,4) e 0
complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PF¢)s apds 0 (--) e 60 minutos (--).
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Fonte: Autora
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Figura 27. Espectro eletrénico referente ao estudo de interagdo entre tampédo Tris (pH = 7,4) e 0
complexo [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs apds 0 (--) e 60 minutos (--) de dissolucéo.
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Fonte: Autora

No espectro referente ao complexo [RuCl(bd)(tpy)]PFs (Figura 24) nota-se que a
varredura feita ap0s 1 hora apresenta um leve aumento da absorbancia e um desvio
hipsocrdmico de 2 nm na banda TCML. Essa alteracdo espectral indica a conversdo do
complexo cloridro em aqua. Na Figura 25, apds 1 hora de incubacdo, ndo ocorreram mudancas
espectrais significativas para o complexo [Ru(H.O)(bd)(tpy)](PFs). indicando estabilidade no
tampdo Tris.

Os  espectros  eletronicos dos  complexos  [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s e
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs (Figuras 26 e 27, respectivamente) demonstram que apos 1 hora de
incubacdo dos complexos no tampéo, os valores de absorbancia foram consideravelmente
maiores que os valores apresentados no primeiro instante da dissolucdo. Esse efeito €
denominado hipercromismo e pode ser justificado pelo aumento progressivo da solubilidade
dos complexos na solugdo em funcdo da temperatura experimental 37 °C.

Assim, pequenas mudancas na absorbancia maxima sem deslocamento consideravel de
comprimento de onda consolidam a estabilidade desses complexos na solugdo tampéo,

possibilitando a aplicagdo do Tris nos estudos de interagdo com o DNA.
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4.3.  Estudo das interacOes entre ss-DNA e os complexos terpiridina de ruténio (11)

4.3.1. Estudo das interacfes entre ss-DNA e os complexos terpiridina de ruténio

(11) via espectroscopia de dicroismo circular (CD)

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) é uma técnica biofisica que se baseia no
fendmeno Optico da absorcdo da luz circularmente polarizada (LCP), sendo particularmente
aplicada em amostras contendo compostos quirais. Assim, quando ambas as componentes da
luz polarizada (direita e esquerda) interagem com o composto quiral, cada uma é absorvida com
uma intensidade distinta. A diferenca entre essas intensidades d& origem ao sinal de CD
(SOUSA, 2021).

Apesar de as bases nitrogenadas do DNA serem aquirais, ao considerar toda a estrutura
helicoidal da biomolécula, a estrutura secundaria molecular se torna quiral. Assim, a técnica de
dicroismo circular é amplamente utilizada no estudo das estruturas e das interacGes realizadas
por &cidos nucleicos.

Nos espectros CD do ss-DNA livre aparecem duas bandas caracteristicas: uma entre 240
e 245 nm (banda negativa ou banda B) referente a helicidade do DNA e a outra entre 270 e 275
nm (banda positiva ou banda Z), relacionada ao empilhamento (n-stacking) dos pares das bases
nitrogenadas. As variacdes na intensidade ou o deslocamento dessas bandas sugerem mudancas
conformacionais na estrutura da biomolécula (KELLET, et al., 2019; FIGUEROA-DEPAZ, et
al., 2022).

As Figura 28 e 29 apresentam o espectro CD do ss-DNA na presenca dos complexos
[RuCI(bd)(tpy)](PFs) e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2, respectivamente.
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Figura 28. Espectro de dicroismo circular para o ss-DNA (250 umol L") em tamp&o Tris (pH=7,4) em
auséncia (--) e presenca de 25 (--), 62,5 ( ) e 87,5 (--) pumol L™ de [RuCl(bd)(tpy)]PFe.
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Fonte: Autora

Figura 29. Espectro de dicroismo circular para o ss-DNA (250 pmol L) em tamp&o Tris (pH=7,4) em
auséncia (--) e presenca de 25(--), 62,5( ) e 87,5(--) umol L™ de [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs).
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Fonte: Autora
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Nota-se no espectro CD do cloridro complexo (Figura 28) uma diminuicdo da
intensidade da banda positiva de 61,6%, bem como um deslocamento batocromico (275 nm —
278 nm) a medida em que a razdo complexo:DNA diminui em solugdo. Na banda negativa, ndo
se vé alteracdo espectral. Observa-se 0 mesmo comportamento no espectro CD para o complexo
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs). (Figura 29). Nesse caso, porém, a diminuicdo da intensidade da
banda positiva foi de 90,1% e o deslocamento batocrémico foi de 275 nm a 280 nm ao diminuir
a razdo DNA:complexo. Na banda negativa também ndo ocorre alteracdo espectral. Os
resultados observados em ambos 0s casos indicam que a adi¢do dos complexos a solucédo de ss-
DNA altera o empilhamento zn-stacking do DNA, mas ndo altera a helicidade da molécula,
indicando uma possivel intercalagdo do complexo no polinucleotideo (CHEN, et al., 2008; HE,
et al., 2009).

A Figura 30 apresenta o espectro CD e os efeitos da adigdo do nitro complexo na solugéo
de ss-DNA.

Figura 30. Espectro de dicroismo circular para o DNA (250 umol L™) em tamp&o Tris (pH=7,4) em
auséncia (--) e presenca de 25 (--), 62,5 ( ) e 87,5 (--) umol L de [Ru(NO)(bd)(tpy)]PFs.
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Fonte: Autora

O espectro CD do DNA com o complexo [Ru(NO)(bd)(tpy)]PFs (Figura 30) apresentou

um comportamento semelhante ao descrito anteriormente. Nesse caso, porem, a diferenca
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espectral € mais pronunciada na menor razdo DNA:complexo (1:3). Isso significa que a
helicidade e o empilhamento z-stacking do DNA s&o alterados apenas nessa Ultima proporgao
entre o complexo e a biomolécula. Acredita-se que em menores razdes DNA:complexo hd uma
possivel organizacdo dos sistemas para interacdo via intercalacdo parcial e em maiores razfes
DNA:complexo uma tendéncia a interacdo eletrostatica ou ao sulco menor. (KELLET, et al.,
2019; FIGUEROA-DEPAZ, et al., 2022).

Por fim, o espectro de CD do DNA na presenca do complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)3 é

apresentado na Figura 31.

Figura 31. Espectro de dicroismo circular para o DNA (250 umol L™) em tamp&o Tris (pH=7,4) em
auséncia (--) e presenca de 25 (--), 62,5 ( ) e 87,5 (--) umol L de [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s.
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Fonte: Autora

Para o espectro CD do DNA na presenca do complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs); a banda
negativa ndo apresenta nenhuma alteracdo espectral, enquanto a banda positiva apresentou uma
diminuicao de apenas 31,8% a medida em que o complexo é adicionado. Essa pequena alteracédo
de intensidade da banda positiva, € um indicativo de que o complexo interfere ligeiramente na
interacao n-stacking do DNA. Nesse caso, a interagédo entre o complexo e DNA pode entdo ser
discutida em funcéo da interacdo ao sulco menor e/ou interacdo eletrostatica (KELLET, et al.,
2019).
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4.3.2. Estudo de desnaturagdo térmica do ss-DNA na presenca dos complexos
terpiridina de ruténio (1)

Moléculas bioguimicas, especialmente proteinas, enzimas e acidos nucleicos, sofrem
mudangcas estruturais quando submetidas a condi¢des de temperatura e pH diferentes de suas
condicOes habituais. Essa mudanca estrutural € denominada desnaturacéo. No caso da molécula
de DNA, no processo de desnaturacgdo as ligacOes de hidrogénio estabelecidas entre os pares de
bases nitrogenadas sdo rompidas, provocando o desenrolamento da dupla hélice, de maneira
integral ou parcial (NELSON & COX, 2014).

Sendo assim, 0 aumento gradual da temperatura de uma solucdo com DNA ocasiona a
desnaturacdo das biomoléculas. Cada espécie de DNA apresenta uma temperatura de
desnaturacdo caracteristica a depender da sequéncia de pares de bases de sua estrutura.
Moléculas que possuem maior porcentagem de citosina-guanina sdo desnaturadas em
temperaturas mais elevadas do que as que possuem adenina-timina em maior porcentagem, ja
que as interacdes estabelecidas por esse ultimo par sdo menos intensas. Assim, a temperatura
de fusdo média (Tm) — temperatura em que 50% da estrutura do DNA foi desnaturada — pode
ser determinada submetendo uma solucdo do acido nucleico a temperaturas extremas
(NELSON & COX, 2014).

A mudanca estrutural causada por uma desnaturacao térmica pode ser observada através
da técnica de espectroscopia UV-Vis. Isso porque, a molécula de DNA apresenta uma banda de
absorcdo na regido ultravioleta em 260 nm e, mudancas em sua estrutura ocasionam alteracdo
na intensidade da banda. No caso da desnaturacdo, € possivel observar um crescente aumento
da absorbancia a medida em que a temperatura da solugdo aumenta (Figura 32). Um grafico da
absorbancia (260nm) em funcdo da temperatura permite a identificacdo da Tm da molécula de
DNA ao considerar a média entre o valor de absorbancia inicial e o final. (GONZALEZ-RUIZ,
etal., 2011).

A Figura 32 apresenta também esse gréfico para uma solugdo de ss-DNA a 100 umol L
! Para a solugdo de DNA de esperma de salméo utilizada nesse trabalho, a Trm equivale a 77,2
°C.
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Figura 32. Efeito da desnaturagdo térmica em uma solugéo de ss-DNA (100 pmol L™)
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Fonte: Autora

Diante da existéncia de interacdo entre os complexos e a molécula do polinucleotideo,
a temperatura de fusdo media para 0 DNA na presenca dos complexos sera diferente da Tm
encontrada para 0 DNA isolado. Para os agentes intercaladores, 0 aumento observado no valor
de Tm € maior do que no caso de agentes interagindo através dos sulcos do DNA ou através de
interacdo eletrostatica. 1sso porque a intercalacdo ocasiona maior estabilidade na estrutura da
biomolécula, o que dificulta sua fusdo e, portanto, aumenta a Tm (MUDASIR, et al., 2010). A
Figura 33 apresenta o efeito da desnaturacdo do DNA na presenca de cada um dos complexos

de ruténio em estudo considerando 5 minutos (a) e 1 hora (b) de incubacéo.
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Figura 33. Efeito da desnaturagéo térmica em uma solucio de ss-DNA (100 umol L™*) em auséncia (-)
e presenca dos complexos (10 umol L) (Ru:DNA = 1:10) apds 5 min (a) e 1h (b) de incubagéo

Fonte: Autora
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As diferencas observadas nas Figuras 33 (a) e (b) demonstram mudangas no tipo de

interacdo ao estender o tempo de incubagdo de alguns complexos. A Tabela 5 apresenta os

valores de Tm encontrados para a solu¢do de DNA na presenga de cada um dos complexos, bem

como a diferenca de temperatura (AT) entre a Tm do DNA livre e a T do DNA apds incubacgao

com oS complexos.
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Tabela 5. Valores de temperatura de desnaturagdo (Tm) e de diferenca de temperatura (ATm) para o
DNA na auséncia e presenca dos complexos polipiridinicos de ruténio

60 min. 5 min.
Complexo DNATn(°C) | Tm (°C) | ATm (°C) | Tm (°C) | ATm (°C)
[RuCI(bd)(tpy)]PFs 77,2 82,8 -5,6 78,7 -1,5
[Ru(H20)(bd)(tpy)] (PFe)2 77,2 84,6 7.4 76,7 0,5
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s 77,2 83,4 -6,2 67,1 10,09
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs 77,2 86,1 -8,9 71,9 53

Fonte: Autora

Intercaladores organicos comuns como etidio apresentam ATm = -13 °C e alguns
derivados de porfirinas ocasionam variacdo da Tm em cerca de -15 °C (MUDASIR, et al., 2010).
Isso significa que a intercalacdo, em geral, aumenta a temperatura de fusdo do DNA para cerca
de 10 a 15 °C. Por outro lado, complexos como [RuCI(NHz3)s]?*, que ndo podem se intercalar
causa ATn de apenas -2 °C (KARIDI, et al., 2005).

Sendo assim, os valores de ATm observados em 5 minutos de incubacdo estdo na
fronteira entre a interacdo eletrostatica e a intercalacdo. Os valores observados para
[RuCl(bd)(tpy)](PFe)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 ao considerar 1 hora de incubacao
demonstram auséncia de interacdo, enquanto os valores para [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s €
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs tornam-se positivos, o que indica uma desestabilizacdo da dupla hélice
do DNA. Em todos os casos, com 1 hora de incubacéo, as interacdes entre os complexos e a

biomolécula sdo diferentes das interacfes observadas com 5 minutos de incubacéo.

4.3.3. Estudo das interacfes entre ss-DNA e os complexos terpiridina de ruténio

(I1) via espectroscopia na regido do UV/Visivel

O espectro de absorcdo de UV-Vis do DNA exibe uma banda larga na regido do UV
com um maximo observado em 260 nm (g = 6600 mol cm™) (Figura 34). Esta banda ¢ atribuida
a transicdo eletrénica n-n* realizada pelos grupos croméforos presentes nas bases nitrogenadas
da estrutura do acido desoxirribonucleico (RUIZ-GONZALES, 2011). Pequenas alteracdes no
méximo de absorcdo, e consequentemente na absortividade molar, podem ocorrer quando a
biomolécula é submetida a alteracfes de pH, temperatura e forca iénica (SIRAJUDDIN, ALI
& BADSHAH, 2013).
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Figura 34. Espectro eletronico para 0 DNA a 3,06 mmol L™ em tampéo Tris.
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Fonte: Autora

A cada analise envolvendo o acido desoxirribonucleico € importante a realizagdo do
teste de integridade, o qual permite identificar se a biomolécula mantém sua estrutura de dupla
hélice nas condi¢bes em que a solucdo se encontra e se a solucdo esta livre de demais proteinas.
Essa caracterizacdo € feita a partir da razdo das absorbancias em 260 e 280 nm (Aze0/A2s0), de
maneira que, sendo essa razdo maior que 1,8, o DNA tem sua estrutura com dupla hélice
mantida e ndo ha proteinas livres na solucdo (RUIZ-GONZALES, 2011).

Considerando-se que tanto a biomolécula quanto os complexos polipiridinicos de
ruténio apresentam bandas de absor¢do na regido UV-Vis, a interacdo entre complexos e DNA
pode ser avaliada por espectroscopia de absorcao nessa regido do espectro eletromagnético.

Esse estudo € realizado monitorando as mudancas de absor¢éo e posi¢do do maximo das
bandas do complexo quando o composto esta livre em solucdo ((DNA] = 0 umol L) e quando
ha um aumento da concentracdo de DNA na solucdo de complexo. Tais alteracbes podem
indicar o possivel modo de interacdo entre 0 composto e a biomolécula, bem como a dimenséo
da forca dessa interacéo (SIRAJUDDIN, ALI & BADSHAH, 2013).

A Figura 35 apresenta o espectro eletronico para o complexo [RuCl(bd)(tpy)]PFs (50
umol L) na auséncia e presenca de ss-DNA (0 — 119 umol L),
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Figura 35. Espectro eletrénico do complexo [RuCl(bd)(tpy)](PFe) (50 pumol L) em auséncia (-) e
presenca de concentracdo crescente de ss-DNA com 5 minutos de incubacdo a 310 K. Insert: banda
TCML do complexo em 500 nm evidenciando o efeito hipocrémico.
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Fonte: Autora

As mudancas espectrais observadas na regido entre 200 e 350 nm séo efeito do aumento
da concentracdo de DNA na solucdo e foram verificadas para todos os estudos realizados.

Nota-se porém, na banda em 502 nm (banda TCML) do cloridro complexo, uma
diminuicao da absorbancia a medida em que o DNA ¢ adicionado a solucdo. Esse fénomeno é
denominado hipocromismo e é um indicativo de interacdes do tipo intercalativa do complexo
com a biomolécula. Nesse caso, os ligantes planares do complexo se intercalam entre as bases
nitrogenadas do DNA, ocasionando um empilhamento 7-1 entre ambos os grupos. 1SS0 ocasiona
uma estabilidade na estrutura helicoidal, proporcionando o efeito hipocromico (REHMAN, et
al., 2015). Os resultados de CD corroboram para a possibilidade de interacdo por intercalacao
para este complexo, que apresentou um hipocromismo de 3,77%.

O mesmo comportamento foi observado para o complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFé)2,

como mostra a Figura 36. Nesse caso, o hipocromismo foi de 5,30%.
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Figura 36. Espectro eletronico do complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 (50 pmol L) em auséncia (-) e
presenca de concentracdo crescente de ss-DNA com 5 minutos de incubacdo a 310 K. Insert: banda

TCML do complexo em 500 nm evidenciando o efeito hipocrémico.
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Fonte: Autora

A Figura 37 apresenta o efeito observado no espectro de [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFs)s com

adicOes sucessivas de ss-DNA.
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Figura 37. Espectro eletronico do complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s (50 pmol L™) em auséncia (-) e
presenca de concentracdo crescente de ss-DNA com 5 minutos de incubacdo a 310 K. Insert: banda
TCML do complexo em 328 nm evidenciando o efeito hipercrémico.
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Fonte: Autora

Diferentemente dos complexos acima, o estudo da interagdo do DNA com o complexo
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)3 apresentou hipercromismo na banda TCLM, isto &, aumento na
absorbancia a medida em que a concentracao da biomolécula em solugdo aumenta. Esse efeito
é um indicativo de interacOes eletrostaticas ou interacGes do complexo com o sulco do DNA,
causado pela desestabilizacdo na dupla hélice da biomolécula. No primeiro caso, 0 complexo
interage com os grupos fosfatos da regido aniénica da molécula de DNA, ja a interacdo com o
sulco pode correr por ligacdes de hidrogénio ou interacdes de Van der Waals entre ambas as
espécies (REHMAN, et al., 2015).

Essa tendéncia de interacdo é também observada nos resultados de CD e, sabendo que
o nitrosil complexo possui a maior carga positiva (3+) dessa série de compostos, hd uma forte
propensdo de interacdo eletrostatica entre o complexo e a biomolécula.

Por fim, a Figura 38 apresenta o0 espectro eletrdnico obtido para o nitro complexo na

auséncia e presenca de DNA.
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Figura 38. Espectro eletrénico do complexo [Ru(NO,)(bd)(tpy)]PFs (50 umol L™) em auséncia (-) e
presenca de concentracdo crescente de ss-DNA com 5 minutos de incubacdo a 310 K.
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Fonte: Autora

Para o complexo [Ru(NOz)(bd)(tpy)]PFs, ndo foram observadas diferencas espectrais
significativas. Como a intensidade dos efeitos hipo/hipercromico é proporcional a intensidade
da ligacdo do complexo ao DNA, a auséncia de mudancas espectrais, indica uma baixa interagdo
entre o nitro complexo e a biomolécula. 1sso ndo significa, porém, auséncia de interacdes, ja
que os resultados observados em CD — técnica muito sensivel a mudancas na estrutura do DNA
— demonstram haver interacao.

Para compreender a dimensdo da forca de interacdo entre o acido ndcleico e cada
complexo, determinou-se a constante de intera¢do (Kn). Como ja apresentado, a constante foi
calculada a partir da Equacdo de Benesi-Hildebrand (1949). Para isso, foram construidos
graficos de Ao/A-Ao em funcdo de 1/[DNA], sendo a razéo entre o coeficiente linear e o angular
desse gréafico a constante de interacdo de cada complexo.

A Figura 39 apresenta os graficos contruidos. Em todos os casos, obteve-se curvas
lineares, permitindo a identificagdo da constante. Como o complexo [Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFs
ndo apresentou mudancas espectrais signficativas, ndo foi possivel determinar sua constante de

interagéo.
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Figura 39. Obtencéao da constante de interagéo (Ky) entre 0 DNA e o complexo RuCl(bd)(tpy)]PFs (a),
[Ru(H20)(bd)(tpy)1(PFe)2 (b) e [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s (c).
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Fonte: Autora

A Tabela 6 apresenta as constantes de interacdo e as respectivas porcentagem de

hiper/hipocromismo (%H = Ainicial — Afinal/ Ainicial X 100%) para cada complexo.

Tabela 6. Porcentagem de hiper/hipocromismo dos espectros eletrdnicos e constante de interagdo (Kbp)
dos complexos terpiridina de ruténio com o DNA.

Complexo Kp (L mol?) %H R?
[RUCI(bd)(tpy)]PFs (3,51 %0,75)x10% | 3,77 0,97869
[Ru(H20)(bd)(tpy)](PFe)2 | (2,32 0,12)x10* | 5,30 0,97503
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s | (4,23 £0,93)x10° | -7,75 0,99959

Fonte: Autora
Dados expressos como média + desvio padrao de experimentos realizados em duplicata.
R? ¢ o coeficiente de correlagdo para os valores de Ky

Os valores das constantes de interagdo apresentados se encontram na ordem de 10* L

mol™?, o que indica uma interagdo fraca entre os compostos estudados e a molécula de DNA. A
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fraca interacdo da série de complexos [Ru(L)(bd)(tpy)]"* com DNA pode justificar 0s ensaios
de viabilidade celular em cultura de células de B16 F10 descritos por Heinrich e colaboradores.
O complexo [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFs)2 com 24 horas de incubagdo na concentragdo de 250
pumol L diminui para 23% a viabilidade celular. Com 48 horas, [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFe)2
apresentou maior atividade citotoxica que [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)3, diminuindo para 37% a
viabilidade celular na concentracio de 100 pmol L%, enquanto que para o composto
[Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s € necessaria uma concentragdo maior que 250 umol L para se
observar 50% da viabilidade (HEINRICH, 2013).

Em geral, complexos terpiridinas de ruténio(ll) apresentam tendéncia de média a fraca
interacdo com DNA. Por exemplo, o complexo [Ru'(tpy)]** (Kb ~10° L mol™?) interage na
superficie do DNA atraves do contato com grupos fosfatos. Os planos piridicos do ligante tpy
ndo encontram-se no mesmo plano e sdo volumosos para interagrir com sulco menor (JANG,
et al., 2010).

Os complexos, [Ru(tpy)(phbi)]** (phbi= 2-(2-benzimidazol)-1,10-fenantrolina) e
[Ru(tpy)(phni)]>* (phni= 2-(2-naftoimidazol)-1,10-fenantrolina) (JIANG, et al, 2003)
apresentam valores de Kp 3,2 x 10* L mol* e 1,6 x 10° L mol?, respectivamente. Sendo a
interacio do complexo [Ru(tpy)(phbi)]** com DNA via eletrostitica e do complexo
[Ru(tpy)(phni)]?* por intercalacdo devido a extensdo pelo anel naftil.

Um dos fatores preponderantes na forca da interacdo de complexos de ruténio
terpiridina, referem-se a planaridade dos co-ligantes. Os complexos do tipo [Ru(Cl-Ph-
tpy)(opda)Cl]* e [Ru(CI-Ph-tpy)(en)CI]*, onde CI-Ph-tpy= 4"-(4-clorofenil)-2,2’:6,2”-
terpiridina, opda= o-fenilenodiamina e en=etilenodiamina, apresentam Ky = 3,0 x 103 L mol*
e 1,0x10° L mol! (SIMOVIC, et al., 2019). O co-ligante CI-Ph-tpy apresenta potencial
comportamento de intercalacdo na interacdo com DNA e os co-ligantes quelantes opda e en
mostram que a capacidade de formar ligacdes de hidrogénio estabilizam e fortalecem o aduto

DNA-complexo.
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5.  CONCLUSAO

A caracterizacdo dos compostos via CLAE, espectroscopia na regido do Infravermelho
(IV) e espectroscopia na regido Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) corroboram com a estrutura
quimica prevista para o0s quatro complexos. Os estudos de tempo de interagdo e de estabilidade
do complexo no tampdo (Tris pH=7,4) foram fundamentais para a realizacdo dos posteriores
experimentos de interacdo com ss-DNA, ja que forneceram informagfes sobre o tempo de
incubacgdo ideal entre os compostos e a biomolécula, bem como do nivel de estabilidade dos
complexos no tampao utilizado.

A combinacéo dos estudos de interacdo entre complexo e ss-DNA realizados sugerem
que os complexos [RuCl(bd)(tpy)](PFe)2 e [Ru(H20)(bd)(tpy)](PFe). interagem com a
biomolécula por intercalacdo, enquanto que as mudancas espectrais observadas para o
complexo [Ru(bd)(tpy)(NO)](PFe)s indicam interagdes eletrostaticas com o ss-DNA. Apesar de
ndo ser possivel identificar alteracdes no espectro na regido UV-Vis referente ao complexo
[Ru(NO2)(bd)(tpy)]PFes, 0s resultados observados no dicroismo circular e a analise de
desnaturacdo térmica do ss-DNA também induzem que o complexo se comporte como um
intercalador parcial. Em todos os casos, os valores de Ky encontrados sugerem fracas interagdes
entre os complexos e o polinucleotideo, o que justifica a baixa citotoxicidade dos compostos

em cultura de células de B16 F10.
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