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"Um cientista no seu laboratorio niao € apenas um técnico: €,
também, uma crianga colocada a frente de fendmenos naturais

que impressionam como se fossem um conto de fadas."

Marie Curie
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RESUMO

“AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DE COMPLEXOS
ORGANOMETALICOS DE RUTENIO(II) CONTENDO LIGANTES B-DICETONAS”
Nesta tese, sdo descritas a sintese, caracterizacao e avaliagdo de atividade antitumoral de
cinco complexos organometalicos de ruténio(Il) monocationicos contendo ligantes
B-dicetona e piridina. Os complexos sintetizados apresentaram como formula geral
[Ru(O-O)(p-cim)(py)]PFs, sendo (O-0): 1,3-butanodiona-1-fenil-4,4,4-trifluoro (bta) (I),
2-tenoiltrifluoroacetona (tta) (II), 1,3-butanodiona-1-(4-bromofenil)-4,4,4-trifluoro (tfb)
(IIT), 1,3-butanodiona-1-(4-fluorofenil)-4,4,4-trifluoro (tff) (V), 1,3-butanodiona-1-(4-
clorofenil)-4,4,4-trifluoro (btc) (V); p-cim: n®-p-cimeno e py: piridina. Os complexos
foram analisados por técnicas usuais de caracterizacao, tais como condutividade molar,
CHN, espectroscopia de IV e UV-Vis, RMN (‘H e 3C{'H}), espectrometria de massas e
difragdao de raios X de monocristal. Além disso, todos os complexos foram estudados
quanto as suas estabilidades nos solventes empregados em testes bioldgicos e foi
verificado que os complexos I e III exibiram melhor perfil de estabilidade em solugao.
Os ensaios de atividade antitumoral in vitro foram realizados frente a linhagens tumorais
histologicamente distintas A549, A2780-cis, MCF-7 e MDA-MB-231, e frente a
linhagens ndo tumorais, MRC-5 e MCF-10A. Através dos resultados obtidos foi possivel
inferir que a insercdo dos ligantes ao precursor de ruténio promoveu o aumento da
atividade bioldgica, uma vez que Ru(Il)/areno foi inativo e os ligantes ativos exibiram
citotoxicidade inferior aos respectivos complexos. Nessa série, todos os complexos
exibiram bons valores de citotoxidade frente a linhagem resistente a cisplatina
A2780-cis (ICso = 5,06 — 10,83 umol L), MCF-7 (ICso = 10,17 — 34,78 umol L) e
MDA-MB-231 (ICso = 8,25 — 46,14 umol L), ressaltando que o composto III foi o mais
ativo em todas as linhagens tumorais testadas (ICso = 5,07 — 42,47 umol L'!). Para a A549,
exceto o II, os demais complexos exibiram moderada citotoxicidade. Para as linhagens
ndo tumorigénicas os complexos foram menos toxicos que a cisplatina para MCF-10A,
com destaque para o V, que foi inativo. Além disso, todos os complexos foram mais
seletivos que a cisplatina na A2780-cis e, para MCF-7, o V exibiu indice de seletividade
> 6. Todos os complexos ndo interagem com DNA por intercalacdo nem por ligacdo
covalente, podendo apresentar interagdes reversiveis e fracas. Os testes preliminares com
a BSA demonstraram que os complexos I e IV interagem com essa proteina, podendo
estar associada a farmacocinética desses compostos.

Palavras-chave: 3-dicetonas, ruténio(II), cancer.



ABSTRACT

“EVALUATION OF THE ANTI-TUMOR ACTIVITY OF RUTHENIUM(I)
ORGANOMETALLIC COMPLEXES CONTAINING B-DIKETONE LIGANDS” In

this work, the synthesis, characterization and evaluation of the antitumor activity of five
monocationic ruthenium(Il) organometallic complexes containing [-diketone and
pyridine ligands are described. The synthesized complexes presented the general formula
[Ru(O-O)(p-cim)(py)]PFs, being (O-0): 4,4,4-trifluoro-1-phenyl-1,3-butanedione (bta)
(I), 2 -thenoyltrifluoroacetone (tta) (II), 1-(4-bromophenyl)-4,4,4-trifluoro-1,3-
butanedione (tfb) (IIT), 4,4,4-trifluoro-1-(4-fluorophenyl)butane-1,3-dione (tff) (IV), 1-
(4-chlorophenyl)-4,4,4-trifluoro-1,3-butanedione (btc) (V); p-cim: n’-p-cymene and py:
pyridine. The complexes were analyzed by usual characterization techniques, such as
molar conductivity, elemental analysis, absorption spectroscopy in the infrared and
visible ultraviolet region, 'H and '*C {'H} nuclear magnetic resonance spectroscopy, mass
spectrometry and X-ray diffraction. In addition, all complexes were studied regarding
their stability in the solvents used in the biological tests and it was verified that complexes
I and III exhibited a better stability profile in solution. The in vitro antitumor activity
assays were performed against histologically distinct tumor cell lines A549, A2780-cis,
MCF-7 and MDA-MB-231, and against non-tumor cell lines, MRC-5 and MCF-10A.
Through the results obtained, it was possible to infer that the insertion of ligands to the
ruthenium precursor promoted an increase in biological activity, since Ru(Il)/arene was
inactive and the active ligands exhibited lower cytotoxicity than the respective
complexes. In this series, all complexes exhibited good cytotoxicity values against the
cisplatin-resistant cell lines A2780-cis (ICso = 5.06 — 10.83 umol L), MCF-7
(ICso = 10.17 — 34.78 umol L") and MDA -MB-231 (ICso = 8.25 — 46.14 umol L),
emphasizing that compound IIT was the most active in all tumor cell lines tested (ICso=
5.07 — 42.47 pmol L"). For A549, except for II, the other complexes exhibited moderate
cytotoxicity. For non-tumorigenic ligeages, the complexes were less toxic than cisplatin
for MCF-10A, with emphasis on V, which was inactive. In addition, all complexes were
more selective than cisplatin at A2780-cis and for MCF-7, V exhibited selectivity index
> 6. All complexes do not interact with DNA by intercalation or covalent binding, and
may present reversible interactions and weak. Preliminary tests with BSA demonstrated
that complexes I and IV interact with this protein, possibly being associated with the

pharmacokinetics of these compounds.

Keywords: -diketones, ruthenium(II), cancer.
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1. INTRODUCAO

A parte introdutoria descreve sobre alguns topicos considerados relevantes para

compreensdo do trabalho realizado, iniciando com a tematica pertinente a aplicagdo

biologica de interesse, e finalizando com a hip6tese investigada.
1.1 Cancer

O termo cancer ¢ geralmente utilizado para denominar um grupo de mais de 100
doencgas cronico-degenerativas multifatoriais nas quais as c€lulas de uma determinada
parte do corpo (6rgao ou tecido) crescem exponencialmente sem controle, formando
neoplasias ou tumores malignos (INCA, 2022a; WHO, 2022; NCI, 2022). A
transformagao progressiva da célula normal em uma célula tumoral ocorre a partir do
processo de carcinogénese que pode ser dividido em trés etapas: iniciagdo, promog¢ao e
progressdo; as quais serdo detalhadas na se¢do posterior. A diferenciagdo das células
tumorais das células normais se da a partir das caracteristicas particulares, tais como
impedimento dos supressores de crescimento, permissdo do processo de replicacdo,
resisténcia a morte celular, inducdo ao processo de angiogénese, ativacdo de metastase e
invasdes, mutagdo do genoma, dentre outras. As trés primeiras caracteristicas envolvem
o processo de proliferacao descontrolada no qual ha indu¢ao da replicagao do RNA, o que
torna as células tumorais mais suscetiveis aos agentes que tém como molécula alvo o
DNA (HANAHAN, 2022). Além disso, eventos como inativa¢ao de genes supressores de
tumor e relacionados a apoptose, bem como ativacdo de oncogéneses (PEDRAZA-
FARINA, 2006) podem levar ao descontrole do ciclo celular, promovendo o acimulo de
erros no DNA das células em divisao (STRATTON et al., 2009).

Nessa perspectiva, as células alteradas geneticamente passam a ignorar os sinais
inibitdrios de crescimento, evitar a morte celular, replicar-se sem restricdes, além de
favorecer a invasao de outros tecidos através de membranas basais e capilares a partir da
formagdo de novos vasos sanguineos. Essas alteragdes, que podem ocorrer tanto em
células germinativas quanto em células somaticas, resultam na incapacidade do sistema
imune em eliminar as células tumorais devido aos efeitos imunossupressores mediados
pelas mesmas (BHUTIA; MAITI, 2008; HANAHAN; WEINBERG, 2011). Em se
tratando das germinativas que, neste caso, sdo cé€lulas reprodutoras que geram outras
c€lulas, a alteracdo genética ¢ herdada. Ao contrario das células somaticas, que sdo
adquiridas ao longo da vida a partir do acimulo de mutagdes genéticas proveniente de

fatores exdgenos e endogenos. Por isso, ambos tipos de células sdo essenciais no que se
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refere a predisposi¢dao individual ao cancer, o que pode influenciar ndo apenas na
iniciagdo da patologia, como também na progressdo tumoral (BRAY et al., 2018;
INCA,2022a).

Deve-se considerar também que a diferenciagao do tipo de cancer ¢ decorrente de
dois fatores: o tipo de célula do corpo que foi atingida, bem como sua velocidade de
multiplicagdo. Quando o cancer se inicia nos tecidos epiteliais (pele ou mucosas), sdo
denominados carcinomas e os que ocorrem nos tecidos conjuntivos, a exemplo, 0ssos,
musculos ou cartilagem, sao definidos como sarcomas. A diferenciagdo dependente da
velocidade de multiplicagdo ¢ conhecida como metéastase, uma das principais causas de
morte dessa doenga, na qual hd o espalhamento das células tumorais para além do sitio
primario, sendo disseminada para outros tecidos e o6rgaos através da corrente sanguinea
ou dos vasos linfaticos, promovendo também a angiogénese (INCA,2022a). Vale ressaltar
que as células de todos os tumores malignos exibem potencial de invasdo e metastase,
porém cada neoplasia apresenta caracteristicas clinicas e bioldgicas especificas, uma vez

que pode envolver fatores diversos (CAIXEIRO et al., 2014).

1.1.1 Causas e epidemiologia

O processo de formagdo do cancer, a cacinorgénese, como citado anteriormente,
consiste em trés etapas (DE ALMEIDA et al., 2005). Na iniciacdo, o desenvolvimento do
tumor ¢ decorrente da anomalia genética em alguma etapa do ciclo celular, a qual pode
promover a danificagdo no DNA, resultando na disfungdo em processos que envolvem
destruicao e/ou limitagao das células anormais existentes. Na promogao, ha a proliferagao
clonal das células, ja que as células geneticamente modificadas, a partir de agentes
oncopromotores, tornam-se gradualmente células malignas, podendo originar tumores
malignos a partir do acimulo celular e, consequentemente, forma¢do de uma massa
tecidual (VOGELSTEIN; KINZLER, 2004). A ultima etapa, a fase progressiva, mais
agressiva e irreversivel envolve a metastase, uma vez que hia a multiplicacdo
descontrolada das células e, a partir de sua evolugdo, surgem as manifestagdes clinicas da
doenca (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Além disso, o processo de formacao do cancer pode estar relacionados a fatores
endogenos (mutagdes herdadas ou decorrentes do metabolismo, desordem hormonal e
condi¢des imunologicas) ou fatores exdgenos, mais relacionados ao estilo de vida do

individuo (consumo de tabaco e/ou alcool, sobrepeso, sedentarismo, alimentacdo
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inadequada, contato com agentes quimicos, fisicos ou biologicos, além de infecgdes tais
como hepatite e papiloma virus humano), que atuando simultaneamente ou em sequéncia,
podem desencadear alteragdes genéticas que estimulam a mutagao progressiva de células
normais em malignas (BHUTIA; MAITI, 2008;HANAHAN; WEINBERG, 2011). Outro
fator ¢ o envelhecimento, considerando que os mecanismos de reparagao celular vao
perdendo sua funcionalidade ao longo do tempo (BRASIL, 2022; WHO, 2022).

O cancer tem se tornado um grave problema de satide publica, sendo uma das
quatro doengas responsaveis pelo maior nimero de mortalidade e incidéncia, o que ¢
preocupante, ja que esses numeros vém crescendo exponencialmente no decorrer dos anos
(VOKACOVA et al., 2018; BRAY et al., 2018; YOUSUF et al., 2021). Na pandemia da
COVID-19, apesar de ser uma das doencas inseridas no grupo de comorbidade, os
tratamentos e diagnosticos transgrediram, o que resultou em um falso declinio no nlimero
de casos, corroborando para o diagndstico em estdgio avancado e, consequentemente, em
uma maior mortalidade (SIEGEL et al., 2022; SUNG et al., 2021)

De acordo com a WHO (World Health Organization), a nivel global, estima-se
que no ano 2030 haverao 27 milhdes de novos casos de cancer, 17 milhdes de mortes e
75 milhdes de pessoas vivas com cancer. Em 2000, dez milhdes de pessoas foram
diagnosticadas com cancer e esse numero total quase dobrou em 2020, com 19,3 milhdes
de diagnosticos. Segundo as projeg¢des para o futuro, uma em cada cinco pessoas no
mundo tende a desenvolver essa doenga durante a vida. A mortalidade também aumentou
de 6,2 milhdes em 2000 para 10 milhdes em 2020 (WHO, 2022).

No Brasil, de acordo com dados do controle para a vigilancia epidemiologica
realizados pelo Instituto Nacional do Cancer, estima-se 704 mil casos novos de cincer
para cada ano do triénio 2023-2025 (INCA, 2022c). Em 2020 foram notificados 316.280
novos casos para mulheres e 309.750 novos casos para homens, sendo que 108.318
mulheres e 117.512 homens ndo resistiram a doenca. Na Tabela 1 estdo apresentados
numeros de incidéncia em 2022 e mortalidade em 2020 conforme a localizagdo primaria
do tumor e sexo. A partir desses dados observa-se que o tipo de cancer de maior incidéncia
em mulheres foi o cancer de mama (30,0%) bem como de maior mortalidade (16,5%), ao
contrario do cancer de ovario que exibe niimeros inferiores (3% de casos e 3,6% de
obitos). J& os tumores de localizagdo primaria na traquéia, bronquio e pulmao, € o segundo
maior no quesito mortalidade tanto em homens (13,6 %) quanto em mulheres (11,5%).

Em se tratando dos homens, o cancer de prostata ainda € o de maior incidéncia (30,0%) e



mortalidade (13,5%) dentre todos existentes (INCA, 2022b; INCA, 2022c; MINISTERIO
DA SAUDE, 2022).

Tabela 1. Distribui¢ao proporcional dos cinco tipos de cancer mais comuns (casos em

2022 e mortalidade em 2020) por sexo, exceto pele nao melanoma.

Localizacio Casos Obitos Localizagio Casos Obitos
priméaria (%) (%) primaria (%) (%)
Proéstata 71.730 15.841 Homens Mulheres Mama 73.610 17.825

(30,0) (13.5) feminina (30,1) (16,5)

Cdlon e 21.970 9.889 Célon e 23.660 10.356

Reto (92)  (84) Reto 9,7)  (9.,6)
Traqueia, | Colo do 17.010 6.627
Bronquio e utero (7,0)  (6,1)

Pulmao

Estomago 13.340 8.772 Traqueia, 14.540 12.609

(5.6) (7.5 Bronquio ¢ (6,0) (11,6)
Pulméo
Cavidade 10.900 6.465 Ovario 7.310 3.921
oral (4,6) (5,5) (3,0) (3,6

Fonte: MS / INCA / Estimativa de Cancer no Brasil; S / INCA / Coordenagdo de

Prevengao e Vigilancia / Divisdo de Vigilancia e Analise de Situacdo, 2021.

1.1.2 Tratamento

O tratamento do cancer segue trés abordagens distintas: a cirurgia, a radioterapia,
a terapia sistémica, ou a combinagao destes. A escolha do tratamento depende do tipo de
cancer do individuo, bem como o estagio em que se encontra a doenga (CORRIE, 2011;
CALEY, JONES 2012). Pacientes que foram diagnosticados no estdgio mais precoce da
doenga, com tumores de baixa ou inexistente capacidade metastatica, podem ser curados
com a remocao do tumor ou radioterapia (MINNA, 2008; DEVITA et al., 2011). Em
casos mais graves, utiliza-se da terapia sist€émica, sendo a quimioterapia mais empregada.
Esse método consiste no emprego de farmacos conhecidos como agentes antineoplasicos,
que funcionam como destruidores de células que apresentam altas velocidades de divisdo,
sendo esta uma das principais caracteristicas da maioria das células tumorais. No entanto,
a maioria desses agentes ndo exibem a seletividade necessaria, ja que, além de atuar nas

c€lulas tumorais, também afetam as cé€lulas saudéaveis que possuem mecanismos de reparo
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mais eficazes, a exemplo, as células da medula 6ssea, o trato gastrointestinal e os foliculos
pilosos (DEVITA et al., 2011).

Ao longo dos anos, diversos estudos na area da quimica tém sido direcionados
para as aplicagcdes médicas, seja em termos de teraputica ou em diagnodsticos. A
investigacdo de novos agentes com potencial antitumoral tem proporcionado um
crescimento gradual no conhecimento acerca das causas do cancer, nos mecanismos
bioldgicos associados @ mesma, oferecendo a oportunidade de desenvolver estratégias de
intervencgdo na sua progressao, bem como o design de novos farmacos. Nesse contexto,
para o tratamento dessa doenga, os metalofarmacos t€ém sido uma das classes de
compostos mais empregadas desde a descoberta do complexo cis-
diaminodicloroplatina(II), mais conhecido como cisplatina. Esse composto ¢ estudado
desde o século XX apds Rosenberg descobrir as propriedades antibacterianas contra
Escherichia Coli, tendo depois estendido para o uso contra o cincer (KALAIARASI et
al., 2022). Diante das propriedades antineoplésicas satisfatorias, a cisplatina, o primeiro
composto a base de metal a entrar em uso clinico mundialmente para o tratamento de
cancer, entre outros compostos de Pt(I[) desenvolvidos posteriormente (Figura 1) sdo
bastante usados na pratica médica atual (YILMAZ ef al., 2018; YADHUKRISHNAN et
al., 2020; SUDHINDRA et al., 2020).

Figura 1. Estrutura quimica da cisplatina (1) e outros compostos de Pt(II) empregados

no tratamento do cancer: carboplatina (2), lobaplatina (3) e oxaliplatina (4).
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Os compostos carboplatina e oaxiplatina, por exemplo, estdo em testes clinicos
atualmente, ap6s da aprovacdo da agéncia norte-americana FDA (Food and Drug
Administration) (MJOS, ORVIJ, 2014; NEVES, VARGAS, 2011). Em se tratando da
carboplatina (2), a primeira escolha no tratamento de cancer de ovario, a sintese foi
realizada em 1973 por Cleare e Hoeschele, e patenteada em 1979. A solubilidade deste
composto ¢ justificada ela presenga do grupo abandonador substituinte dos cloridos, o
1,1-ciclobutanodicarboxilato (dicarboxilato), que influencia diretamente em aspectos
farmacologicos, tais como ototoxicidade e nefrotoxicidade. A minimizagao desses efeitos
adversos ¢ atribuida ao efeito quelante do ligante dicarboxilato (anel de seis membros),
que resulta numa reagdo de substitui¢do nucleofilica (por agua) mais lenta. A menor
labilidade deste ligante quando comparado ao ligante clorido confere, nesse sentido, uma
maior inércia do complexo em meio biologico e, além disso, promove a
biodisponibilidade ideal, sem acimulo em grandes quantidades nos plasma (CLEARE,
HOESCHELE, 1973; DEZOIZE, MADOULET, 2002).

A oxaliplatina (4), por sua vez, s6 recebeu aprovacdo da FDA em 2002.
Atualmente ¢ empregada no tratamento de cancer colorretal em casos especificos como,
por exemplo, o retorno da doenga; agravamento do quadro clinico apds a utilizagdo de
farmacos combinados em uma terapia inicial. A diferenga estrutural desse composto
quando comparado a cisplatina envolve a presenca do ligante carreador
diaminociclohexano (DACH) e do grupo abandonador carboxilato. Além disso, foi o
primeiro farmaco a exibir atividade frente as linhagens de células resistentes a cisplatina.
A formacao de adutos a partir da interagdo deste complexo com o DNA nao gera o mesmo
fragmento ativo da cisplatina (Pt(NH3)2), por ndo possuir grupos NH3 e, por isso, ndo sao
reconhecidos pelo sistema de reparo desta biomolécula (WHEATE et al., 2010). A
lobaplatina (3), nedaplatina e heptaplatina estdo em fases de testes clinicos nos Estados
Unidos, entretanto, sdo comercializados apenas em alguns paises (RIXE et al., 1996;
MJOS, ORVIJ, 2014)

Bem como a oxaliplatina, a cisplatina (1) exibe atividade antitumoral devido a
capacidade de interagdo com o DNA, como exibido na Figura 2, resultando também na
formagao do aduto, que, neste caso especificamente, ocorre pela intera¢do 1,2-intracadeia
entre duas bases guanina adjacentes (SUDHINDRA et al., 2020). Porém, apesar de,
atualmente, ser elegivel em regime de combinagdo no tratamento de diversos tipos de
cancer (carcinoma do pulmdo das células ndo pequenas; testiculo; cabega e pescogo;

ovario e tumor cervical), esse composto exibe alguns aspectos condicionantes na sua
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utilizacdo: considerando que a cisplatina se encontra predominantemente ligada as
proteinas do plasma, tais como albumina sérica humana (HSA), transferrina e
hemoglobina, ha uma biodisponilidade indesejada no organismo humano, ja que favorece
o seu acumulo em 6rgaos como rins, figado e prostata. A consequéncia das elevadas

concentracdes ¢ a existéncia de efeitos adversos severos (JONES, THORNBACK, 2007).

Figura 2. Esquema do mecanismo de agdo da cisplatina com destaque (circulo vermelho)

para etapa similar a0 mecanismo proposto dos arenos de ruténio.

H;N,, Cl N CI ~ 100 mM

/'Pt'\Cl

Transporte ativo
(via receptores de membrana)

Fonte: Adaptado (BROWNING et al., 2017).

Esses efeitos comprometem as atividades comuns do sistema nervoso
(neurotoxicidade, nefrotoxicidade), promovem a mielossupressdo através da producdo de
células sanguineas da medula 6ssea, causam coagulagdo do sangue (trombocitopenia),
incluindo a resisténcia, dentre outros efeitos secundarios (KILPIN, DYSON, 2013).
Ademais, efeitos indesejados, além dos anteriormente citados, sdo os disturbios
gastrointestinais e perda de cabelo. Todos estes possivelmente estdo relacionados com a
baixa seletividade da cisplatina para as células tumorais, lesando indiferenciadamente
tanto células neoplasicas como células saudaveis que exibem caracteristicas similares.
Foliculos capilares, do epitélio gastrointestinal e da medula 6ssea sdo exemplos de células
saudaveis que exibem crescimento acelerado e que podem ser disfuncionalizadas pelas
cisplatina (TRUDU et al., 2015; MEDICI et al., 2015; FREEZA et al., 2010).

Segundo estimativas, em 90% dos casos de pacientes no estdgio mais avangado

(metastase), a resisténcia € o principal responsavel pelo fracasso do tratamento.
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Ressaltando que ha dois tipos de resisténcia a quimioterapicos: intrinseca ou adquirida.
No primeiro caso, propde-se que os fatores promotores da resisténcia ja estejam presentes
entre as células componentes do tumor os quais tornaram a terapia ineficaz. Ja no outro
cenario, de resisténcia adquirida, propde-se que as células tumorais, que antes eram
sensiveis aos medicamentos, passam por processos mutagénicos, cujo resultado sejam
novas vias de sinalizagdo compensatorias, possibilitando que as novas células ndo
respondam mais da mesma forma, dando, portanto, vantagem proliferativa (HOLOHAN
etal., 2013).

Através de estudos acerca sobre os possiveis mecanismos de resisténcia,
verificou-se que varios fatores podem influenciar na sensibilidade celular de um
determinado farmaco. Dentre os fatores t€ém-se: o influxo do farmaco, cujos mecanismos
limitam a entrada da quantidade do agente quimioterapico, como resultado da diminuicao
da expressdo de alguns canais transportadores; o aumento do efluxo do farmaco para fora
da célula causado pelo aumento da expressdo de alguns canais de transporte a multiplos
farmacos; inativagdo de processos envolvidos na ativagdo do farmaco, a citar, aumento
da expressdo de glutationa ou de glutationa-S-transferase; alteragdes que resultam em
modificacdes do alvo bioldgico, tais como a topoisomerase, o que pode impedir a ligagdo
de inibidores dessa enzima; indu¢ao da otimizagao do processo do dano promovido pelo
farmaco (aumento da capacidade de reparo de DNA ocasionados pelo aumento da
expressao de genes que possuem relacdo com reparos por excisao de nucleotideos); e por
fim, modifica¢des epigenéticas como a metilagdo no promotor de genes relacionados a
morte celular por apoptose (HOLOHAN et al., 2013).

Portanto, os desenvolvimentos recentes na terap€utica do cancer envolvendo
compostos de coordenagdo tém sido direcionados para o estudo de novos complexos
metalicos, ndo apenas com caracteristicas farmacocinéticas mais favoraveis, mas também
com novas abordagens de atuacdo, principalmente no que se refere a resisténcia.
Bioatividades promissoras tém sido verificadas em diferentes espécies a base de metais
de transicdo, apesar de, em alguns casos, os mecanismos de acdo ndo estarem totalmente
esclarecidos. Além disso, para além do DNA, a interagdo com proteinas representa o
principal modo de acdo da maioria dos compostos, além dos modos de acdo
completamente novos e desconhecidos. O atual interesse no desenvolvimento de
compostos organometalicos de Ru(Il) com aplicagdes no tratamento antitumoral resultou

na identificagdo de novas classes de compostos de coordenagdo com geometrias e



mecanismos de acao distintos, quando comparados a cisplatina (DKHAR et al., 2020;

SIMOVIC et al., 2019; FANDZLOCH et al., 2021).

1.2 Aspectos gerais e aplicacoes bioldgicas de compostos a base de ruténio

1.2.1 Quimica do ruténio

A quimica dos metais de transi¢ao ¢ abordada como a quimica dos elementos do
bloco d com orbitais parcialmente ou totalmente preenchidos, que, por isso, exibem
diversos estados de oxidagdo, bem como dos fendmenos redox relacionados a eles. Uma
das espécies que compoe esse grupo e que pode ilustrar muito bem este fato ¢ o ruténio,
que direta ou indiretamente é o centro ativo de varios processos redox (SEDDON, 1984).
O ruténio ¢ um metal de transi¢do que foi identificado e isolado pelo quimico russo Karl
Klaus em 1844 (WEEKS, 1932). Na tabela periodica este metal exibe nimero atdmico
44 u e peso atdmico 101,07 g mol!. Também designado como congénere do ferro, se
encontra como elemento 8 do quinto periodo. Essa posi¢do na tabela periddica, confere-
lhe caracteristicas singulares que o distingue dos demais metais do seu grupo (SEDDON,
1984; RSC, 2022; MEDIClI et al., 2015).

No estado fundamental sua configuragio eletronica é [Kr]4d’5s! (RSC, 2022).
Porém, os estados II e III sdo mais estaveis e comumente encontrados na maioria dos
compostos a base de ruténio (COTTON et al., 1999). Para o Ru(Il) a configuragdao
eletronica ¢ [Kr]4dS, gerando normalmente mondmeros hexacoordenados diamagnéticos,
apesar de também formar um numero crescente de monomeros pentacoordenados e
dimeros hexacoordenados descritos na literatura. Vale ressaltar que os complexos de
Ru(Il), além de diamagnéticos, sdo razoavelmente labeis e geralmente se estabilizam
quando coordenados com ligantes que exibem um bom carater m-aceptor, como por
exemplo, fosfinas e piridinas (SEDDON, 1984; LAWRENCE et al., 2017). Por sua vez,
o Ru(III) exibe configuragio eletronica [Kr]4d° e gera normalmente mondmeros com seis
sitios de coordenagdo e de baixo spin (paramagnético). No geral, sdo cineticamente mais
inertes e melhor estabilizados por ligantes com um grau nn- € ¢ doador consideravel, como
aminas e haletos, respectivamente (LAWRENCE et al., 2017; SEDDON, 1984; RILAK
etal.,2011).

A diferenga das propriedades cinéticas existentes entre os complexos de Ru(Il) e
Ru(IIl) ¢ bem exemplificada a partir das constantes de velocidade obtidas através de

estudos das reagdes de substitui¢io nos complexos [Ru(H20)s]*" e [Ru(H20)s]*>" a0 qual

9



mede-se a velocidade de troca do solvente, neste caso a dgua, na esfera de coordenacao
do metal central, conforme mostrado no Esquema 1. Neste caso, o complexo de Ru(Il) ¢
quatro ordens de magnitude mais labil do que o complexo de Ru(Ill) (COTTON et al.,
1999). O baixo potencial redox do par Ru(III)/Ru(II) associado a mudanga da labilidade
dos ligantes em fun¢do do estado de oxidagdao permite a modulacdo de complexos de
forma que haja a liberagdo controlada dos ligantes, influenciando diretamente na
farmacodindmica, o que ¢ bastante explorado no desenvolvimento de candidatos a

metalofarmacos.

Esquema 1. Cinética das reagdes de substituicdo dos complexos [Ru(H20)s]*" e

[Ru(H20)6]*" .

[Ru(H20)5(H20)]*" + H20 =y [Ru(H20)5(H20)*" + H20 k=1,8x 102!
[Ru(H20)s(H20)]*" + H;Q =y [Ru(H20)s5(H20)*" + H20  k=3,5x 105!

Fonte: COTTON et al., 1999.

Na natureza, o ruténio € encontrado quase que exclusivamente em minérios de
platina e, devido a sua baixa abundancia na crosta, ¢ considerado um elemento bastante
raro (EMSLEY, 2003). Em sua forma metélica, exibe coloracdo branco prateada e quatro
formas cristalinas distintas, além de resisténcia a oxidagdo pelo ar em condigdes
ambientes normais, sendo, por isso, incluido no grupo dos metais nobres. Vale ressaltar
que sdo conhecidos trinta e quatro radioisotopos e sete is6topos estaveis do ruténio. Por
isso, diante de suas propriedades quimicas, a investigacdo de compostos de coordenagdo
de Ru(Il) tem sido bastante intensa desde os anos de 1970, sendo, portanto, utilizado em
diversas aplicagdes industriais e bioldgicas (LOON, 1977; GREENWOOD,
EARNSHAW,1984; BULLOCK et al., 2014).

1.2.2 Vantagens biologicas do ruténio e seus complexos de coordenacio

Diante das limitacdes relacionadas com os metalofirmacos empregados
atualmente, uma das estratégias da quimica bioinorganica e medicinal é o
desenvolvimento de novos candidatos a partir de diversas espécies metalicas. Quando
comparados com compostos organicos, os complexos metalicos exibem vantagens, tais

como versatilidade estrutural e eletronica, incluindo a possibilidade de explorar e obter
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uma gama de geometrias e estados de oxidagdo. Essas caracteristicas sao fundamentais
para o design de novos metalofdrmacos, de forma que atuem conforme a necessidade
terapéutica podendo, nesse sentido, agir diretamente em processos redox, ciclos
cataliticos, na inibi¢do de enzimas ou simplesmente como espécies carreadoras de
moléculas bioativas (YUFANYT et al., 2020).

No que se refere a aplicagdo bioldgica, o ruténio e seus complexos se tornaram
espécies de grande protagonismo no universo da investigagdo e estudos, visando o
desenvolvimento de agentes terapéuticos e/ou espécies que auxiliam no diagnostico de
diversas patologias. Existem diversos trabalhos descritos na literatura que contemplam as
capacidades farmacologicas desse metal e seus derivados, como por exemplo, no
tratamento de doencas como Alzheimer (MESSORI et al., 2013), tuberculose (PAVAN
et al., 2013), atuando como agentes imunoreguladores (SILVEIRA-LACERDA et al.,
2010), antibacterianos (GORLE et al., 2014; L1 et al., 2015), antiftiingicos (YANG et al.,
2018; ONG et al., 2019), antiparasitarios (DA SILVA et al., 2012; SARNIGUET et al.,
2014), sinalizadores cardiovasculares e neurais (MARCHESI et al., 2012) e também em
terapias fotodinamicas (ALBANI et al., 2014; MARI et al., 2015).

Vale salientar que, devido ao sucesso obtido nos estudos dos mecanismos de acao
in vivo e in vitro em distintos modelos celulares, os complexos a base de ruténio tém sido
extensivamente avaliados como potenciais substituintes de agentes farmacoldgicos
provenientes de outros metais, principalmente dos derivados de Pt(I) (KOSTOVA, 2006;
ANTHONY et al., 2020; CHAN et al., 2017, WEI, RENFREW, 2018; COVERDALE et
al., 2019; KENNY et al., 2019). As vantagens adicionais exibidas por esses compostos
consistem em: velocidade de troca de ligantes comparavel a platina; maior estabilidade
estrutural, uma vez que geralmente formam complexos octaédricos, ao contrario da
geometria quadrado planar dos complexos de Pt(II) (YUFANYI et al., 2020);
acessibilidade e interconversdao dos estados de oxidagao II, III e IV em condi¢des
fisiologicas; e capacidade de mimetizar o ferro em ligagcdes com biomoléculas, tais como
a transferrina. Cada uma dessas propriedades citadas sera discutida no decorrer do texto
(BERGAMO et al., 2012; JAKUPEC et al, 2008; SOBRINHO, 2015).

Como mencionado, uma das caracteristicas fundamentais ¢ a estabilidade que as
espécies Ru(Il) e Ru(Ill) exibem em condicdes fisioldgicas, bem como a acessibilidade
in vivo de pelo menos dois estados de oxidacao, podendo atuar de forma direta ou indireta.
A atuacdo de forma direta estd relacionada a participagdo em processos redox,

interferéncias em reacdes enzimadticas, além de induzir estresse oxidativo. J4 no que se
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refere a forma indireta, essa mudancga de Nox pode afetar a labilidade de determinados
ligantes através de um processo denominado ativacgao redox, o que atribui a essas espécies

caracteristicas de um profarmaco (Figura 3) (GRAF, LIPPARD, 2012).

Figura 3. Esquema da ativacao redox de complexos de ruténio com agao préfarmaco.
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Complexo com agdo prodroga Complexo "ativado" L, ligante biogicamente ativo

Fonte: Adaptado (GRAF, LIPPARD, 2012).

Além da versatilidade quimica e estrutural envolvendo os dois estados de
oxidagao mais estaveis (II e III), a alta reversibilidade na interconversdo entre eles ¢ uma
caracteristica importante. Esse processo ¢ favorecido pelo fato do potencial redox do par
Ru(IT)/Ru(III) exibir um valor baixo, o que também permite que a geometria do centro
metalico seja mantida sem necessidade de energia extra para rearranjos estruturais
(BUCKLEY, MERCER, 1966; GHOSH, CHAKRAVORTY, 1989). O mecanismo de
acdo proposto para complexos de ruténio(Ill), por exemplo, envolve o processo de
interconversao, para que o farmaco atue efetivamente na célula tumoral. Isso ocorre
porque os complexos nesse estado de oxidagdo normalmente sdo inertes, € para serem
ativados, as espécies devem ser reduzidas no interior das células. Neste caso, as condi¢des
ambientes das células tumorais favorecem perfeitamente essa interconversdao. A
justificativa para tal fato ¢ que os baixos valores de pH, provenientes da producao de
acido lactico no processo bioquimico de glicose anaerdbica somado a anodxia (um
agravante da hipdxia, decorrente do consumo irregular dos nutrientes), resultam em um
ambiente potencialmente redutor. A ativacdo do ruténio, neste caso, torna-o capaz de
atuar no sistema biologico, podendo ter esse processo reversivel a partir do momento em
que o composto abandona este ambiente, além de conferir a esses complexos seletividade
e, consequentemente, maior capacidade em distinguir uma célula saudavel de uma célula
tumoral, ao contrario dos compostos a base de platina(Il) (LIMA, 2010; HARTINGER et
al., 2006; BULLOCK et al., 2014; SAVA, 1994).
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De acordo com estudos, a troca de ligantes ¢ outro fator relevante para os
mecanismos bioldgicos, tendo em vista que poucos metalofdrmacos sao capazes de atingir
o alvo biologico sem serem quimicamente modificados. Nesse sentido, uma das
justificativas para que a platina atue como um farmaco antineoplasico esta diretamente
relacionado a parametros cinéticos de substituicao dos ligantes que, neste caso, pode
ocorrer em um periodo de minutos a dias, o que confere a esta espécie alta estabilidade.
Em se tratando da cinética de substituicdo de ligantes nos complexos de ruténio, a ordem
de magnitude da velocidade dessas reagdes ¢ relativamente lenta, ocorrendo em um
intervalo de 10 a 10 s para Ru(II) e Ru(IIl), respectivamente. Essas velocidades sdo
comparaveis as escalas de tempo em que ocorre a reproducao celular, na etapa da mitose
(REEDIJK, 2008; PEREIRA et al., 2019; SITATI et al., 2020). Isso ¢ um aspecto
preponderante no que se refere a estabilidade do composto, j4 que garante que ion
metalico permanega coordenado durante todo o tempo de meia vida da célula, o que
minimiza a possibilidade de geracdo de espécies adversas e que podem causar algum dano
ao sistema bioldgico (SKOCZYNSKA et al., 2017).

Adicionado a boa tolerabilidade in vivo e reduzida toxicidade, como mencionado
acima, o ruténio ¢ um congénere do ferro em termos de interacdes com algumas
moléculas, outro motivo que o torna elegivel para aplicagdo bioldgica (DE GRANDIS,
2016; BULLOCK et al., 2014). A semelhanca quimica entre este metal e o ruténio
consistem na estabilidade dos estados de oxidagdo II e III em meio fisiologico; na
possibilidade de formacao de compostos geralmente octaédricos em ambos estados, além
da alta afinidade por certos tipos de ligantes, como polipiridinas e tiolatos
(GREENWOOD et al., 1984; ABBASPOUR et al., 2014). Essa similaridade também
pode ser confirmada pelos estudos com compostos a base de ruténio que exibiram alta
interagdo com enzimas transportadoras de ferro, como a transferrina (SUN et al., 1999).

Vale destacar que a transferrina ¢ uma molécula modelo bastante empregada na
modulacdo de atividade bioldgica e a maior afinidade com essa biomolécula esta
intimamente associada a resultados mais promissores nesse quesito. Isso porque, além de
favorecer a entrada dos compostos nas células, a interagdo com a transferrina minimiza a
toxicidade intrinseca dessas espécies metalicas por meio da reducdo da biodisponibilidade
para reagdes fora do alvo de interesse (LI, QIAN, 2002; BENJAMIN-RIVERA et al.,
2020), sendo, portanto, um dos atrativos na escolha dos complexos de ruténio no
desenvolvimento de candidatos a metalofarmacos, principalmente no desenvolvimento

de agentes antitumorais (GUO et al., 2013).
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A relacdo direta entre a atividade antitumoral ¢ a transferrina envolve a
necessidade excessiva de ferro que as células tumorais possuem, o que faz expressarem
na superficie da membrana celular um alto numero de receptores desta. Isto ¢ resultante
do aumento do fluxo sanguineo, favorecido pela angiogénese, para promover maior
captagdo de nutrientes, j4 que as células ndo saudaveis necessitam de requerimento
nutricional elevado (KEPPLER et al., 1990; ALESSIO et al., 2001). Sendo assim, uma
vez em circulagdo, o complexo de ruténio pode ser carreado até os tecidos e sequestrado
pelas células tumorais. Além disso, as condi¢des como baixos teor de oxigénio e pH que
estao presentes nos tecidos tumorais, propiciam a redugao do ruténio(Ill), o que constitui
uma explicacdo para a baixa toxidade sist€émica que os complexos desse metal exibem, ja
que devido a acessibilidade do potencial de redu¢do do complexo transferrina-Ru em
condi¢des fisiologicas, ha o favorecimento da liberacdo dos complexos de ruténio dos
sitios da apoproteina (BULLOCK et al., 2014; SAVA, 1994; KOSTOVA, 2006;
KEPPLER et al., 1990; ALESSIO ef al., 2001).0 mecanismo proposto que demonstra a
similaridade de interagdo com a transferrina bem como a atividade anticarcinogénica

promovida pela interconversao das espécies Ru(III)/Ru(Il) esta exibido na Figura 4.

Figura 4. Mecanismo de agdo proposto dos complexos de Ru(Ill) NAMI-A ¢ KP1019

em células tumorais a partir da interagdo com a transferrina.
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Fonte: Adaptado (JAKUPEC, M. A., 2008).
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Da gama de complexos de ruténio explorados, muitos demonstraram propriedades
citotoxicas melhores que a cisplatina e atualmente, trés desses compostos de ruténio(I1I)
estdo sendo utilizados em testes clinicos. Sdo estes: (NAMI-A): trans-
tetracloro(dimetilsulfoxido)(imidazol)rutenato(III) com atividade contra carcinoma de
Lewis de pulmao, melanoma B16 e carcinoma mamario MCa, além de efeito
antimetastatico ndo apresentado pela cisplatina (KEPPLER ef a/., 1990; HARTINGER et
al., 2006); KP1019: trans-tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(IIl), com bons resultados
contra carcinoma 256 de Walker, melanoma B16, sarcoma 180 e cancer de colorretal
(KOSTOVA, 2006; TRONDL et al., 2014); NKP-1339 ou IT-139: trans-
tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(Ill) de sédio (sal de s6dio do KP1019); além de
RDCI11 (MOHAN, 2018; HAGHDOOST et al., 2017). Apesar da similaridade estrutural,
como exibido na Figura 5, em se tratando dos compostos NAMI-A, KP1019 e seu

respectivo sal de sodio NKP1339, verificou-se que ha desempenho terapéutico distinto

entre eles (SCOLARO et al., 2008).

Figura 5. Estrutura dos complexos de ruténio(III) NAMI-A (1), KP1019/NKP-1339 (2)

e RDC11 (3) com atividade antitumoral reconhecida.
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O NAMI-A, por exemplo, apresenta atividade citotdxica contra células tumorais,
porém, apenas para tumores secundarios. J4 o KP1019 ¢ um agente citotoxico e
antimetastastico frente a tumores primdrios e, especificamente, tumores colorretais
(DOLEGA, et al., 2017). Em se tratando do NAMI-A, essas observagdes foram feitas a
partir dos resultados de testes clinicos da fase I contra cancer de pulmao, no qual o
complexo exibiu resultados promissores, porém, na Fase Il em que foi empregado em
terapia combinada com o agente antineoplasico gemcitabina (LEIJEN et al., 2015),
verificou-se que a eficacia do tratamento ndo era satisfatoria, além dos efeitos adversos
serem agressivos, o que corroborou para finalizar os ensaios clinicos envolvendo este
composto. Com relagdo ao complexo KP1019, devido a aspectos de solubilidade, os
ensaios de Fase I ndo puderam ser concluidos (HARTINGER et al., 2006) e, desta forma,
os estudos foram retomados com uma versao mais solivel, o NKP1339, obtido a partir
da troca do contra-ion indazol pelo s6dio. Os ensaios com o sal NKP1339 indicaram a
minimizagdo dos efeitos adversos e uma atividade antitumoral moderada e, até onde se
tem conhecimento, permanece em fase de testes clinicos (TRONDL et al., 2014; BURRIS
etal., 2016).

A partir de estudos de estrutura-atividade, foi relatado que a atividade biologica
do complexo NAMI-A pode estar relacionada a liberagdo progressiva de um ou mais
ligante clorido. J4& o mecanismo de agdo proposto envolve as reagdes redox de
interconversao de Ru(Ill) a Ru(Il), além de provocar a clivagem da fita de DNA. Para o
complexo KP1019, ainda nao ha elucidagao total do mecanismo de acdo, no entanto, os
estudos demostraram que esse complexo liga-se a proteinas no sangue, tais como
albumina e transferrina, responsaveis pelo transporte do farmaco até o alvo biologico

(KOSTOVA, 2006).

1.2.3 Organometalicos de ruténio(I) com énfase em arenos: propriedades quimicas

e atividade antitumoral

Até o inicio do século XXI, apenas complexos de Ru(Ill) eram amplamente
explorados no desenvolvimento de candidatos a agentes antitumorais. A mudanga de
cendrio se deu a partir dos primeiros estudos envolvendo complexos organometalicos e
polipiridinicos de Ru(Il) com efeitos anticarcinogénicos promissores (VELDERS et al.,
2000; MORRIS et al., 2001; AIRD et al., 2002; HOTZE et al., 2003). Adicionalmente,

evidenciaram baixa toxicidade, mecanismos de agdo alternativos e um espectro variavel
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de atividade frente a diversas linhagens celulares (AIRD et al., 2002; YAN et al., 2005).
Por isso, o atual interesse no desenvolvimento de compostos organometalicos de Ru(Il)
com aplica¢des no tratamento antitumoral resultou na identificagcdo de novas classes de
compostos de coordenagdo com geometrias € mecanismos de agdo distintos em relagdo a
cisplatina (LIU et al., 2018; PAITANDI et al., 2017).

Nessa perspectiva, os arenos de ruténio tém sido um dos principais candidatos a
farmacos, considerando que relatos da literatura descrevem esses compostos como
espécies com distintas atividades bioldgicas atuando frente a linhagens antitumorais
(CHAN et al., 2017); patdégenos como bactérias (DEVAGI et al., 2018), virus e parasitas
(DE SOUZA et al.,2015); dentre outros (KONG et al., 2018; ZHANG, SADLER, 2017).
A Figura 6 descreve a importancia bioldgica de todos os componentes do precursor areno
de ruténio(Il) o qual foi utilizando neste trabalho, sendo o grupo aromético, neste caso, o
p-cimeno (espécie derivada do a-felandreno, metabolito bastante explorado na area de

produtos naturais) (SIQUEIRA, 2010).

Figura 6. Relagio estrutura-atividade do areno [RuCl(n®p-cimeno)(L1)(L2)].
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Fonte: Adaptado (MOHAN et al., 2018; MARTINEZ-ALONSO et al., 2014).

Esses compostos exibem uma geometria pseudo-octaédrica, habitualmente
referida como “piano-stool”. Comparados com os seus precessores de ruténio(Ill) e
baseado nos estudos de relagao estrutura-atividade, € possivel predizer que os complexos

desse tipo possuem atividade biologica associada a uma agao sinergética entre todos os
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seus componentes estruturais (HABTEMARIAM et al., 2006; MURRAY et al., 2016).
Desta forma, as presencas do centro metalico, dos ligantes areno, haleto e novas espécies
que podem ser inseridas nos outros sitios de coordenagdo, sdo simultaneamente
necessarias para a modulagdo das propriedades bioldgicas observadas. O grupo p-cimeno,
por exemplo, confere ao ruténio uma estabilidade adicional no estado de oxidagdo 2+,
devido as ligagdes m existentes, promovendo a inércia necessdria em reacdes de
substitui¢do desse grupo e prevenindo a oxidagdo a ruténio(IIl). Além disso, o carater
hidrofobico do ligante areno associado ao carater hidrofilico do centro metalico resultam
em propriedades anfifilicas que influenciam diretamente na interacdo com biomoléculas,
uma vez que a hidrofobicidade favorece o transporte da espécie ativa até a molécula-alvo
no meio celular (KUMAR et al.,2018; NIKOLIC et al.,2015; PASTUSZKO et al., 201 0).

Vale salientar que a reatividade dessas espécies provém principalmente da
labilidade do ligante clorido. Esse efeito ¢ causado pela caracteristica c-doadora e =-
receptora da ligagdo Ru-p-cimeno, em que ocorre a doagdo de elétrons do grupo p-cimeno
para o acido de Lewis (ruténio), o qual usa seus orbitais 4d. A subsequente retrodoacao
de elétrons ocorre do ruténio, cujos orbitas estdo preenchidos (4d®), para o p-cimeno (que
usa os orbitais * vazios) (PAZINATO, 2014; PAL et al., 2018). Além disso, a formula
geral dos arenos de ruténio(Il) oferece uma gama de oportunidades de funcionalizagdo
dos dois sitios de coordenacdo disponiveis ¢ a possibilidade de derivatizar o
hidrocarboneto aromatico, tendo assim, impacto direto na bioatividade e reatividade dos
farmacos (DYSON, 2007).

Cinco compostos de destaque pertencentes a esse grupo t€ém sido explorados
devido a sua significante agdo antimetastatica. O primeiro deles, o RAPTA-C
([RuCla(n’-p-cimeno)(pta)]), sendo pta=1,3,5-triaza-7-fosfaticiclodecano), demonstrado
na Figura 7, exibiu atuagdo efetiva na redu¢do do niimero e tamanho de metéstases
pulmonares associado a uma boa tolerabilidade sistémica, tendo também mais avango em
ensaios pré-clinicos in vivo (KUMAR et al., 2018; FERREIRA, 2014). Outra vantagem
acerca desse metalofamaco ¢ que comparado com agentes aprovados, tais como a
cisplatina e oxaliplatina, e que estiveram sob investigacdo clinica, como o NAMI-A e
KP1019, o RAPTA-C apresentou auséncia de efeitos adversos severos e resultados
antitumorais superiores, especialmente quando combinados com outros compostos

(RAUSCH et al., 2019).
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Figura 7. Estrutura do complexo RAPTA-C.
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O complexo [RuCl(n®-p-cimeno)(bis(3,5-dimetilpirazol-1-il)metano)]Cl, mais
conhecido como UNICAM-1, mostrou reducdo dos efeitos adversos quando comparados
com os farmacos NAMI-A e cisplatina, além de excelentes resultados antineoplasicos
contra cancer de mama (MONTANI et al., 2016). Tal qual os complexos citados, o
RM175 e RAED-C, apresentaram citotoxicidade similar a cisplatina e carboplatina, além
atividade frente a linhagens de células tumorais resistentes a estes agentes antineoplasicos
(AIRD et al., 2002; YAN et al., 2005) e, por esse motivo, tem avangado nos ensaios pré-
clinicos (THOTA et al., 2018). O RAPTA-T apresenta atividade antimetastatica, porém,
seu mecanismo de acdo ndo esté relacionado as interagdes com DNA, e sim com proteinas
superficiais ¢ da matriz extracelular, se assemelhando ao mecanismo do NAMI-A
(MONTANI ef al., 2016). As estruturas dos compostos citados estdo expostas na Figura
8.

Figura 8. Organometalicos de ruténio(Il) que exibiram resultados satisfatorios de

citotoxicidade em diversas linhagens de cancer.
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Como mencionado, esses compostos sdao conhecidos pelo seu potencial

antitumoral, e uma das justificativas ¢ o mecanismo de ag¢do proposto similar ao
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mecanismo de a¢do da cisplatina, exibido na Figura 2. Neste caso, o mecanismo envolve
diretamente a hidrolise da ligacdo Ru-Cl, originando espécies ativas com capacidade de
interagir com a molécula-alvo. O processo de substitui¢ao desse ligante 1abil (aquagao) é
melhor favorecido dentro do meio celular, o que permite a coordenagao direta a alvos
especificos e pode ser modulada a depender da natureza dos ligantes inseridos nas
posicdes L; e L, como demonstrado na Figura 9 (PAL et al., 2018; NAZAROV et al.,
2014).

Figura 9. Mecanismo de hidrolise do complexo de ruténio RAPTA-C no meio

intracelular.
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Fonte: Adaptado (SCOLARO et al.,2008).

Apesar da similaridade mecanistica, tendo em vista a reacdo de hidrdlise que
ocorre nos complexos de Pt(II) e Ru(Il) citados, o0 modo de atuagdo dos compostos
RAPTA aparenta ser independente do DNA. Alguns estudos com oligonucleotideos
demonstraram que ndo existe uma correlagdo direta entre a ligacdo aos oligonucledtideos
e a citotoxicidade apresentada por estes compostos. Ao contrario da maioria dos
complexos a base de platina(Il), a sua atividade antitumoral parece estar, entdo,
relacionada com a interacdo que estabelecem com duas proteinas, tioredoxina redutase,
que desempenha um papel importante no estado de oxidagao celular, enquanto a catepsina
B ¢ responsavel pela degradagdo dos componentes da matriz extracelular, com efeito na
migracao e invasao de muitos tumores humano. Estudos pré-clinicos revelaram que os
compostos RAPTA sdo potentes inibidores da catepsina B enquanto a inibi¢do da
tioredoxina redutase parece ser modesta e pouco relevante na sua atividade (CASINI et
al., 2008).

Nesse contexto, os complexos de ruténio sdo capazes de oferecer uma alternativa
vantajosa sobre os agentes antineoplésicos de platina, j& que apresentam mecanismos de
acdo e alvos distintos. Além do DNA e enzimas associadas com sua replicagdo e

reparagio (KURZWERNHART et al., 2012; SIMOVIC et al., 2019), os complexos de
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ruténio possivelmente interagem com enzimas associadas a biossintese de hormonios,
processos inflamatdrios e metabolismo celular, muitas das quais sdo superexpressadas em
células tumorais (CASINI et al., 2008; KLJUN et al., 2016; MANDAL et al., 2018).
Além disso, alguns estudos também predizem que os complexos de ruténio interferem no
funcionamento de organelas, como a mitocondria e o reticulo endoplasmatico (WANG et
al., 2014; WAN et al., 2017). Abaixo esta exibida uma tabela com diversos arenos de

ruténio bem como os alvos especificados aos quais interagem.

Tabela 2. Arenos de ruténio(Il) selecionados e seus respectivos alvos biologicos.

Estrutura quimica Alvo biologico Referéncia

[Rux(ThioBz)3(n®-p-cimeno)]*

~ )
h /Ru,,,,% . .
S/ g <:> < mitocondria QIAN et al. (2013)

Rit

a9

[Ru(n®-p-cimeno)(dppz)CI1]*

DNA por via ndo GANESHPANDIAN et al.
covalente (2017)

enzima KURZWERNHART et al.
topoisomerase 11 (2012)
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Fonte: Dados de revisao bibliografica.

1.3 A importancia dos ligantes na modelagem de fairmacos para o desenvolvimento

de novos agentes bioativos

A quimica medicinal ¢ uma area que envolve aspectos relacionados as ciéncias

naturais, cujo objetivo principal € o estudo, identificagdo, planejamento e preparacao de

compostos biologicamente ativos. O desenvolvimento e estudo desses prototipos nos

permite a interpretacdo de diversas vias bioquimicas fisioldgicas, mecanismos de acao a

nivel molecular, bem como avaliar a relagdo existente entre a estrutura quimica das

espécies exploradas e sua possivel atividade farmacologica, tendo em vista os seus

respectivos alvos bioldgicos (LIMA, 2007; DA SILVA, 2013; BARREIRO, BOLZANI,
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2009). Isso porque uma das principais estratégias para a obtencdo do protdtipo €,
primeiramente, identificar o alvo terapéutico, podendo este ser uma enzima, um receptor,
proteina, componentes constituintes da parede celular ou at¢ mesmo o DNA. Apds essa
identificacdo, desenham-se espécies com estruturas que apresentem afinidade quimica
com esses sitios bioldgicos, de forma tal que a energia de interagdo seja maxima
(SANT’ANNA, 2002).

Nesse sentido, a racionalizacdo baseia-se na utiliza¢ao de estruturas privilegiadas
e com propriedades terapéuticas notaveis que favorecam a farmacodinamica e a
farmacocinética, sendo, portanto, um fator fundamental no que se refere ao planejamento
e sintese de farmacos. Para isso, varias técnicas sdo empregadas e dentre elas t€ém-se a
modificacdo estrutural, que consiste da adicdo de novas espécies ou fragmentos
(bioisosteros) que ja possuam potencial biologico, sendo esta modificagdo classica no
substrato natural e/ou sintético (BARREIRO E FRAGA, 2001; BARREIRO 2002).
Porém, ha casos em que as espécies, a principio, ndo sejam biologicamente ativas, mas
que, em sinergia com outras moléculas, como por exemplo, um metalofarmaco, sejam
capazes de auxiliar no aumento do potencial citotoxico (DA SILVA, 2013).

Através disso, a descoberta de novos agentes bioativos sdo frutos de inovagao
tecnologica e um desafio para a comunidade cientifica, que esta sempre em busca de
novas entidades quimicas com interesse farmacoldgico que sejam mais eficazes e
superem as dificuldades enfrentadas pelas outras ja existentes no que se refere a
toxicidade, efeitos adversos, resisténcia ao tratamento, dentre outros. Por isso, os ligantes
sao de extrema importancia no que se refere a racionalizacao de novos farmacos, uma vez
que essas espécies podem ser capazes de influenciar diretamente na atividade biologica,
mudando a reatividade quimica dos complexos aos quais sdo inseridos a esfera de
coordenac¢do, bem como tornando-os mais seletivos e eficazes com o reconhecimento de
alvos especificos. Tais aspectos serdo discutidos no proximo topico, onde serdo
apresentadas caracteristicas dos ligantes empregados neste trabalho: as B-dicetonas e a

piridina.

1.3.1 Ligantes B-dicetonas e sua importiancia farmacolégica

Baseado nesses aspectos, B-dicetonas ou 1,3-dicetonas sdo ligantes que exibem
caracteristicas associadas a diversas atividades farmacologicas (DEEPTHI,

VENUGOPALAN, 2016; COUTO ALMEIDA et al., 2015; LIU et al., 2012). Em
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laboratorio podem ser obtidas a partir da reacdo de condensagdo de Claisen, cujos
reagentes geralmente sdo metil cetona e éster etilico apropriados, visando oferecer uma
ampla variedade de combinagdes possiveis, com diferentes estruturas que podem ser
moduléveis para as aplicagdes desejadas (KLJUN, J.; TUREL, 2017). Além disso, o
potencial bioldgico dessas espécies ¢ justificado pela existéncia de propriedades quimicas
e estruturais de um dos seus derivados, a curcumina (Figura 10).

A curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona) ¢ uma
B-dicetona substituida, na qual os grupos terminais R e R’ sdo anéis aromaticos
disubstituidos nas posi¢des meta e para pelos grupos —OCH3z e —OH, respectivamente
(ALBALAWTI et al., 2021). Este produto natural ¢ obtido através da circuma (rizoma
seco de Curcuma longa Linnaeus) ¢ foi isolado por Vogel em 1815, com posterior
elucidacdo estrutural feita por Milobedzka e Lampe em 1910 (GOMES et al., 2002;
SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

Figura 10. Estrutura quimica da curcumina.
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Fonte: Elaborado pela autora (Adaptado de KJLUN, TUREL, 2017).

Na prética ayurvédica (sistema medicinal caracteristico da India Antiga), assim
como na medicina popular, a curcumina € bastante utilizada devido as suas caracteristicas
antioxidades, anti-inflamatorias, digestivas, antimicrobianas, antitumorais, atuando
também como antialérgico, carminativo, imunizante, cicatrizante, estimulante, ou ainda
pelo seu desempenho em doengas respiratérias (asmas, bronquites e alergias) dentre
outros transtornos, como anorexia e doengas hepaticas. Relatos na literatura confirmam
que este bioproduto exibe, por exemplo, um amplo espectro de a¢do antiparasitaria
considerando que alguns derivados da curcumina foram ativos frente a Leishmania
amazonenis e promastigotas da Leishmania major, além de atividade frente a espécies

tripanossoma (T. brucei e T. evansi) (ALBALAWI et al., 2021; GOMES et al., 2002a;
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GOMES et al., 2002b; CHANGTAM et al., 2010; SUETH-SANTIAGO et al., 2015;
ARAUIJO et al., 1999).

Estudos também revelaram que a curcumina ¢ um potente inibidor de enzimas
lipoxigenase/ciclooxigenase, que participam do metabolismo do 4cido araquidonico;
além de promover um efeito antioxidante, funcionando como eliminadora de radicais
livres tais como as espécies reativas do oxigénio (ERO) (por exemplo, xantina
desidrogenase/oxidase) e espécies reativas do nitrogénio (ERN) como 6xido nitrico
sintase induzida (KOIDE et al., 2002). Recentemente, oncologistas consideraram essa
substancia como um potencial agente quimiopreventivo de cancer de terceira geragao,
haja vista a mesma ja havia exibido atividade anticancerigena em animais, inibindo ndo
apenas a proliferacdo e consequente apoptose de timocitos de ratos, mas também células
Jurkat humanas (GOMES et al., 2002a; SIKORA et al.,1997).

Além disso, segundo ensaios de fase 1, a curcumina e seus derivados exibiram a
baixa toxicidade em humanos, mesmo administrado em doses altas (8 g/dia),
evidenciando seus efeitos quimioterapicos (FIGUEROA-DEPAZ et al., 2022). Vale
salientar que a mesma exibe a capacidade de interagir com o DNA e RNA. A justificativa
para tais atuagdes frente a diversos alvos e mecanismos bioldgicos ¢ dada pela presenca
da subunidade 1,3-dicetona bem como a existéncia de tautomerismo em sua estrutura e
que também estdo presentes nos ligantes B-dicetonas (LIU et al., 2012; ZSILA et al.,
2004; NAFISI et al.,2009).

O equilibrio tautomérico ocorre entre duas formas: ceto e enol (ARTIGAS et al.,
2017), tendendo a formag¢do do enol na maioria dos casos, ja que ¢ a forma mais estavel,
devido nao somente a planaridade que favorece a sobreposicdo dos orbitais © e,
consequentemente, uma melhor conjugacao eletronica, mas também devido a presenca
de uma ligacdo de hidrogénio intramolecular que ¢ uma das intera¢des nao covalentes
mais importantes em sistemas biologicos e quimicos (LOWERY et al., 1971; BROWN
etal.,1979; HIBBERT, EMSLEY, 1990; DARUGAR et al. 2017). Nesse sentido, a forma
1,3-dicetonica exibe trés conformeros estruturais, como mostra a Figura 11, sendo o
conférmero termodinamicamente mais estavel definido como estrutura C.

A estabilidade esta relacionada a orientacdo em diregdes opostas das carbonilas
quando comparada com a estrutura A, por exemplo, ja que essa condigdo promove maior
afastamento entre os orbitais ndo-ligantes dos 4&tomos de oxigénio (SUETH-SANTIAGO
etal.,2015; KOLEV et al., 2005). A ressonancia existente entre os orbitais do carbeno e

os orbitais das carbonilas também influencia no tautomerismo estrutural. Para ocorréncia
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deste efeito ha a transferéncia de um préton do carbeno para a formacgdo das ligacdes
nC=C e nC=0 que, neste caso, ¢ favorecida pelo plano de simetria e a conformagdo
adequada da molécula (por¢ao da carbonila possui ortogonalidade frente a ligacdo cC-H,
permitindo assim a deslocalizagdo eletronica da ligacdo 6C-H para os orbitais vazios da

carbonila (t*C=0) (COSTA et al., 2003).

Figura 11. Confoérmeros da subunidade 1-3 dicetona formagdo do anion dicetonato e

equilibrio ceto-enolico.
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Fonte: Adaptado de (MEHROTRA et al.,1978).
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A estabilidade adicional de ligantes contendo a subunidade mencionada ¢
proveniente da formacdo de um anel quelato, o qual em sua forma endlica resulta da
interacdo do hidrogénio alfa com as carbonilas, mas em sua forma ceto-anidnica €
decorrente da coordenacdo a uma espécie metalica (VAKILI et al., 2012; BERENIJI et
al., 2013). Além disso, a estrutura quimica dessas espécies ¢ composta pelo grupo
metileno —CH> presente na posi¢ao central da cadeia, separando as duas carbonilas e que,
em alguns casos, para favorecer a complexacdo as espécies metalicas necessita ser

desprotonado, formando um carbanion, como mostra a Figura 12.

26



Figura 12. Estrutura geral do ligante B-dicetona livre

COMPLEXACAQO AQ
METAL
| LIPOFILICIDADE

Fonte: Adaptado de (SERSEN ez al., 2015; VOKACOVA et al., 2018)
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Considerando a posicdo do grupo metileno e o efeito indutivo das espécies
adjacentes (as carbonilas), os hidrogénios metilénicos exibem a acidez desejada para tal
desprotonagdo. Vale ressaltar que a presenca das carbonilas também ¢ relevante, ja que
sd0 os sitios de coordenagdo via atomos de oxigénio, 0s quais possuem caracteristicas
doadoras de elétrons, o que, nesse sentido, corrobora para a complexagdo destes ligantes
aos centros metalicos. Geralmente a coordenagdo ocorre por via bidentada, estando
preferencialmente na forma ceto e desprotonado (WANG et al., 2016; SINGH, JOSHI,
2013; MEHROTRA et al., 1978).

A presenca do grupo —CF3 também desempenha um papel fundamental no design
de farmacos, tendo em vista a capacidade de interagir com diferentes receptores, a
promocao de interacdes de hidrogénio, além de influenciar no aumento da lipofilicidade,
parametro importante no que se refere a captacao celular e citotoxicidade (ISMAIL,
2002). Relatos na literatura constataram a necessidade da presenca desse grupo na
estrutura quimica a partir de estudos utilizando técnicas de modelagem molecular como
o bioisosterismo. -dicetonas contendo esses fragmentos foram comparadas com espécies
analogas a partir da substitui¢dao do fltior por hidrogénio, sendo observado, portanto, que
os compostos contendo o grupo CF3 exibiram melhor desempenho bioldgico do que o seu
analogo metila (CH3), predizendo, portanto suas propriedades farmacoféricas (SERSEN
etal., 2015).

Com base nesses aspectos, os ligantes P-dicetonas e os P-dicetonatos, seus
derivados anionicos, sdao moléculas organicas que exibem propriedades quimicas que
podem estar associadas a diversas atividades bioldgicas (DEEPTHI, VENUGOPALAN
2016; COUTO ALMEIDA et al. 2015; JOVANOVIC et al.,2001; NAKANO et al., 2004;
SUN et al., 2002) além de, segundo estudos publicados, interagir satisfatoriamente com
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alguns nucleosideos componentes do DNA, a exemplo, adenosina e guanosina
(PETTINARI et al., 2017), atuando efetivamente também como agentes
anticarcinogénicos, bloqueadores e antiestrogénicos (SINGH, JOSHI, 2013).

Um dos mais maiores destaques dessa classe de B-dicetonatos biologicamente
ativos € o 2-tenoiltrifluoroacetonato (tta), um inibidor classico do fluxo eletronico das
mitocondrias, organela que desempenha diversas fungdes essenciais nos mecanismos
bioldgicos, principalmente em mecanismos relacionados a atividade antitumoral (MA et
al.,2019; NAGANO et al.,2021; ZHANG, FARISS, 2002). Na literatura foi demonstrada
a alta capacidade citotoxica em células do tipo K562 e atividade inibitoria do patdgeno
Mycobacterium tuberculosis (agente responsavel pela doenca tuberculose) de complexos
de Pt(II), PA(II) e Cu(Il) contendo o ligante tta em sua esfera de coordenacao (Tabela 3),
sendo que, apenas na inibi¢do da célula tumoral o ligante em sua forma livre apresentou
atividade moderada e apos a complexacgdo aos metais de transi¢do citados foi observado
um aumento da citotoxicidade. Por outro lado, nos estudos de inibi¢do bacteriana o efeito
foi oposto (COUTO ALMEIDA et al., 2014; COUTO ALMEIDA et al., 2015).

Os trabalhos de Lopes ef al. (2013) descreveram o potencial bioldgico tanto do
ligante tta como de seu respectivo complexo de cobre [Cu(tta)(bipy)(ClO4)], cujos
resultados demonstraram que ambos foram capazes de inibir o crescimento de células
K562, com valores de ICso de 51,5+ 2,1 umol L' € 28,2 + 1,3 pmol L'}, respectivamente.
Além disso, para comparacdo foram utilizados resultados bioldgicos para a carboplatina,
comprovando que, tanto o ligante livre quanto o complexo foram mais ativos que o
farmaco de referéncia (ICso = 60 pmol L). Outra observagio acerca deste trabalho
consiste no aumento da atividade bioldgica apos a coordenagdo ao Cu(Il), haja vista, a
atividade do complexo foi duas vezes maior que o ligante livre e o padrao farmacologico
(LOPES et al., 2013).

Complexos de cobre(Il) contendo tta e seu derivado oligotiofeno também foram
descritos na literatura, os quais exibiram atividade antimicrobiana contra os patdogenos
bacterianos humanos Escherichia coli ATCC 25922 (Gram negativa), e Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (Gram positiva), bem como contra o fungo fitopatégeno Fusarium
verticilliodes CGJM 3823, sendo que, nem para esta espécie nem para qualquer fungo
filamentoso haviam relatos de atividade inibitéria promissora. Estes estudos indicaram
que as combinacdes de cobre(Il) com os ligantes B-dicetonas favoreceram a inibigao
microbiana, sendo o [Cu'l((CF3)COCHCO(CsH2S)(CsH3S))2], o complexo mais
promissor (Tabela 3) (MATEYISE et al, 2021). Além disso, estudos de
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estrutura/atividade demonstraram que as propriedades bioldgicas deste ligante sdo
justificadas pela existéncia do anel tiofeno. Assim, varios derivados contendo este
fragmento apresentaram resposta biologica, sendo potencial anticarcinogénico
(ARCHNA et al., 2020; SINGH et al., 2020), anti-inflamatoério (NAYAK et al., 2020),
antidepressivo (MATHEW et al., 2014), analgésico (ASHOUR et al., 2013)
antimicrobiano (MISHRA et al., 2018) e anticonvulsivante (AHMAD et al., 2019).
Outro ligante desta classe bastante empregado ¢ o acetilacetonato (acac), sendo
intermediario chave para a sintese de diversos heterociclicos com propriedades
farmacoforicas, a exemplo, tiazdis, piperazinas, tirazol, etc (KJLUN, TUREL, 2017,
RYAN et al., 2021; HERAVI, ZADSIRJAN, 2020) além de influenciar em determinadas
atividades biologicas. Complexos contendo este ligante e seus derivados foram descritos
na literatura como potenciais agentes antimemastaticos e antibacterianos. Em se tratando
de atividade antimetastatica, os complexos de Pt(II) apresentaram citotoxicidade frente
as células de linhagem HeLa (linhagem de cancer cervical) e U2SO (osteossarcoma
humano), apesar de ndo promoverem a apoptose celular (WILSON, LIPPARD, 2012).
Recentemente, uma classe de compostos de cobre (II), as casiopeinas t€ém se
destacando diante dos resultados bioldgicos promissores, tais como baixa toxicidade em
células normais e significativo efeito antineoplasico in vitro € in vivo. As féormulas gerais
dos complexos que compdem esse grupo sao: [Cu(N-N)(O-O)]NOs (Figura 13) e [Cu(N-
N)(N-O)]NO;3, onde N-N ¢ 2,2’-bipiridinas ou 1,10-fenantrolinas contendo ou ndo outros
substituintes (ligantes primdrios); O-O refere-se ao ligante acetilacetonato, mencionado
anteriormente, ou salicilaldeidos; e N-O podendo ser aminoacidos ou peptidas (ligantes
secundarios), sendo que, dentre as citadas uma molécula ja esta sendo testada em ensaios
clinicos de fase 1, no México (CARVALLO-CHAIGNEAU et al., 2007, TREJO-SOLIS
et al., 2005). Adicionalmente, os estudos realizados com esse grupo de compostos
também demonstraram a capacidade dessas espécies em induzir apoptose em células
mortas através de vdrias vias, a citar, mecanismos envolvendo processo redox catalitico
com agentes redutores endogenos; interagdo do DNA promovendo a genotoxicidade;
disfuncdo mitocondrial; e superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

(SOLANS et al. 1987; SOLANS et al., 1988; FIGUEROA-DEPAZ et al., 2022).
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Figura 13. Estrutura quimica da casiopeina Ill-ia, contendo o ligante acac (circulo azul
flcsia)

Fonte: Autora.

Ja em relacdo a atividade antibacteriana, complexos organometalicos de Rh(III) e
Ir(IlT) exibiram bom desempenho frente a Mycobacterium smegmatis (membro ndo
patogénico e de rdpido crescimento), porém, alguns derivados ndo apresentaram a
estabilidade desejada em meios bioldgicos, comprometendo, assim, seu potencial
terapéutico. Vale ressaltar que o tipo de metal influenciou diretamente na atividade, uma
vez que complexos de rodio exibiram valores de MIC (concentragdo minima inibitoria)
mais promissores que os complexos de iridio (DUCHANE et al., 2018). As estruturas

quimicas, assim como os valores de ICso dos complexos mencionados estdo exibidos na

Tabela 3.

Tabela 3. Atividade bioldgica de alguns complexos selecionados de Pd(II), Rh(III),
Ir(1IT), Pt(II), Cu(II) e Ni(II) contendo ligantes B-dicetonas em suas respectivas esferas de

coordenagao.
Atividade Citotoxicidade
Metal Estrutura quimica Referéncia
biolégica (umol L)
MIC
. . (Mycobacterium
-Antibacteriana
tuberculosis)
Paladio(II) (COUTO ALMEIDA et al., 2014)
24,32
-Antitumoral
ICs0ks62)
143+1,2
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MIC

(Mycobacterium
Roédio(I1T) o /Iih,,, -Antimicrobiana smegmatis) DUCHANE et al. (2018)
“c1
\<//<> 2,30
MIC
L. L. . (Mycobacterium
Iridio(IIT) I, -Antimicrobiana DUCHANE et al. (2018)
o) ‘ %1 smegmatis)
72
— 14,49
H;C CF,
X
] W ) ICs0 (HeLa)
Platina(II) 6 O -Antitumoral WILSON,LIPPARD (2012)
2,9+0,7
Pt
H,N NH, (80405
~ 7 ICs0 (HeLa)
CF,
AN 3,0+1,0
0\\ /0 -Antitumoral ICs0 (u20s) WILSON,LIPPARD (2012)
Pt (NO) 1,6 £0,5
H;3N NH; |
MIC (S. aureus
ATCC 25923)
100
-Antifingica MIC (£, coti ATCC
Cobre(Il) 25922) MATEYISE et al. (2021)
-Antimicrobiana 150

MIC (¥. vericittiodes

CGJM 3823)

250
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/ \ MIC (S. aureus

0! \S/ ) .
I -Antibacteriana ATCC 25923)
o
o 64 KHAMIDULLINA ef al. (2021)
N '
\ S “\O Y -Antitumoral ICsoHeLa)
3 86,6 £12,1

F;C CF;
9 7
N—g \
/ \ Nao
o / .
i - Antitumoral ICsoMcCF-7)
SIS SOUSA et al. (2020)
L 2233 £325

Niquel(IT)

) ICsovicr-7)
- Antitumoral SOUSA et al. (2020)
29,94 + 1,97

Fonte: Dados de revisdo bibliografica.

Existem outros ligantes representantes da classe das P-dicetonas que também
foram explorados biologicamente a partir da formacao de novos complexos. O X-beta,
sendo bta = 4,4 4-trifluoro-1-fenil-1,3-butanediona, (X = H podendo ser substituido por
halogénios como fluor, cloro e bromo ou outros grupos organicos), ¢ um exemplo
representativo de P-dicetona assimétrica que pode ser modificada estruturalmente na
posicdo para do anel aromdtico com o intuito de avaliar a seletividade para alvos
biologicos, a lipofilicidade e, consequentemente, atividade citotoxica (DARUGAR et al.,
2017). Além desses, o ligante 2-acetilciclopentanona complexado aos metais Ni(Il) e
Cu(II) foi desenvolvido e os estudos realizados demonstraram que os complexos a base
deste interagiram com DNA, além de apresentarem citotoxicidade frente a linhas
celulares de ascites de linfoma de Dalton in vitro e in vivo (DEEPTHI, VENUGOPALAN,
2016).

Trabalhos de Khamidullina et al. (2021) descrevem complexos de cobre(Il)
contendo ligantes derivado do bta, contendo o grupo -OCHj3 (metoxi) na posi¢ao orto do
anel aromatico (HLO) e na posi¢ao para (HL1). Os complexos sintetizados exibiram

atividade inibitoria contra as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de fungos
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unicelulares oportunistas. Os mesmos compostos também foram testados frente a
linhagens de células HeLa e Veno. Em se tratando da atividade inibitéria da bactéria
Gram-positiva B. subtilis ATCC 6633, o ligante em sua forma livre apresentou melhor
capacidade inibitoria que o seu respectivo complexo cis-[Cu(L1)2(DMSO).], exibido na
Tabela 3 . Em se tratando das bactérias Gram-negativa e bactérias fitopatogénicas E. coli
ATCC 25922, P. atrosepticum RCAM 01724 e P. atrosepticum 34-1/1 ndao houve
diferenga significativa na atividade. No que se refere a atividade anticarcinogénica, os
complexos exibiram atividade moderada para a linhagem HeLa e baixa atividade para a
linha Vero, sendo que o cis-[Cu(L0)2(DMSO)] apresentou menor valor de ICso que o
cis-[Cu(L1)2(DMSO)] (KHAMIDULLINA et al., 2021).

O potencial citotoxico de complexos de Ni(Il) frente a duas linhagens tumorais
MCF-7 e MBA-MB-231 foi avaliado por Luana ef al. (2020). Os ligantes -dicetonas
empregados foram bta, btc = 1-(4-clorofenil)-4,4,4-trifluoro-1,3-butanediona, btf = 4,4,4-
trifluoro-1-(2-furil)-1,3-butanediona, juntamente com a fenantrolina (phen), os quais as
estruturas estao exibidas na Tabela 3. Neste trabalho foi verificada a capacidade citotoxica
do btc livre frente a linhagem MBA-MB-231 (ICso = 51,35 = 0,64 umol L) e com
atividade similar a cisplatina (ICsp = 60,24 + 2,54 umol L!). A complexacdo ao Ni(Il)
potencializou a atividade, de modo que todos os complexos foram eficazes frente a ambas
linhagens. O complexo avaliado [Ni(n?-NOs)(btc)(phen)] foi o mais ativo da série para a
linhagem MCF-7 (ICso = 22,33 + 3,25 umol L), sendo o complexo [Ni(n*-
NOs)(bta)(phen)] o segundo mais ativo (ICso = 29,94 + 1,97 umol L"), em contrapartida,
para a linhagem MBA-MB-231 foi a espécie mais ativa (ICso = 37,30 + 1,97 pmol L")
(SOUSA et al., 2020).

Além dos metais de transi¢do anteriormente citados, a literatura também evidencia
a utilizacdo dessa classe de ligantes com organometélicos a base de ruténio. Segundo
trabalhos realizados por SerSen e colaboradores (2015), foi possivel observar a atividade
variavel frente a linhagens de células cancerigenas (ovario — CHI e osteosarcoma —
MG63) a partir da modulagao estrutural dos ligantes, bem como do areno de ruténio. Nos
B-dicetonatos a substitui¢do foi realizada no grupo aril, sendo que o ligante com o
fragmento clorofenil apresentou melhor resposta biologica frente a linhagem CH1 (Figura
14(1)). Em se tratando do precursor de ruténio, realizou-se também a troca do ligante
clorido pela espécie pta (Figura 14(2)) e, de acordo com os resultados obtidos, além da
capacidade citotoxica promovida pelos ligantes inseridos, os compostos contendo o pta

inibiram mais satisfatoriamente os alvos bioldgicos, principalmente as células
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provenientes do osteosarcoma, apesar de que para esse tipo de linhagem o complexo de
melhor afinidade bioldgica foi o que apresentou em sua estrutura organometalica os
ligantes tta e pta, como exibido na Figura 14(3) (SERSEN et al., 2015; VOKACOVA et
al., 2018).

Figura 14. Organometalicos de Ru(Il) com potencial atividade bioldgica frente as
linhagens de cancer de ovario CH1 e osteosarcoma MG63 contendo ligantes -dicetona
com grupo aril substituido pelo 4-clorofenil (azul), sendo (1) com ligante clorido
(vermelho) e (2) com ligante pta (verde) e (3) com grupo aril substituido pelo tta (rosa)

também com ligante pta (verde).

IC5o(CH1)= 17 uM IC5,(CH1)= 8uM IC5,(CH1)= 29 pM

IC5)(MG63) = 64puM IC5)(MG63) = 41uM IC5o(MG63) = 17 uM

Fonte: Autora.

Modificagdes estruturais na por¢ao areno também foram estudadas por Pettinari e
colaboradores (2017) com o intuito de avaliar o efeito que essas espécies causariam no
que se refere a citotoxicidade frente as linhagens celulares de mieloma multiplo humano
U266 e RPMI. Os grupos utilizados foram p-cimeno, hexametilbenzeno e benzeno.
Adicionalmente, o ligante dibenzoilmetano juntamente com seus derivados i0nicos e pta
também foram inseridos a esfera interna de coordenacdo do ruténio. A esfera externa,
diferentes contra-ions também foram explorados, neste caso, PF¢ e SO3CF3 e, segundo
os resultados obtidos, todos os compostos apresentaram resposta bioldgica satisfatoria
proveniente ndo apenas da inser¢do dos novos grupos, mas principalmente do contra ion
utilizado, neste caso, SO3CF3 (PETTINARI et al., 2017).

J& Vock e colaboradores (2008) exploraram a atividade biologica de

organometalicos de ruténio(Il) com ligantes fosfitos e derivados do acac (B-dicetona),
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como alternativa para o tratamento da equinococose alveolar, conhecida como doenga
hidatida. Essa doenga além de rara, € perigosa e possui caracteristicas muito similares ao
cancer. Os complexos investigados de formula geral [Ru(tBusacac)(p-
cimeno){P(OR)3}][BFs], sendo R = Et, iPr, Ph exibiram valores de ICso obtidos a partir
de testes in vitro semelhantes ao medicamento nitazoxanida empregado no tratamento da
doenga. Compostos similares, com substitui¢do dos ligantes fosfitos, de formulas
[RuCl(n®-p-cymene)(Mezacac-Cl)] (4), [Ru(n®-p-cymene)(Phaacac)(pta)]” (5) e [Ru(n®-p-
cymene)(Mezacac-Cl)(pta)]" (6), demonstrados na Figura 15, também foram testados em
linhagens de células tumorais, e pelos resultados adquiridos, foram considerados
altamente citotoxicos frente as linhagens de cancer de pulmao humano (A549) e em
células de cancer de ovario humano (A2780), principalmente. Vale ressaltar que essas

linhagens apresentam resisténcia aos agentes quimioterdpicos aplicados (VOCK et al.,

2008).

Figura 15. Organometalicos de ruténio(Il) com o ligante acac e seus derivados com

valores de atividade inibitoria frente as linhagens A2780 e A549.

IC5(p(A549)= 51 mM IC50(A549)= 50 mM

1C50(A549)= 57 mM
IC5)(A2780)= 30 mM 1C5(A2780)= 14 mM

1C5,(A2780)= 7 mM

Fonte: Autora.

Deste modo, através dos relatos da literatura, € possivel constatar que os efeitos
sinérgicos que as [-dicetonas promovem quando inseridas a esfera de coordenagdo de
diferentes espécies metalicas, visando o aumento do potencial biologico, sdo promissores.
Isso encoraja a comunidade cientifica na utilizagdo desses compostos organicos para o
desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que, suas propriedades somadas as

espécies metalicas, bem como o efeito eletronico gerado com a presenca de outros
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ligantes, corrobora positivamente para aplicagdes biologicas. Nessa perspectiva, as suas
propriedades quimicas podem influenciar diretamente em pardmetros fundamentais no
que se refere a design de novos farmacos, como, por exemplo, lipofilicidade e
hidrofobicidade, que sao fatores influentes no transporte e capacidade de permeacao pelas
membranas celulares; na interacdo seletiva de alvos biologicos como DNA e outras
proteinas constituintes do liquido extracelular; além de promover efeito inibitorio de

diversos patogenos e fatores responsaveis por varias doengas, principalmente o cancer.

1.3.2 Piridina e sua importancia farmacolégica

A piridina exibe um carater basico e isso ¢ justificado pela presenca do atomo de
nitrogénio com dois elétrons livres, o que possibilita a interagdo com diversos ions
metalicos. Geralmente, a existéncia de um anel piridinico na estrutura de um composto
organico potencializa o poder quelante do mesmo, o que se torna extremamente
importante na formagao de complexos mais estaveis. Essa propriedade também pode ser
aproveitada na obtencdo de novos complexos, cujo objetivo principal seja favorecer a
atividade por meio de efeitos sinérgicos entre o ligante e o metal, resultando em
compostos com perfis farmacoldgicos reconhecidos e completamente diferentes dos seus
respectivos ligantes livres (RANFORD et al., 1998; BADAR et al., 2020; KONDURI et
al.,2021; PATIL et al., 2020; BERGAMASCHI et al., 1997).

Diante disso, a piridina e seus derivados encontram-se ndo apenas como ligantes
organicos modificados, mas também como componentes da esfera de coordenagdo de
metais de transi¢do com diferentes propriedades farmacologicas (KONDURI et al., 2021,
PATIL et al., 2020). Dando um destaque maior para o metal empregado nesse trabalho,
o ruténio(Il), que € descrito na literatura compondo diversos complexos com espécies
piridinicas (MARSZAUKOWSKI et al., 2019: SONKAR et al., 2021; ISMAIL et al.,
2021). Publicagdes de Grguri¢-Sipka e colaboradores (2010) descreveram
organometalicos de ruténio(II), contendo derivados da piridina, neste caso, constituidos
dos grupos acetil, acido carboxilico e nicotinico em diferentes posi¢des do anel. Todos os
complexos exibiram baixa citotoxidade, porém, foi observado que o tempo de incubagdo
influencia na atividade, j& que, em periodos maiores, os compostos foram mais ativos.
Além disso, apenas o complexo contendo o ligante 3-acetilpiridina inibiu trés das seis

linhagens empregadas (FeMx., MDA-MB-361, e HeLa). A estrutura quimica, bem como
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os valores de citotoxicidade da espécie mais ativa estdo dispostos na Tabela 4
(GRGURIC-SIPKA et al., 2010).

Segundo Betanzos-Lara e colaboradores (2012), complexos utilizando o mesmo
precursor de ruténio(Il) foram testados contra a linhagem tumoral A2780 (ovario
humano). Neste caso, foi avaliada a atividade bioldgica a partir da modificagdao do grupo
areno (p-cimeno, hexametilbenzeno ou indano), assim como da inser¢do de ligantes
piridinicos monodentados e bidentados (2,2'-bipirimidina, fenantrolina e seus derivados).
De acordo com os valores de ICso obtidos, os complexos apresentam citotoxicidade
moderada, porém, o mais ativo € o complexo em que o grupo areno ¢ o p-cimeno, € 0s
ligantes piridinicos sdo 4,7-difenil-1,10-fenantrolina e piridina, sendo os seus valores de
ICso comparaveis ao da cisplatina nas mesmas condigdes (Tabela 4). E como tendéncia
geral, observou-se também que os complexos mais ativos tém piridina ou seus respectivos
derivados nicotinamida ou metil nicotinato (BETANZOS-LARA et al., 2012).

Ja o trabalho de Kladnik e colaboradores (2021) descreveu uma nova série de
organoruténio(Il) com ligantes derivados da piridina, neste caso, as piritionas. Os testes
desses complexos foram realizados em 6 linhagens celulares, sendo essas A2780 (ovario),
A549 (pulmao), HCTii6 (colorretal), OE 9 (esofagico), HEPG: (hepatocelular) e PCs
(préstata) e, a partir dos valores de ICso obtidos, verificou-se que o composto la (exibido
na Tabela 4), além de apresentar atividade frente a 3 das 6 linhagens empregadas, também
exibiu melhor desempenho citotoxico que o farmaco de referéncia (cisplatina),
especificamente em células A2780. Foram realizados também ensaios utilizando
linhagens resistentes a cisplatina, como por exemplo, a A2780-cis, obtendo assim
resultados promissores. Outras consideragdes a serem feitas sdo que, ndo apenas oOS
complexos, mas os seus respectivos ligantes exibiram citotoxicidade moderada e o
mecanismo proposto para esses complexos envolve apenas a via do ciclo celular G1, sem
formagdo de ROS, o que ¢ esperado para complexos a base de ruténio. E por fim,
propriedades inibitorias frente a enzima tiorredoxina redutase (TrxR) em um sistema
modelo também foram constatadas (KLADNIK et al., 2021).

Adicionalmente, complexos contendo ligantes fosfinicos juntamente com dois
tipos de piridina substituidas, uma pelo grupo metil na posi¢do 3 e a outra com mesmo
grupo na posicao 4 do anel foram avaliados frente as linhagens celulares U20S e HT-29
(cancer de colon). Os estudos comprovaram que 0s compostos mais ativos exibiram em
sua estrutura quimica os ligantes 3-metilpiridina e (PArs), sendo Ar = CH30-3,5-

(CH3)2C6Hz- definido como (2) e Ar = 4-CH30-3,5-(CH3)2Ce¢Ha—, definido como (3),
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como demonstrados na Tabela 4 (GUIMARAES et al., 2022). Diante do exposto, diversos

complexos contendo ndo apenas o precursor areno de ruténio(Il), mas também a piridina

e seus derivados, bem como os resultados citotoxicos promissores exibidos na revisao

bibliografica, encoraja e corrobora fortemente para o uso dessas espécies no trabalho em

questao.

Tabela 4. Arenos de ruténio(Il) selecionados contendo piridina e derivados com potencial

atividade carcinogénica.

Estrutura quimica Citotoxicidade (umol L) Referéncia
S ‘ ICsaremny = 290,02 + 8,53
Ru GRGURIC-SIPKA et al. (2010)
s E Y ICsompa-mp-361) = 220,50 + 6,36
N =
| J a ICsoqeLay= 244,00 + 1,91

ICsoa2780)= 7,4

BETANZOS-LARA et al. (2012)

ICsoa2780)= 9,0

BETANZOS-LARA et al. (2012)

N ICsoaz780)= 1,0 = 0,08

Ru
o ‘ o ICs0a549)=4,5 £ 0,3
A NN ICso0r19)= 10,9 £ 0,2
)
N | \V,,a:J' ICsoaz7s0cisy= 1,1 = 0,05
i

KLADNIK et al. (2021)
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J PF,
& ICsov208)= 2,5

Ru,, -
a— ‘ u g ICsomr-290= 0,3 GUIMARAES et al. (2022)

} PF,
N ' ICsou20s)= 2,8

Ru,, <
a— l “Urp ICsomt-290= 1,0 GUIMARAES et al. (2022)

Fonte: Dados da revisao bibliografica.

Sendo assim, a utilizagdo da piridina foi determinada nessa tese por alguns fatores
importantes, a se iniciar pela elevada afinidade do metal Ru** — caracterizado como um
acido mole, segundo o conceito de acidos e bases de Pearson (1963) — com este grupo
que exibe caracteristicas basicas, sendo que a maciez ¢ modulada por substituintes
existentes no anel. Outra motivacao € o efeito eletronico que este ligante pode exercer na
posicdo substituida do ligante clorido no areno de ruténio, que foi empregado como
precursor. Isso porque a labilidade do ligante neste fragmento da molécula (ligagdo Ru-
Cl) ¢ de extrema importancia para a atividade bioldgica, uma vez que, segundo os
mecanismos propostos e, como mencionado anteriormente, a partir dessa por¢ao da
molécula ocorre a hidrélise na ligagdo Ru-Cl, o que origina espécies ativas capazes de
interagir com diversas moléculas-alvo, além de facilitar o transporte para dentro da célula
(PAL et al., 2018; NAZAROV et al., 2014; BENITE et al., 2007). Desta forma,
considerando o potencial biologico de complexos organometélicos de Ru(Il) e o relevante
papel das B-dicetonas e piridina na modulacao das propriedades estruturais e eletronicas,
bem como seu possivel efeito sinérgico, essas espécies foram utilizadas nesse trabalho

visando avaliar o potencial bioldgico a partir dos estudos descritos acima.

1.4 Enunciado da hipotese do presente trabalho

A presente tese teve como principal proposta avaliar a influéncia na atividade

biologica de ligantes B-dicetonas e piridina nos centros estruturais dos complexos
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organometalicos de Ru(Il). Para essa finalidade, utilizou-se os ligantes 1,3-butanodiona-
1-fenil-4,4,4-trifluoro (Hbta), 2-tenoiltrifluoroacetona (Htta), 1,3-butanodiona-1-(4-
bromofenil)-4,4,4-trifluoro (Htfb), 1,3-butanodionato-1-(4-fluorofenil)-4,4,4-trifluoro
(Htff), 1,3-butanodiona-1-(4-clorofenil)-4,4,4-trifluoro (Hbtc) e piridina (py), cujas

estruturas estdo representadas na Figura 16.

Figura 16. Representacao dos ligantes empregados neste trabalho.

ligante B-dicetona ligante N-heterociclico
(0) 0] N
X
F
F =
F Py

CoReQ

X: fenil X:tiofeno  X: bromofenil X: fluorofenil X: clorofenil
bta tta tfb tff btc

N >

Fonte: Autora.

Como descrito na secdo anterior, o emprego desses ligantes se baseia em relatos
da literatura em que compostos derivados exibiram atividade bioldgica, e, principalmente,
significativa citotoxicidade em determinadas linhagens celulares. Além disso, relata-se
também que a inser¢dao dessas espécies na esfera de coordenagdo de ions metalicos,
resulta em compostos promissores como potenciais farmacos, obtendo-se em alguns
casos, melhor desempenho bioldgico quando comparados as espécies organicas
isoladamente (SOUZA et al., 2020; LOPES et al., 2013; COUTO et al., 2015). Nesse
sentido, a pretensao deste trabalho envolve ndo apenas a avaliagdo de ligantes B-dicetonas
contendo grupos aril distintos, mas também o possivel efeito sinérgico dessas espécies
juntamente com a piridina no sistema proposto.

Em se tratando do precursor explorado neste projeto, vale salientar que a escolha

¢ justificada por bons resultados relatados na literatura acerca de complexos de
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ruténio(Il), principalmente no que se refere a atividade antitumoral, comprovada pelo
desempenho de compostos anticarcinogénicos, tais como os componentes da familia
RAPTA, o NAMI-A, NKP1019, dentre outros, o que contribuiu para o estudo de novas
espécies a base deste metal, j& que o mesmo exibe propriedades fisico-quimicas que
favorecem a sua aplicacdo no ambito da quimica bioinorganica. Além disso, o grupo de
pesquisa do Laboratorio de Fotoquimica (LAFOT) desenvolve trabalhos com complexos
de ruténio(Il) ha alguns anos, inclusive, alguns ja apresentaram respostas bioldgicas
promissoras com ligantes mercaptoimidazois, carboxilatos, fosfinas os quais foram
verificadas atividades citotoxicas in vitro frente a diferentes linhagens do parasita
leishmania e linhagens celulares tumorais, tais como HepG2 (Carcinoma hepatocelular),
MCF-7 (Adenocarcinoma mamario), MO59J (Glioblastoma) (MIRANDA et al., 2018;
SOBRINHO, 2015; COSTA et al., 2017; LOPES et al., 2015).

Por esse motivo, com a finalidade de desenvolvimento de novos firmacos com
atividade antitumoral mais acentuada e toxicidade diminuida, torna-se interessante
verificar a atividade antitumoral de um novo sistema proposto de compostos derivados
do organometalico de ruténio(Il) contendo os ligantes B-dicetonas e piridina. Dessa
forma, visa-se também avaliar como a inser¢ao dessas espécies pode promover diferentes
resultados tanto na caracteriza¢do estrutural quanto na interagdo com biomoléculas e,

ainda, com relagdo ao potencial biologico.

2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

Em concordancia com a hipotese especificada na se¢do anterior, este trabalho teve
como objetivos planejados a sintese, caracterizagdo, estudos de interacdo com
biomoléculas e avaliagdo de atividade biologica in vitro de novos compostos

organometalicos de ruténio(Il) contendo ligantes B-dicetonas e piridina.

2.2 Especificos

Este trabalho teve como objetivos especificos:

1) Sintetizar compostos organometalicos de ruténio(Il) de formula geral
[Ru(O-O)(p-cim)(py)]PFs, sendo (O-O): 1,3- butanodionato-1-fenil-4,4,4-trifluoro
(bta), 2-tenoiltrifluoroacetonato (tta), 1,3-butanodionato-1-(4-bromofenil)-4,4,4-
trifluoro  (tfb), 1,3-butanodionato-1-(4-fluorofenil)-4,4,4-trifluoro  (tff), 1,3-
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butanodionato-1-(4-clorofenil)-4,4,4-trifluoro (btc); p-cim: n°-p-cimeno e py:
piridina.

2) Caracterizar os novos complexos sintetizados através das técnicas de analise
elementar, condutimétrica, espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho
(IV); espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de proton ('H) e carbono
(13C); espectroscopia de absor¢do no UV-Vis; espectrometria de massas e difracio
de raios X;

3) Avaliar a estabilidade dos novos compostos através de técnicas de UV-Vis e
ressonancia magnética nuclear;

4) Analisar a interacdo dos complexos com biomoléculas, sendo estas, o acido
desoxirribonucleico (DNA) utilizando as técnicas de viscosidade e eletroforese em
gel, além da proteina albumina sérica bovina (BSA) utilizando complexos
selecionados;

5) Avaliar a atividade citotoxica in vitro do precursor, complexos e ligantes livres
frente a diferentes linhagens celulares, linhagens de tecido epitelial mamario
(linhagem tumoral de mama triplo-negativo MDA-MB-231, linhagem tumoral de
mama MCF-7 estrogénio positivo, linhagem nao tumoral de mama MCF-10A),
linhagens referentes a tecido pulmonar (linhagem de carcinoma pulmonar A549, e
linhagem celular fibroblastica de pulmao MRC-5), e por fim, linhagens de tecido

epitelial de ovario (linhagem tumoral de ovario resistente a cisplatina A2780-cis).

3. METODOLOGIA

3.1 Materiais e métodos

A realizacdo da parte experimental foi dividida em 4 etapas: 1) sintese dos
complexos; 2) caracterizacdo fisico-quimica; 3) estudo de interagdo com DNA e BSA e
4) avaliacdo antitumoral in vitro. Todas as reagdes bem como algumas caracterizagdes
foram realizadas no laboratéorio do grupo de pesquisa LAFOT (Laboratorio de
Fotoquimica).

A espectrometria de massa foi realizada sob a supervisdao do Dr. Mario Machado
Martins, no Laboratdério de Nanobiotecnologia Doutor Luis Ricardo Goulart Filho, da
Universidade Federal de Uberlandia, campus Umuarama (IBTC-UFU). Os dados dos

feixes de raios X difratados foram coletados no laboratorio coordenado pelo Prof. Dr.
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Victor Deflon (USP) e refinados por Prof. Dr. Pedro Ivo da Silva Maia, do Instituto de
Ciéncias Naturais, Exatas e Educacdo da Universidade Federal do Tridngulo.

As analises de RMN 'H, *C e CHN foram realizadas na Rede de Laboratérios
Multiusuario do Instituto de Quimica da UFU, pelos técnicos Flaysner Magayver Portela
e Roni Marcos dos Santos, respectivamente. O estudo de interagdo com BSA foi realizado
no laboratorio do LAFOT. Ja avaliagdo citotoxica in vitro ¢ estudos de interagdo com
DNA foram realizados no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo

Carlos, no grupo de pesquisa do Prof. Dr. Alzir Azevedo Batista.

3.1.1 Reagentes

Os solventes e reagentes empregados neste trabalho foram utilizados sem nenhum
pré-tratamento.

Os solventes utilizados foram: dgua destilada, dlcool metilico (Neon, P.A 99,8%),
alcool etilico (Vetec, P.A 99,5%), éter dietilico (Synth, P.A), a-felandreno (Sigma
Aldrich), trietilamina (Vetec), cloroféormio deuterado (Sigma Aldrich); dimetilsufoxido
HPLC (Sigma Aldrich), dimetilsuféxido deuterado (Sigma Aldrich), acetonitrila (Sigma
Aldrich), 4cido cloridrico (Sigma Aldrich), isopropanol (Sigma Aldrich).

Para a obten¢do dos complexos de ruténio(Il) foram empregados: o tricloreto
hidratado de ruténio (Sigma Aldrich), hexafluorofosfato de amodnio (Sigma Aldrich),
nitrato de prata (Sigma Aldrich), Hbta:1,3- butanodiona-1-fenil-4,4,4-trifluoro (Sigma
Aldrich), Htta: 2-tenoiltrifluoroacetona (Sigma Aldrich), Htfb: 1,3-butanodiona-1-(4-
bromofenil)-4,4,4-trifluoro (Sigma Aldrich), Htff: 1,3-butanodiona-1-(4-fluorofenil)-
4,4 4-trifluoro (Sigma Aldrich) Hbtc: 1,3-butanodiona-1-(4-clorofenil)-4,4,4-trifluoro
(Sigma Aldrich) e a py: piridina(Sigma Aldrich).

Para os ensaios de estabilidade foram empregados: NaCl (Sigma Aldrich), KCI
(Sigma Aldrich), KH2POj4 (Sigma Aldrich) e Na,HPOj4 (Sigma Aldrich). Para os ensaios
de interagdo com biomoléculas e testes biologicos foram empregados: agarose (Sigma
Aldrich), DNA plasmidial pBR322 (Sigma-Aldrich), albumina sérica bovina (BSA)
(Sigma-Aldrich), brometo de etidio (Sigma-Aldrich), MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazolio), meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM e DMEM-F12), meio de cultura Instituto Memorial do parque Roswell (RPMI-
1640), soro fetal bovino (FBS,Vitrocell), soro de cavalo (HS, Vitrocell), fator de
crescimento epidérmico (EGF, Thermo Fisher Scientific), meio DMEM/F-12,

43



hidrocortisona  (Sigma-Aldrich®), penicilina/estreptomicina (Vitrocell), tripsina

(Vitrocell), Insulina de pancreas bovino (Sigma-Aldrich®) e L-glutamina.

3.2 Sintese dos derivados de [RuClz2(1°-p-cimeno)]:

3.2.1 Sintese do complexo precursor [RuClz(n°-p-cimeno)]2

A sintese do precursor [RuCla(n®-p-cimeno)] (Rup-cim) foi realizada a partir da
metodologia descrita a seguir: Em um baldao de fundo redondo de 150 mL adicionou-se
50 mL de etanol. O solvente foi mantido sob refluxo e agitagdo a 70°C por um periodo de
aproximadamente 0,5 h e apods atingir a temperatura de ebuligdo, adicionou-se
RuCl3.3H>O (1,00 g, 1,63 mmol) até total dissolu¢do do sal. Em seguida, foram
adicionados SmL de a-felandreno a solucao etandlica. A mistura reacional permaneceu
sob refluxo e agitacdo por 4 horas. Posteriormente, a solugdo foi resfriada até¢ a
temperatura ambiente, e para obten¢do do precipitado de cor laranja, foi realizada uma
pré-concentragdo utilizando um evaporador rotativo. Dessa forma, uma fracdo do
precipitado formado cuja coloracdo ¢ laranja/avermelhado foi filtrado com auxilio da
bomba de vacuo e lavado com éter dietilico. O precipitado remanescente foi obtido
através do liquido resultante da filtracdo, que foi resfriado durante 12 horas e também

removido por filtracdo (JENSEN ez al., 1998).

[RuCL(n°-p-cimeno)]2: MM= 612,39 g mol!. Rendimento: 525,50 mg (69,55%).
Calculado para CooH2sClsRw2: C, 39,23; H, 4,61. Experimental: C, 38,94; H, 4,84.

3.2.2 Sintese dos complexos de formula geral [Ru(O-O)(p-cim)(py)|PFs

Os novos complexos foram obtidos através da metodologia ja empregada na
literatura (HANIF et al., 2014), com algumas modificagdes (MACEDO, 2019) como
descrito a seguir: Em um baldo de fundo redondo (100 mL), adicionou-se metanol (25
mL) e o complexo precursor [RuClx(1n®-p-cimeno)]» (100 mg, 0,16 mmol). A mistura foi
mantida sob agitagdo magnética e refluxo a 70°C. Apds a dissolucdo completa dos
reagentes solidos, foi preparada uma solucao metanolica (5 mL) contendo excesso do
ligante (0,35 mmol) e trietilamina (50 pL, 0,35 mmol) (razdo molar ligante/trietilamina
1:1), sendo esta gotejada na solucdo contendo o precursor. As quantidades em massa dos
ligantes utilizados (razdo molar precursor/ligante 1:2,2) foram de aproximadamente: 78

mg de Hbta, 80 mg de Htta, 100 mg de Htfb , 84 mg de Htff e 88 mg de Hbtc. A reagdo
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foi mantida sob refluxo e agitagdo magnética por 1 hora. Apods esse periodo, excesso de
AgNOs (61 mg, 0,36 mmol) foi adicionado e a solu¢do permaneceu por mais 1 hora nas
condi¢des ja descritas anteriormente. O precipitado branco foi filtrado a quente e a
solucdo filtrada foi adicionado piridina (29 pL). A reacdo permaneceu em refluxo e
agitacao por 4 horas. Findado esse tempo, adicionou-se ao sistema uma solugdo aquosa
(5mL) contendo NH4PFs (58 mg, 0,049 mmol). A solugdo final foi pré-concentrada com
o auxilio do rotaevaporador e os precipitados foram filtrados em funil de placa
sinterizada, lavados com agua por trés vezes e, em seguida com éter dietilico. Para a
secagem completa, os novos materiais foram armazenados em dessecador a vacuo. Os
precipitados obtidos exibiram tons de amarelo distintos. O Esquema 2 exibe todas as

etapas e mudangas visuais no processo de obten¢do dos novos complexos.

Esquema 2. Etapas da metodologia de sintese dos novos complexos.

pa= B
._‘.l S0, 0 0 0 == 0,36 mmols

“ T =
) /:-\/kﬁl- = AgNO,

0,049 mmols 4h

NH,PF; em SmL
de H,O

— Rotaevaporagio

Fonte: Dados da pesquisa.

a) Complexo I ou [Ru(bta)(p-cim)(py)|PFe

MM = 674,51 g mol!. Rendimento: 161,19 mg (73,03%). Calculado para
CasHasFoNO2PRu: C, 44,52; H, 3,73; N, 2,06. Experimental: C, 44,46; H, 3,31, N, 2,05.
AM (metanol, S cm? mol™): 71,83. UV-Vis (metanol), Amax (€): 263 (0,99 x 10* M
em™), 305 (1,59 x 10* M em™), 330 (0,9 x 10* M~ em™), 366 (0,34 10* M cm™). IV
(ATR), v (cm™): 1605, 1595, 1470, 1288, 830, 763, 553, 453, 382. 'H NMR (400 MHz,
CDCls) 6 8,48 (dt, J = 5,1, 1,5 Hz, 2H), 7,94 (m, 2H), 7,86 (tt, J = 7.6, 1.5 Hz, 1H), 7,60

45




(m, 1H), 7,49 (m, 4H), 6,17 (s, 1H), 5,90 (dd, J= 6,1, 1,3 Hz, 1H), 5,75 (dd, J= 6,0, 1,2
Hz, 1H), 5,70 (dd, J= 6,1, 1,2 Hz, 1H), 5,65 (dd, J= 6,0, 1.2 Hz, 1H), 2,84 (,hept, J=7,0
Hz, 1H), 2,15 (s, 2H), 1,35 (dd, 6H). '*C{'H} NMR (100 MHz, CDCL) § 16,71 (s), 21,36
(s), 21,44 (s), 30,09 (s), 76,27 (1), 81,23 (d), 83,69 (d), 91,21 (s), 99,22 (s), 102,65 (s),
116,79 (d, Jcr 269 Hz), 125,81 (s), 127,12 (s), 128,45 (s), 133,21 (s), 134,86 (s), 138,82
(s), 151,09 (s), 168,77 (d, 2Jcr 33 Hz), 186,52 (s).

(b) Complexo II ou [Ru(tta)(p-cim)(py)]PFs

MM = 680,55 g mol!. Rendimento: 154,34 mg (69,25%). Calculado para
C23H23FoNO2PRuS: C, 40,59; H, 3,40, N, 2,06. Experimental: C, 40,48, H, 3,34, N, 2,06.
(metanol, S cm? mol™!): 78,63. UV-Vis (metanol), Amax (€): 263 (1,12 x 10* M ! em™),
330 (2,06 x 10* M tem ™). IV (ATR), v (cm™'): 1605, 1576, 1469, 1303, 1067, 829, 765,
554, 463, 380."H NMR (400 MHz, CDCls) § 8,42 (d,J= 5,6 Hz, 2H), 7,87 (t,J = 7,6 Hz,
1H), 7,74 (m, 2H), 7,48 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 7,16 (t, J=4,5 Hz, 1H), 6,00 (s, 1H), 5,84 (d,
J=6,1 Hz, 2H), 5,73 (d, J = 6,1 Hz, 2H), 5,66 (m, 2H), 2,85 (h, /= 7,0 Hz, 1H), 2,21 (s,
3H), 1,37 (dd, 6H). *C{'H} NMR (100 MHz, CDCl3) § 17,39 (s), 22,08 (s), 22,24 (s),
30,85 (s), 77,03 (t), 82,40 (d), 83,99 (d), 91,72 (s), 99,41 (s), 103,42 (s), 118,98 (d, 'Jcr
269 Hz), 126,58 (s), 129,21 (s), 132,14 (s), 135,52 (s), 139,59 (s), 141,55 (s), 151,77 (s),
168,80 (d, 2Jcr 34 Hz), 180,02 (s).

(c) Complexo III ou [Ru(tfb)(p-cim)(py)|PFe

MM = 753,40 g mol!. Rendimento: 176,59 (71,34%). Calculado para
CasH24BrFoNO>PRu: C, 39,86; H, 3,21, N, 1,86. Experimental: C, 39,87; H, 3,24, N, 1,83.
(metanol, S cm? mol™'): 75,61. UV-Vis (metanol), Amax (€): 230 (0,80 x 10* M cm™),
263 (0,78 x 10* M em™), 312 (1,57 x 10* M'vem ™). IV (ATR), v (cm™'): 1601, 1583,
1468, 1292, 835, 761, 557, 473, 463, 380. 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 8,50 (d, J= 5,6
Hz, 2H), 8,01 (t,J= 7,0 Hz, 2H), 7,87 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 7,49 (t, J = 6,7 Hz, 2H), 7,18
(t, J= 8,4 Hz, 2H), 6,09 (s, 1H), 5,93 (d, /= 6,1 Hz, 1H), 5,77 (d, /= 6,1 Hz, 1H), 5,72
(d,J=6,1 Hz, 1H), 5,63 (d, J= 6,0 Hz, 1H), 2,82 (h, 1H), 2,12 (s, 3H), 1,33 (dd, /= 14,4,
6,9 Hz, 6H). 3C{'H} NMR (100 MHz, CDCl;3) § 17,40 (s), 22,02 (s), 22,13 (s), 30,77 (s),
76,93 (1), 81,60 (d), 84,66 (d), 91,64 (s), 100,27 (s), 103,34 (s), 118,60 (d, 'Jcr 269 MHz),
126,39 (s), 129,30 (s), 132,25 (s), 132,45 (s), 134,28 (s), 139,36 (s), 151,80 (s), 169,85
(d, 2Jcr 34 MHz), 186,07 (s).
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(d) Complexo IV ou [Ru(tff)(p-cim)(py)|PFs

MM = 692,50 g mol!. Rendimento: 167,89 mg (74,10%). Calculado para
CasHa4F10NO2PRu: C, 43,36; H, 3,49, N, 2,02. Experimental: C, 43,13; H, 3,50, N, 2,00.
(metanol, S cm? mol™'): 77,30. UV-Vis (metanol), Amax (€): 226 (0,99 x 10* M~ cm™),
260 (0,88 x10* M cm™), 306 (1,64 x 10* M! cm™). IV (ATR), v (cm™!): 1610, 1575,
1468, 1288, 835, 792, 764, 556, 500, 378. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 8,50 (dt, J =
5,2, 1,5 Hz, 2H), 8,01 (m, 2H), 7,87 (tt, J = 7,7, 1,5 Hz, 1H), 7,49 (ddd, J=17.,7, 5,0, 1,5
Hz, 2H), 7,18 (m, 2H), 6,10 (s, 1H), 5,92 (d, J= 5,8 Hz, 1H), 5,75 (d, J = 5,8 Hz, 1H),
5,71 (d, J=6,1 Hz, 1H), 5,62 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 2,81 (h, J=7,0 Hz, 1H), 2,11 (s, 3H),
1,32 (m, 6H). *C{'H} NMR (100 MHz, CDCl3) § 16,93 (s), 21,54 (s), 21,66 (s), 30,30
(s), 76,47 (t), 81,14 (d), 84,12 (d), 91,09 (s), 99,70 (s), 102,84 (s), 115,89 (s), 126,02 (s),
130,25 (s), 131,33 (s), 139,04 (s), 151,35 (s), 165,78 (d, 'Jcr 256 MHz), 169,05 (d, 2JcF
34 MHz), 185,30 (s).

(e) Complexo V ou [Ru(btc)(p-cim)(py)]PFs

MM = 70895 g mol!. Rendimento: 92,00 mg (77,60%). Calculado para
CasH24CIF9NO2PRu: C, 42,35 H, 3,41, N, 1,98. Experimental: C, 42,88; H, 3,38, N, 2,00.
(metanol, S cm? mol™!): 76,33. UV-Vis (metanol), Amax (€): 263 (0,99 x 10* M ! cm™),
310 (1,98 x10* M ! em™), 367 (0,5 x 10* M! em™). IV (ATR), v (cm™'): 1603, 1588,
1312, 1295,1185, 832, 557, 479, 378. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8,51 (d, J= 5,1 Hz,
2H), 7,92 (m, 3H), 7,49 (m, 4H), 6,11 (s, 1H), 5,93 (d, J = 6,5 Hz, 1H), 5,77 (d, J = 6,7
Hz, 1H), 5,72 (d, J= 6,1 Hz, 1H), 5,64 (d, /= 6,0 Hz, 1H), 2,82 (h, /= 6,9 Hz, 1H), 2,12
(s, 3H), 1,33 (dd, J = 16,0, 7,0 Hz, 6H). *C{'H} NMR (100 MHz, CDCIs) § 16,95 (s),
21,56 (s), 21,67 (s), 30,31 (s), 76,52 (t), 99,78 (s), 81,17 (d), 84,18 (d), 91,21 (s), 102,88
(s), 118,41 (d, 'Jcr 284 MHz), 126,05 (s), 128,80 (s), 128,99 (s), 133,38 (s), 139,07 (s),
140,09 (s), 151,35 (s), 169,51 (d, 2Jcr 34 MHz), 185,45 (s).

3.3 Caracterizacao fisico-quimica

3.3.1 Analise elementar (CHN)

Utilizou-se o analisador CHN modelo Perkin Elmer Precisely — Series I CHNS/O
Analizer 2400, pertencente ao Laboratorio Multiusuario do Instituto de Quimica da

Universidade Federal de Uberlandia — UFU.

47



3.3.2 Condutividade Molar

As medidas de condutividade molar foram realizadas utilizando um
condutivimetro Tecnopon m-CA 150, equipado com célula de platina, operando com uma
constante de célula igual a 0,9428 uS cm’’. As solugdes foram preparadas em metanol
(Neon, P.A 99,8%), com concentra¢des na ordem de 1 x 10~ mol L', 4 25°C. O brometo

de tetraetilamonio (146,9 uS cm™) foi utilizado como eletrolito padrio.

3.3.3 Espectroscopia de absorcao na regiao do Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

Os espectros eletronicos de absor¢ao foram obtidos em um espectrofotdmetro
UV- 2501 PC Shimatzu, num intervalo de 200 a 800 nm. Foram utilizadas cubetas de
quartzo com caminho 6ptico de 1 cm. Para andlise, foram preparadas solugdes com

concentracdo 1 x 10 mol L™, utilizando como solvente o metanol.

3.3.4 Espectroscopia vibracional na regio do infravermelho (IV)

Os espectros vibracionais foram obtidos no estado solido, utilizando-se um
espectrofotometro FTIR Frontier Single Range — MIR da Perkin Elmer, na regido de
4000-220 cm'. A analise das amostras foi realizada a partir da Reflectincia Total

Atenuada, com o auxilio de um cristal de diamante.

3.3.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN 'H e 'BC{'H} foram obtidos utilizando-se o
espectrofotometro Ascend 400 Avance III HD de 9,4 TESLA, operado a 400 MHz para
as analises dos protons e a 100 MHz para as anélises dos nucleos ativos de carbono. Todas
as amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCl3) e os respectivos
deslocamentos quimicos reportados foram relacionados ao sinal do padrdo

tetrametilsilano (TMS).

3.3.6 Difracao de raios X por monocristal

A obtencdo dos cristais dos complexos [Ru(ttb)(p-cim)(py)]PFs (III) e
[Ru(tff)(p-cim)(py)]PFs (IV), ambos de coloragdo amarela/laranja, foi possivel através da
recristalizacdo em metanol com posterior adigdo de éter dietilico. O recipiente foi mantido
em um sistema refrigerado, em lenta evaporagao até a observagao das espécies cristalinas.

O equipamento utilizado foi o difratometro BruKER APEX II Duo com radiagdo Mo-Ka
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(L=0.71073 A), instalado no Instituto de Quimica de Sdo Carlos da Universidade de Sdo
Paulo. Para otimizagao desses dados, utilizou-se de procedimentos padrdo para possiveis
correcdes de absor¢do. Para calcular os prétons presentes nas estruturas em posi¢des
ideais, utilizou-se do “riding model” de SHELXL97. Por fim, a partir do ORTEP-3 para
Windows, obteve-se a figura ORTEP.

3.3.7 Espectrometria de massa

Os espectros de massas dos complexos sintetizados foram obtidos por meio do
espectrometro de massas de alta resolugdo QTOF, marca Agilent®, modelo 6520 B, com
fonte de ionizacdo por electrospray. As amostras foram solubilizadas em metanol e
introduzidas utilizando seringa (100,0 pL), adaptada a uma bomba de infusdo direta com
fluxo de 200,0 pL h''. A ionizagdo foi realizada com gas nebulizador, N2, a 20 psi, o gas
secante aquecido a 200 °C com fluxo de 8,0 L min™! e no capilar foi aplicado 4,5 kV. Os

dados foram adquiridos no modo positivo.

3.4 Avaliacio da estabilidade, ensaios biolégicos in vitro e interacio com
biomoléculas dos complexos sintetizados
Foram realizados testes de estabilidade, interagdo com biomoléculas (DNA e

BSA) e ensaios bioldgicos com os complexos obtidos em sistemas “in vitro”.

3.4.1 Avaliacio da estabilidade dos complexos

A estabilidade dos complexos em meio aquoso foi avaliada por meio das técnicas
espectroscopia UV-Vis e RMN de 'H. Considerando que todos os testes para avaliar a
atividade biologica foram realizados em DMSO, os seguintes sistemas foram utilizados:

DMSO/Tampao PBS para UV-Vis e DMSO deuterado para analise de RMN.
- Preparo de tampao PBS

Para a solucdo de tampao PBS foram pesados em uma balanga analitica os
seguintes sais: NaCl (8 g, 136 mmol), KCl1 (0,2 g, 2,68 mmol), KH2PO4 (0,2 g, 1,47 mmol)
e Na,HPOs (1,15 g, 8,10 mmol). Em seguida, os sais solubilizados em agua destilada
foram transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL. Para medir o pH, 10 mL da

solugdo foi utilizado um pHmetro de bancada digital MS Tecnopon— mPA-210.
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- Analises de UV-Vis e RMN de 'H

Para as analises em UV-Vis foram preparadas solu¢des dos complexos na
concentracdo de 10 mol L. Posteriormente, em um baldo volumétrico de 10 mL foram
adicionados 100 pL da solugdo (DMSO/complexo) € 9,9 mL de tampao PBS diluido 10x.
A solugdo final exibe concentracdo 99% v/v, de pH 7,4. Os perfis espectrais desses
complexos foram registrados monitorando os espectros eletronicos da mistura resultante
durante intervalos de tempo (t = 0 h - 72 h). Para a andlise em RMN de 'H,
aproximadamente 6 mg dos complexos foram solubilizadas em DMSO-d® e os espectros

monitorados durante intervalos de tempo (t=0h - 72 h).

3.4.2 Ensaios biologicos in vitro
- Linhagens de células tumorais e normais

Os ensaios de citotoxicidade dos complexos sintetizados foram realizados
utilizando as seguintes linhagens celulares: adenocarcinoma de mama triplo negativo
humano de fenoétipo mesenquimal MDA-MB-231 (ATCC N. HTB-26), adenocarcinoma
de mama hormoénio dependente MCF-7 (ATCC N. HTB-22), adenocarcinoma epitelial
alveolar de células basais de pulmao humano A549 (ATCC N. CCL-185), fibroblasto
pulmonar humano ndo tumoral MRC-5 (ATCC N. CCL-171), carcinoma epitelial de
mama ndo tumoral MCF-10A (ATCC N. CRL-10317) e adenocarcinoma de ovario
humano resistente a cisplatina A2780-cis (ATCC N. CCL-220).

- Cultivo celular

As células das linhagens MDA-MB-231, A549 e a MRC-5 (ndo tumoral de pulmao)
foram cultivadas em meio de cultura Meio Dulbecco Modificado (DMEM, do inglés
Dulbecco’s Modified Eagle Medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS). As linhagens MCF-7 e A2780-cis foram cultivadas em meio RPMI 1640 (do
inglés Roswell Park Memorial Institute), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS). A linhagem MCF-10A (ndo tumoral de mama humana) foi cultivada em meio
DMEM/F-12, suplementado com 5% de soro de cavalo, fator de crescimento epidermal
humano (EGF) (20 ng mL™"), hidrocortisona (0,05 mg mL"), insulina (0,01 mg mL™),
penicilina (1%), estreptomicina (1%) e L-glutamina (2 mmol L!). As linhagens celulares

foram mantidas em incubadora umidificada com atmosfera de CO2 (5%) a 37 °C.
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- Determinacao da atividade citotoxica

A citotoxicidade dos compostos foi determinada empregando-se o método
colorimétrico de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazo6lio). O
ensaio consiste na reducdo enzimatica do MTT formando cristais de formazan.
Inicialmente, as células foram tripsinizadas para a contagem e ajuste da concentracao
celular e, em seguida, semeadas em placas de cultura de 96 pocos (1,5 x 10 células/pogo).
As placas foram armazenadas em estufa (37°C e 5% CO;) durante 24 h para a adesdo
celular. Apds este periodo, adicionou-se os compostos em diferentes concentragdes
(0,048 a 100 umol L), contendo 0,5% de DMSO, e a placa foi mantida na estufa por
mais 48 horas. Em seguida, o meio de cultura foi removido das placas e foram adicionados
50 pL de MTT (1,0 mg mL! em PBS) em cada pocgo, as quais foram posteriormente
incubadas na estufa por um periodo de 3 horas. Os cristais de formazan formados foram
solubilizados pela adicdo de 150 puL de isopropanol e as medidas de absorbancia foram
registradas em 540 nm, usando o leitor de microplacas espectrofotdometro/fluorimetro
Synergy/H1-Biotek. As células do controle negativo receberam 0,5% de DMSO. Os
valores de ICso (concentragdo que inibe 50% da viabilidade celular) dos compostos foram
calculados utilizando o software GraphPad Prism 8 e o indice de seletividade foi

mensurado a partir da relagao da Equacao 2.

IS= ICso(linhagem ndo tumoral) / ICs¢ (linhagem tumoral) 2)

3.4.3 Estudos de interacao com biomoléculas

3.4.3.1 Biomolécula: DNA
- Estudo hidrodindmico de viscosidade

As medidas de viscosidade foram realizadas utilizando um viscosimetro de
Ostwald, imerso em um banho de dgua, mantido a 25 °C. As amostras (4,0 mL) foram
preparadas em tampdo Tris-HCI (4,5 mmol L' de Tris-HCI, 0,5 mmol L' de Tris-base e
50 mmol L' de NaCl, pH 7,4), contendo 10 % de DMSO. A concentragio de DNA em
tampdo Tris-HCI foi mantida a 80 pmol L', constante em todas as amostras, e as
concentragdes de composto foram aumentadas de 0 a 30 pmol L. O tempo de fluxo foi
medido por pelo menos 5 vezes com um crondmetro digital e o valor médio foi calculado.

Os valores de viscosidade especifica (/no)"? foram plotados versus a relagdo molar
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[composto]/[DNA], onde 1 € no correspondem a viscosidade relativa do DNA na presenca
e auséncia dos compostos, respectivamente. A viscosidade relativa do DNA foi calculada
de acordo com a Equacdo 1, onde t e to correspondem ao tempo de fluxo da solucio
contendo o DNA e o tampao. Vale ressaltar que o padrao de intercalagdo Tiazol de
Laranja também foi analisado nas mesmas condigdes, para posterior comparacao

(MOSMANN, 1983).

No= (t-to)/to 4))

- Estudo utilizando eletroforese em gel

Os complexos foram preparados em diferentes concentragdes (20 e 40 umol L),
mantendo uma porcentagem fixa de 10% de DMSO. Os compostos I-V foram incubados
com plasmideo plasmidial pPBR322 (40 uM) a 25°C por 18h e o complexo V incubado
por 12 h a 37 °C. Em seguida transferiu-se as amostras para um gel de agarose a 1% com
tampdo TAE 1x (0,45 mol L' Tris-HCI, 0,45 mol L' 4cido acético, 10 mmol L de
EDTA, pH 7,4) e apenas para o V as amostras foram coradas com 1 pL de tampao de
carga (30 % glicerol, 5 mmol L! xileno cianol). Os pardmetros de corridas das medidas
de mobilidade eletroforética foram 50 V e 40 mA por 120 min (I-V) ¢ 150 min (V), em
uma cuba horizontal de eletroforese da Bio-Rad. Os géis foram corados com uma solu¢do
de brometo de etidio (1 umol L), por 15 minutos e revelados em fotodocumentador Gel
Doc™ EZ Bio-Rad. As imagens obtidas foram analisadas com uso do Software Image

Lab™ 6.0.0.

3.4.3.2 Ensaios preliminares com biomolécula: BSA

Os ensaios realizados para avaliar a interagdo com a BSA foram conduzidos
mediante a utilizacdo das técnicas espectroscopicas de emissdo fluorescente e absor¢do

UV-Vis segundo a metodologia descrita a seguir.
- Preparo da soluciao de BSA e dos complexos de ruténio(II)

Para as analises foi preparada solugao-teste do insumo de BSA (2mg) em solugao
aquosa de PBS (3mL, pH 7,3). Ja os complexos [Ru(bta)(p-cim)(py)]PFs (5,7 mg; 8,45
umol) e [Ru(tf)(p-cim)(py)]PFs (5,9 mg) foram solubilizados em DMSO (46% do

volume total) e posteriormente adicionados a solu¢do aquosa de PBS (54% do volume
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total). As respectivas concentragdes das solugdes-teste citadas foram 3 pmol L' e 0,5

pumol L.
- Espectroscopia de absorc¢ao eletronica UV-Vis e Emissao Fluorescente

Os ensaios de interagdo foram feitos através de titulacdo, fixando-se a
concentracao da solugdo-teste de BSA, e variando-se a concentragao da solugao-teste dos
complexos. Ou seja, foram adicionadas aliquotas de 30 a 240 pL da solucao dos
complexos a cubeta contendo 3umol L' de BSA. A cada volume adicionado, a solugio-
teste de BSA foi submetida a andlise absortiva em UV -vis por meio de varredura na faixa
de 200 a 600 nm. Em seguida, a mesma solucao foi analisada em um fluorimetro
utilizando um feixe de excitacao de 280 nm (Aexc) € intervalo de emissao entre 300 e 500
nm. As fendas utilizadas nos feixes de excitacdo e¢ emissdo foram de 5 e¢ 1 nm,
respectivamente. Os espectros de absor¢do foram obtidos através do espectrofotdmetro
UV-2501 PC Shimadzu, em cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm. Ja os
dados de emissao estacionaria foram adquiridos em um espectrofluorimetro Horiba

modelo Fluoromax-4.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos sintetizados neste trabalho foram caracterizados utilizando anélise
elementar, condutividade molar e as técnicas espectroscopicas: espectroscopia na regiao
do infravermelho (IV), espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-Vis) e ressonancia
magnética nuclear de proton (RMN 'H) e carbono (RMN !*C{'H}), além da
espectrometria de massas (EMAR).

Para maior facilidade de leitura, clareza e comparacdo, os resultados foram
agrupados com as suas respectivas técnicas de caracterizacdo. Além disso, considerando
a similaridade dos resultados em todas as técnicas utilizadas, apenas alguns espectros sao

exibidos, sendo que os demais estao dispostos no Anexo.

4.1 Aspectos gerais dos complexos de Ru(II) sintetizados

Os novos complexos de férmula geral [Ru(O-O)(p-cim)(py)]PFs, sendo py =
piridina, p-cim = n°-p-cimeno e O-O = 1,3-butanodiona-1-fenil-4,4,4-trifluoro (bta), 2-
tenoiltrifluoroacetona (tta), 1,3-butanodiona-1-(4-bromofenil)-4,4,4-trifluoro (tfb), 1,3-
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butanodiona-1-(4-fluorofenil)-4,4,4-trifluoro (tff) e 1,3-butanodiona-1-(4-clorofenil)-

4,4, 4-trifluoro (btc), foram obtidos através do Esquema 3.

Esquema 3. M¢étodo geral de sintese, ligantes utilizados e estruturas propostas dos

respectivos complexos de Ru(II).

/@\ a a 0O O CH;0H/ trietilamina ke
P/ + XJ\J\éF + AgNO4/ NH,PF, Ru_ . FF

Cl/Ru’//Cl\Ru F I S \ 0\1 F
F A, 70°C, 6 hrs (O NG
1 mol 2,2 mols 2,2 mols 2 mols
\ Br F
X= fenil X=tiofeno X=bromofenil X=flurofenil
(Hbta) (Htta) (Htfb) (Htff)
+ + y + ,
Ru.. FF Ru Ru_, F Ru_, EF Ru~
R u‘ 0‘1 F N S NN O~, FF NN 0.‘ F S
(0 P O O
) (IT) am ). avy | V)
MM=674,51 g mol’! MM-= 680,55 g mol! MM= 753,40 g mol’! MM= 692,50 g mol’! MM-= 708,95 g mol’!
Rend.(%): 73 Rend.(%): 69 Rend.(%): 71 Rend. (%): 74 Rend. (%): 78

Fonte: Autora.

Os novos complexos foram formados através da substituigdo dos ligantes cloridos
pelos ligantes B-dicetonas e piridina. A reagdo de substituicao ¢ favorecida tendo em vista
que os cloridos s@o bons grupos abandonadores, além da maior afinidade do ruténio aos
novos ligantes adicionados. Segundo descrito na metodologia, para favorecer a formacgao
dos complexos com a estrutura proposta, a ordem de adi¢do das novas espécies foi
fundamental. Neste caso, a adig¢do do ligante piridinico ndo pode ser feita primeiramente,
nem in situ juntamente com o ligante bidentado, uma vez que, poderia haver a substituicao

de mais de um sitio de coordenagdo com este ligante, podendo, nesse sentido, formar
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indesejavelmente um novo complexo. Além disso, pelo fato do ligante B-dicetona ser
bidentado, conferindo uma estabilidade adicional apos a coordenagao, a substituicdo da
piridina se torna mais limitada de forma que, apenas uma molécula faga parte da esfera
de coordenacao.

Outra consideragado a ser feita ¢ a visualizagdo de mudanga de cor nas etapas de
adicao dos ligantes, que inicialmente sao um indicio de que houve coordenagao centro
metalico. Neste caso, como exibido no Esquema 2 (Secdo 3.2.2), o precursor, composto
por ligantes de campo fraco (os cloridos), absorve na regido do azul (em torno de 500
nm). Apos a adicdo do P-dicetonato, ligante de campo mais forte, a solucdo que
anteriormente era laranja, adquiriu uma tonalidade mais clara, o que resulta em um novo
complexo absorvendo em regides de menor comprimento de onda (compreendidas entre
o azul e o violeta). De acordo com a teoria do campo cristialino, isso justifica-se pelo
maior desdobramento do campo promovido pela insercdo dessa nova espécie e,
consequentemente maior energia necessaria para transigoes eletronicas que resultam nas
cores refletidas na regido do visivel. Outra mudanca de cor foi observada apos a adicao
da piridina, também caracterizada como ligante de campo forte. Neste caso, a solucdo
adquiriu coloragdo amarela, promovendo um novo desdobramento do campo cristalino e,
por isso, absorvendo em regides de comprimento de onda menor (regido do violeta: entre
300 e 400 nm).

Vale ressaltar que, os cinco complexos catidnicos de arenos de ruténio(II), obtidos
no estado sélido com a adi¢ao do contra-ion PF¢", possuem coloracdo amarelo/laranjada,
sdo estaveis ao ar e a luz. Ademais exibem boa solubilidade em metanol, éter etilico,
DMSO, acetona, acetonitrila e cloroférmio; solubilidade parcial em etanol e propanona;
e insolublidade em diclorometano, hexano, n-pentano e 4gua. Sendo assim, as técnicas de
caracterizacdo foram utilizadas para confirmar tais indicios, permitindo, nesse sentido,
demonstrar a coordenagdo dos ligantes B-dicetonatos pelo modo bidentado via atomos de

oxigenio; e da piridina a partir dos pares isolados no nitrogénio.

4.2 Caracterizacao fisico-quimica

4.2.1 Analise elementar

Os valores obtidos através da analise elementar estdo dispostos na Tabela 5 e a
partir dos dados encontrados foi possivel sugerir que a composi¢do dos novos complexos

esta em concordancia com as estruturas propostas. Além disso, os graus de pureza foram
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satisfatorios, uma vez que os desvios estdo de acordo com o valor preconizado (desvio

padrdo = 0,5).

4.2.2 Condutividade Molar

Os valores de condutividade molar das solugdes (1,0 x 10 mol L) dos

complexos em metanol, a 25°C, estdo compreendidos entre 71,83 e 78,63 S cm? mol™!

para solugdes metanolicas, com valores bem proximos dos valores relatados por Geary e

Velho para eletrolitos 1:1 em solugdo metandlica (80-115 S cm? mol™! e 62-123 S cm?

mol!, respectivamente) (Tabela 5).

Tabela 5. Dados de analise elementar e condutivimétrica dos complexos de Ru(II).

Complexo
% Cteor. %Cexp. %o Hiteor. %Hexp. %o Niteor. %Nexp. Am
(Férmula) (S em® mol™)
Acetanilida
71,13 70,85 6,75 6,63 10,37 10,30
(Padrao)
Rup-cim
39,23 38,94 4,61 4,84 - - 71.02
(CoH2sCl4Ruy) 5
I
44,52 44,46 3,73 3,31 2,05
(C25H25F9N02PRu) 2’06 7 1 ’83
I
40,59 40,48 3,40 3,34 2,06 2,06 78,63
(C23H23F9N02PRUS)
111
39,86 39,87 3,21 3,24 1,86 1,83 75,61
(C25H24Br FgNOzPRu)
v
43,36 43,13 3,49 3,50 2,02 2,00 77,30
(C25H24F10N02PRU.)
Cisteina
29,94 30,15 5,05 5,01 11,61 11,72 -
(Padrio)
\%
42,35 42,88 3,41 3,38 1,98 2,00 76,33
(C25H24C1F9N02PRu)

Fonte: Dados da pesquisa.

Considerando que o precursor [RuClz(n®-p-cimeno)], ¢ um dimero no qual, em

metanol formam-se 2 espécies de [RuCl(MeOH)(p-cim)]*, o valor de condutividade

também condiz para eletrolito 1:1 (GEARY, 1971; VELHO, 2006). Ap6s a complexagao
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com novos ligantes, h& um aumento nos valores de condutividade molar, quando
comparados com o precursor, 0 que, neste caso, sugere que houve a substituicdo dos
ligantes cloridos pelos ligantes (B-dicetonas e piridina) e, consequentemente, a mudanga
do carater, sendo os derivados espécies catiOnicas, consistente com as estruturas

propostas.

4.2.3 Espectroscopia de absorcio na regido do UV-Vis

Os espectros de absor¢ao na regiao do UV-Vis foram obtidos através da analise
de solugdes preparadas em metanol de todos os complexos no intervalo entre 200 e 700
nm. Para melhor compreensao, os espectros do precursor, dos ligantes e dos respectivos
compostos sintetizados serdo exibidos sobrepostos, a fim de correlacionar as bandas
presentes e as possiveis mudancas, de modo a sugerir a coordenagdo das B-dicetonas e da
piridina ao ruténio(II). Como mencionado anteriormente, sera exposto nessa se¢cao apenas
o espectro do complexo I. Os demais estardo dispostos na se¢do Anexo. As principais
transi¢des eletronicas dos estados excitados na regido do UV-Vis, bem como suas
contribuicdes e valores de emsx dos compostos obtidos estdo demonstrados nas Tabelas 6,

7e8.

Tabela 6. Valores de absortividade (emax) do precursor Rup-cim e as transi¢des

envolvidas, com as respectivas atribuigoes.

Composto  A(nm) ¢/10*(L mol! cm™) Atribuicio
Rup-cim 271 0,44 MLCT Ru (4dm) — n* p-cimeno
332 0,22 MLCT Ru (4dm) — n* p-cimeno
432 0,10 MLCT Ru (4dm) — 3pc + LMCT
Cl(3pc) — Ru (4dn)

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 7. Valores de absortividade (emax) dos ligantes piridina (py) e B-dicetonas (Hbta,

Htta, Htfb, Htff ¢ Hbtc), com transi¢des envolvidas e respectivas atribuigdes.

Ligantes Mnm)  ¢/10%L mol” cm™) Atribuigio
py 257 0,41 n—*
Hbta 232 0,77 n—m*
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247 0,95 n—m*

326 0,76 n—m*

259 2,13 n—m*
Htta 285 1,54 n—m*

347 0,33 n—m*

255 1,16 ot
Htfb

329 1,44 n—m*

246 0,68 n—*
Hitff

324 1,26 n—m*

255 1,15 n—m*
Hbtc

329 1,38 n—m*

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 8. Valores de absortividade (emsx) dos complexos I-V e as transi¢des envolvidas,

com as respectivas atribuicoes.

Complexos A (nm) £/10%(L mol”' cm™) Atribuicio
263 0,99 ILCTyw m—a*+ ILCTpy 1— 7* + ILCTpoim 71— 7*
305 1,59 ILCTota n— m*
! 330 0,79 MLCT4dry— ¥,y
365 0,34 MLCT4dry— ¥t
263 1,12 ILCTy t— m*+ ILCTyy — 1"+ ILCTocim 1—> 0¥
i 330 2,06 MLCT4dra— T*py
230 0,80 ILCTip m— m*
I 263 0,78 ILCT y m— w*+ ILCTpy i— w*+ ILCTpocim 71— 7*
312 1,57 ILCTp-cimeno + ILCT ¢, m—1*
226 0,99 ILCT t— 7*
v 260 0,88 ILCTs n— n*+ ILCTpy m— ¥+ ILCTpucim 71— ¥
306 1,64 ILCT t— 7*
263 0,99 ILCTyen— w*+ ILCTpy n— m*+ ILCTpoim 7— 7*
\% 310 1,98 ILCToe 71— *
367 0,51 MLCT4dre— *bic

Fonte: Dados da pesquisa.
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Estudos tedricos realizados anteriormente para o complexo precursor
[RuCl2(n®-p-cimeno):]», preveem a existéncia de trés bandas, como listado na Tabela 6.
As absor¢des sdo observadas em 271 nm e 332 nm, correspondendo a transi¢des do tipo
MLCT Ru (4dn) — ©* p-cimeno, em que a densidade eletronica centrada em torno do
ruténio(Il) se desloca para o ligante aromatico p-cimeno; e, em aproximadamente 432
nm, correspondendo a transi¢do do tipo LMCT CI(3pc) — Ru (4dm), sendo que este efeito
se da a partir do ligante clorido, que exibe carater doador ¢ e m, para o ruténio(Il). As
transi¢des d-d de complexos octaédricos distorcidos também ocorrem para este precursor,
porém exibem baixa absortividade molar, como esperado, tendo em vista as regras de
selecao (MIRANDA et al., 2018; WANG et al., 2012).

Os compostos organicos, tais como a piridina e as B-dicetonas, devido aos grupos
cromoforos existentes em suas respectivas estruturas, exibem transi¢des eletronicas na
regido do UV-vis. As ligagdes m provenientes tanto da conjuga¢do C=C do sistema
aromatico quanto da dupla ligacao entre os atomos de carbono e o atomo de oxigénio da
carbonila, em se tratando apenas da B-dicetona, neste caso, levam a ocorréncia de
transicdes eletronicas do tipo n— * e n— 7*, ambas permitidas pela regra de selecao e,
consequentemente, com valores altos de absortividade molar (emax) (SILVA ef al.,2011).
J& a piridina, absorve em torno de 250-260 nm, e a banda ¢ atribuida as transi¢des do tipo
n— w* proveniente da conjugacdo da dupla ligacdo do anel (GOLFETO, 2008;
MALECKI et al., 2005).

Como exibido na Tabela 7, as B-dicetonas livres apresentam espectros similares
entre si, com bandas alargadas e absor¢cdo maxima em uma regido compreendida entre
200-350 nm. A banda mais energética corresponde as transi¢des m— m* e suas absor¢oes
sdo observadas nas regides entre 231 nm e 260 nm, dependendo da B-dicetona. As
transigdes de maior comprimento de onda sdo observadas em torno de 330 nm
(n— ©*) (COUTO ALMEIDA et al., 2014). Os indicios da coordenacdo desses ligantes
envolve o deslocamento hipsocromico em relacdo aos respectivos ligantes das bandas
atribuidas a m — w*, sendo este efeito resultado da estabilizacdo dos orbitais w*.
Adicionalmente, ocorre a auséncia ou diminui¢do da intensidade da banda atribuida a
n — ¥, sugerindo, portanto, que o oxigénio do grupo B-dicetona esta envolvido na
coordenagdo (COUTO ALMEIDA et al., 2014). Em contrapartida, o efeito de
deslocamento observado na banda atribuida a transi¢do m — n* do ligante piridinico €

batocromico (GOLFETO, 2008).
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Outro indicio de complexagdo das espécies ao ruténio(Il) envolve a comparagao
entre espectros dos complexos derivados com o espectro do precursor. A auséncia da
banda atribuida a transi¢do do tipo LMCT, em que a densidade eletronica se desloca do
ligante clorido para o metal, sugere a substituicdo desse ligante pela piridina e
B-dicetonas. Adicionalmente, o deslocamento hipsocromico das bandas atribuidas as
transicdes MLCT também justifica essa substitui¢do, ja que, apos a troca do ligante com
carater doador o e 7 (clorido) pelas B-dicetonas (ligantes com carater doador ¢ e aceptor
n) e piridina (aceptor m), o ruténio(Il) adquire deficiéncia em elétrons, o que sugere,
portanto, a necessidade de um fornecimento maior de energia para que a transi¢ao ocorra,
resultando em comprimento de onda deslocados para a regido do azul. Vale ressaltar que
a transicdo eletronica MLCT envolvendo o ligante piridina exibe um efeito hipsocromico
mais pronunciado que a MLCT Ru— B-dicetona, tendo em vista que, segundo a série
espectroquimica, a piridina exibe um carater pi aceptor mais forte (MOHAN et al., 2016;
COUTO ALMEIDA et al., 2014).

Nessa perspectiva, as bandas de absor¢do observadas no espectro eletronico de
todos os complexos metalicos na regido do UV-Vis sdo decorrentes de transi¢des
envolvendo elétrons entre niveis de energia distintos, tais como transi¢cdes ILCT n— m*,
ILCT n— n*, d-d ou bandas de transferéncia de carga (TOMA, 2016). A Figura 17 exibe
0s espectros sobrepostos do precursor, do ligante livre bta e do complexo I, verificando
no novo complexo a presenga de duas bandas atribuidas a transicdo eletronica
ILCT n— m*.

A banda proxima a regido do vermelho, em 263 para este composto, resulta da
deslocalizagdo eletronica que ocorre no proprio ligante [-dicetona somada a
deslocalizagdo eletronica no anel da piridina, além da contribuicdo da transferéncia de
carga decorrente no grupo p-cimeno, como demostrado em estudos tedricos anteriores
(ROCHA, 2019). Para os complexos II, III, IV e V, as bandas observadas para essa
transi¢ao foram entre 260 e 263 nm. A banda de maior intensidade, em 305 nm, ¢ atribuida
a transferéncia de carga do anel do ligante bta, sendo observada nos complexos II-V em
330, 312, 306 e 310 nm, para os seus respectivos ligantes B-dicetonatos.

Ambas as bandas encontram-se deslocadas, sendo que, na primeira o
deslocamento ¢ batocromico quando comparada a absorcao dos ligantes livres bta e py,
revelando, nesse sentido, a coordenacao ao centro metalico de Ru(Il). O deslocamento
hipsocromico da banda mais intensa (305 nm) também corrobora para este fato. Para os

complexos I e V, foram verificados indicios adicionais de coordenagdo a partir do
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deslocamento hipsocromico de bandas com baixos valores de € em regides caracteristicas
de transi¢gdoes MLCT, sendo para o complexo I transi¢cdes do tipo MLCTry — py: 330¢sh)
nm € MLCTRry— bta: 365¢shy nm) (Figura 17) e para 0 V, MLCTry— bte: 367 nm (Figura
A4).

Figura 17. Espectros UV-Vis dos compostos [Ru(bta)(p-cim)(py)]PFs (I) (traco verde),
Hbta (trago verde claro), py (traco laranja) e Rup-cim (trago preto) em metanol na

concentracdo 1x107° mol L.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Nos complexos II-IV, essas transicdes ocorrem em regides proximas a transi¢ao
eletronica ILCT dos ligantes B-dicetonas e isso justifica-se pelo alargamento e aumento
intensidade da banda em 330, 313 e 306 cm™' para os complexos II, III e IV,
respectivamente. Além disso, os ombros observados em regides referentes a transicao
MLCT para esses complexos sao pequenos e de dificil defini¢do. Outro fato observado
para todos os complexos ¢ a auséncia da banda em torno de 400 nm, atribuida as
transi¢des envolvendo o ligante clorido. Portanto, em se tratando desses complexos, tanto
o efeito batocromico quanto o efeito hipsocrémico sugerem a quelagao dos ligantes ao

ruténio(II).
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4.2.4 Espectroscopia de absor¢ao na regiao do infravermelho

A técnica de espectroscopia na regido do infravermelho tem como principal
funcdo neste trabalho avaliar os possiveis os modos de vibracionais caracteristicos,
compreendidos na regido entre 4000-250 cm™', que podem evidenciar a coordenagdo dos
ligantes ao metal, tendo em vista que as vibragdes das moléculas em sua forma livre e
coordenada ocorrem em frequéncias distintas. Os espectros na regido do infravermelho
obtidos para o precursor e seus derivados estdo mostrados na Figura 18 e na Tabela 9

estdo listadas as principais bandas e atribui¢des relacionadas ao precursor.

Figura 18. Espectros de IV entre 4000-250 cm™ do precursor Rup-cim e dos complexos

I-V.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 9. Atribui¢cdes dos principais modos vibracionais dos espectros de absor¢do na

regido do infravermelho do precursor Rup-cim e complexos I-V.

Atribuicdes® e Compostos (cm™)
Intensidade” Rup-cim I 11 11 IV %
vC-Hanel () 3052 3082 - 3096 3094 3099
3032 - 3012 - - -
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VC-Hmeti (1) 2961 2980 2983 2974 2975 2974

2926 2943 2972 2934 2935 2933

2868 2882 2942 2881 2881 2881

5C-Hiso () 1389 1389 1384 1392 1389 1388

1379 ] 1378 1377 1377 1377

8C-Hanel () 870 879 881 875 875 876
VRU-Clierminal (F) 292 ] ] ] ] ;
VRU-Clyonte (F) 259 ] ] ] ] ;

VP-F (F) 830 829 831 832 832

SasP-F (F) . 556 554 557 557 557

3y designa vibracdo de estiramento; & designa vibragio de deformacdo °F:forte, m:média, f:fraca; -: ndo
557observado

Fonte: Dados da pesquisa.

Através da analise dos principais modos vibracionais, observa-se que todos os
complexos apresentam bandas de absor¢do correspondentes ao grupo aromatico do
p-cimeno, evidenciando a inser¢do de novas espécies sem alteragdo da unidade Ru-p-
cim. Nesse sentido, de acordo com a comparacao dos espectros exibidos na Figura 19, foi
possivel observar bandas em regides compreendidas entre 3096 e 3012 cm
correspondentes ao modo vibracional vC-Hanel, sendo também verificadas nessa mesma
regidio modos vibracionais caracteristicos da VC-Hmer (2983 cm™ — 2881 cm™).
Adicionalmente, estiramentos 3C-Hiso (bandas dispostas na regidio entre 1392 cm™ e 1377
cm™) e C-Hanel (bandas dispostas na regido entre 881 cm™ e 875 cm™') também aparecem
nos espectros analisados (SILVERSTEIN, 2005; TOCHER et al., 1983).

Vale ressaltar que a coordenacao do metal as novas espécies também foi sugerida
através da presenca de outras bandas. De acordo com a Figura 20, ¢ possivel observar
modificacdes mais significativas no espectro em regides de baixas frequéncias
compreendidas entre 300 e 260 cm™, cujas vibragdes de estiramentos sdo atribuidas as
ligagdes Ru-Cl, sendo em aproximadamente 290 cm™ para VRu-Clierminal € 260 cm™ para
VRU-Clponte (NAKAMOTO, 1997; COLINA-VEGAS et al., 2015). A auséncia dessas
bandas evidencia que os ligantes cloridos foram substituidos pelos ligantes B-dicetonas e

piridina.
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Figura 19. Espectros de absor¢io expandidos na regido entre 3300 — 2700 cm™ (A) e

entre 1400 — 800 cm™! (B) do precursor Rup-cim e dos novos complexos I-V.

Transmitancia (u.a)

G
E
=
2]
VC_Hanel é
-1 o—
(3099-3082 cm™) 3052 g SC-H,, .
g ' (881-875cm™)
Ru-p-cim 2061 ; (1392-1384 cm™)
—m VC-Hoy — R .
—_ 2975-2881 cm’! — »
—_ 3{2 ( ) —am (832-829 cm 1)
w 4) =% ®)
T T T T T T 1
r T T T T T 1
3300 3200 3100 3000 2900 2800 2700 1400 1300 1200 1100 1000 900 800

N° de onda (cm™) N° de onda (cm™)

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 20. Espectros de IV expandidos na regido entre 310-250 cm™ referente ao

estiramento vVRu-Cl dos complexos I-V.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os complexos I-V sdo cationicos, contendo o contra-ion PF¢ que, de acordo com
a literatura, exibe bandas em regides compreendidas entre 830-840 cm™! para vP-F e em
torno de 560 cm™ para a deformacgdo assimétrica (8,P-F) (Tabela 9), cujos modos

vibracionais foram observados nos espectros obtidos em regides compreendidas entre
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832-829 cm! atribuidos a vP-F (Figura 19B) e entre 557-554 cm™ atribuidos a vasP-F
(NAKAMOTO, 1997).

Na Figura 21 sdo apresentadas as sobreposi¢des dos espectros de absor¢do dos
complexos I-V e B-dicetonas livres com a finalidade de comparar o deslocamento de
bandas de maior relevancia que caracterizam a coordenagdao dessas espécies ao
ruténio(Il), neste caso, bandas atribuidas as vibragdes C=C acopladas a C=O nas regides
compreendidas entre 1659 a 1600 cm™!, ja que as espécies coordenadas exibem modos
vibracionais distintos. Além disso, nessa mesma regido também se constatou que os
ligantes B-dicetonas livres estdo na forma enolato diante da existéncia de uma banda
alargada e intensa (entre 1600 e 1580 cm™') (DEEPTHI; VENUGOPALAN, 2016;
SILVERSTEIN, 2005; NEKOEI et al., 2009).

Figura 21. Espectros de absor¢io expandidos em regides entre 2000-1000 cm™ de
principais modos vibracionais dos complexos I-V e dos seus respectivos ligantes Hbta,

Htta, Htfb, Htff ¢ Hbtc.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Considerando que os ligantes diferem entre si apenas pelos substituintes
aromaticos proximos a carbonila, a absor¢ao da ligagdo C=0O ¢ observada em regides
distintas, tendo em vista que o efeito eletronico promovido por esses fragmentos resulta

em uma maior deslocalizagdo eletronica. Ou seja, a depender da for¢a dos grupos
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retiradores de elétrons inseridos no anel, a exemplo, os halogénios fluor, cloro e bromo,
quanto maior a capacidade em retirar os elétrons, menor serd a energia de estiramento.
Sendo assim, a ordem de deslocamento para esses ligantes ¢ bta <tfb ~ btc<tff e para os
complexos, segue a mesma tendéncia, como mostra a Figura 21. O ligante tta ndo pdde
ser comparado, uma vez que o grupo aromatico que compde sua estrutura ¢ de 5 membros,
o que promove um efeito diferente, tendo em vista que a tensdo do anel influenciaré nas
vibragdes de estiramento (SILVERSTEIN, 2005; NEKOEI et al., 2009).

Outras frequéncias tipicas de modos vibracionais de fragmentos das B-dicetonas
podem ser observadas como, por exemplo, a banda vC-F entre 1263 e 1000 cm™' do grupo
CF3, além do surgimento de novas bandas de atribuidas a vC=C + vC-CF3, em regides
compreendidas entre 1320 e 1140 cm™ para todos os complexos (SILVERSTEIN, 2005;
COUTO ALMEIDA et al., 2015). Como exibido, no espectro referente ao complexo I
(Figura 22), o fendmeno de deslocamento de bandas para regides de maiores frequéncias
atribuidas a vibracao de estiramento das ligagdes C-O acopladas a C-C foi observado em
regides entre 1605 e 1573 cm’!, havendo, portanto, uma varia¢io (A) de 4 a 15 cm’!

(WANG et al., 2016).

Figura 22. Espectro de absor¢do na regido entre 1800-1000 cm™ dos compostos I, Hbta
e precursor evidenciando a coordenagdo a partir do deslocamento e aparecimento de

bandas.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Vibragdes de estiramento vC=C + vC=0 também foram observadas nos demais
complexos: entre 1738 e 1576 cm™! para o complexo II; entre 1601 e 1537 cm™ para o
complexo III; entre 1610 a 1537 cm™! para o complexo IV; e entre 1603 a 1538 cm™! para
o complexo V, como listado na Tabela 10, em que estdo detalhadas as principais bandas
caracteristicas e atribuigdes das PB-dicetonas livres e coordenadas. Os espectros dos

demais complexos estdo demonstrados no Anexo na se¢ao B.

Tabela 10. Modos vibracionais (cm™) e atribui¢des do espectro no IV correspondentes

as principais bandas referentes as B-dicetonas em sua forma livre e nos complexos I-V.

Atribuicoes® p-dicetonas livres B-dicetonas coordenadas
e (em™) (cm™)
Intensidades” Hbta Htta Htfb Htff Hbte I [T 1 v v

1599 1659 1613 1625 1622 1605 1738 1601 1610 1603
vC=0 + vC=C (F) 1576 1643 1585 1590 1590 1595 1605 1583 1575 1588
1492 1575 1483 1573 1573 1573 1576 1537 1540 1538

- - - - - 1319 1312 1312 1308 1312
- - - - - 1288 1303 1292 1288 1295

vC-CF3 + vC=C (F)

1264 1263 1265 1277 1257 1252 1256 1254
1203 1247 1229 1227 1200 1187 1231 1218
vC-F (F)
1187 1198 1209 1108 1186 1153 1192 1114
1140 1145 1153 1064 1146 1140 1145 1069
46C-F (F) - - - 795 - - - - 792 -
6C-Br (F) - - 469 - - - - 472 - -
vC-S(f) - 1064 - - - - 1067 - - -
- - - - 1244 - - - - 1254
- - - - 1199 - - - - 1185
vC-CI(f)
- - - - 1144 - - - - 1148
- - - - 1092 - - - - 1091
vRu-O (f) - - - - 382 380 365 378 378

3y designa vibracdo de estiramento; & designa vibracio de deformacdo °F:forte, m:média, f:fraca; -: ndo

observado

Para os complexos contendo os ligantes tta, tfb, tff e btc, foram observados modos
vibracionais especificos e caracteristicos dos substituintes heterociclicos. A banda de

estiramento C-S, caracteristica do tta, foi deslocada para regido de maior frequéncia apos
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a coordenacdo (Avcs = 3 cm™), por isso, no complexo II este modo vibracional foi
observado em 1067 cm™! (Figura B7A - Anexo). Para os complexos III e IV, os modos
vibracionais 8C-Br e §C-F (Figuras B7B e B7C - Anexo) foram observados em 472 cm’!
e 795 cm’!, respectivamente. Para o complexo V, as bandas caracteristicas do btc,
atribuidas a vC-Cl, foram observadas entre 1252 e 1091 cm™ (Figura B7D - Anexo).
Exceto para o sistema contendo o ligante tff, majoritariamente, os deslocamentos
ocorreram para regioes de menor frequéncia ap6s a coordenacdo com variacdes (A) entre
8 e 2 cm™ (BARBOSA,2007; RAMOS, 2021).

A presenga da piridina nos novos complexos também pdde ser sugerida através
das andlises dos espectros exibidos na Figura 23, em que foram observados
deslocamentos de bandas em regides caracteristicas, cujas absor¢des estdo relacionadas
aos modos de vibragdo das ligagdes C-N e C=C, evidenciando a complexacao da piridina

via 4tomo de nitrogénio ao ruténio (NAKAMOTO, 1997, SILVERSTEIN, 2005).

Figura 23. Espectro com regido ampliada entre 870-350 cm™! do ligante livre py e dos

complexos I-V.

Py
— —— (@)
— ()

NSV T ——@v)

VRu-N

A
(500-453 cm™)

vRu-O

e
ﬁ“

anel

Transmitincia (u.a)

O, C=N (600-597 cm™) (365-382 cm™)
(761-764 cm™) Y
vP-F 8,,C=C V,P-F
-1
(828-832em™)  (6598.695 cm™) (556-558 cm’™")
T T T " T ' ) ' :
800 700 600 500 400

Numero de onda (cm™)

Fonte: Dados da Pesquisa.

Neste caso, bandas atribuidas a §,sC=C foram observadas entre 698 e 694 cm,

com variagdo de deslocamento Asasc=c: 2-5cm™! para regides de menores frequéncia, além
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da banda atribuida a d.s(C=N) com deslocamento para regides de maior frequéncia,
quando comparado ao ligante livre (Asasc=n : 18-14 cm™), como listado na Tabela 11. No
entanto, os modos vibracionais (viC=C e vasC=C) ndo foram observados nos espectros,
devido a sobreposicdo as bandas dos -dicetonatos. Além do efeito de deslocamento, o
aparecimento de novas bandas também corrobora para a andlise, sendo um indicio
adicional de complexacdo. Nesse sentido, também foram encontradas em frequéncias
baixas, bandas referentes aos estiramentos das ligagdes Ru-O e Ru-N, como demonstrado

na Figura 23 (DEEPTHI; VENUGOPALAN, 2016; COUTO ALMEIDA et al.,2014).

Tabela 11. Modos vibracionais da piridina livre e nos complexos I-V.

Modos vibracionais da piridina atribuidas (cm™)

Livre 3as(C=C)  8,(C=N) vy(C=C)  vas(C=C) vs(C-H) el
700 747 1148 1481 3075 600
Complexada  §,5(C=C)  0s5(C=N) v(C=C) vo(C=C) vs(C-H)  Sanel vRu-N

I 698 763 - - 600 453

11 694 765 - - 598 463

111 695 761 - - 597 472

| AY 695 764 - - 597 500

\Y% 695 761 - - 594 479

vs: Estiramento simétrico/ vas: Estiramento assimétrico/ 8as: dobramento assimétrico

Fonte: Dados da pesquisa.

4.2.4 Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear € uma técnica de ampla
aplicabilidade, que tem como intuito a caracterizacdo, visando a compreensao estrutural
de compostos organicos e inorganicos que possuem espécies quimicas com nticleos ativos
(BRANCO et al., 2015). Desta forma, utilizou-se RMN 'H e RMN '*C {!H} para constatar
a presenga dos novos ligantes inseridos.

A andlise dos espectros permitiu evidenciar a complexagdo ao metal e,
consequentemente, a inser¢ao dos B-dicetonatos e piridina. Para isso, as atribui¢des de
sinais foram realizadas a partir das correlagcdes observadas nos espectros e por meio de

comparacdo de valores de deslocamentos quimicos dos ligantes livres, além da
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comparagdo com compostos analogos ja descritos na literatura (SERSEN et al.,2013;

URSIC et al.,2017; ISMAIL et al., 2021).

4.2.4.1 Ressonancia Magnética Nuclear de 'H

A Figura 24 exibe o espectro do complexo I, em que sdo atribuidos e identificados
todos protons existentes e listados na Tabela 12. Nas Tabelas 13, 14, 15 e 16, estao
descritos os dados para I, III, IV e V, respectivamente. Além disso, os espectros destes

complexos estdo demonstrados no Anexo (secao C).

Figura 24. Espectro de RMN-'H (400 MHz) obtido em CDCIl3 do complexo I com os

hidrogénios identificados.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 12. Deslocamentos quimicos (ppm), atribui¢des de sinais, valores das integrais e
constantes de acoplamento (Hz) dos prétons existentes no complexo precursor Rup-cim,

Hbta, py e em seu derivado [Ru(bta)(p-cim)(py)]PFs (I).

H2 H3
H1 H4

O
HI11 O‘I \
HI2 H10' 7 Ho

H11'

Rup-cim Complexo I
H on | Jun (Hz) H on | Jun (Hz)
H1 2,16 (s) 3 - H1 2,16 (s) 3 -
H2/ H2’ 5,48 (d) 2 5,6 H2 5,90 (d) 1 1,3
H2’ 5,70 (d) 1 1,2
H3/H3’ 5,34 (d) 2 5,7 H3 5,75 (d) 1 1,2
H3’ 5,65 (d) 1 1,2
H4 2,93 (h) 1 7,0 H4 2,84 (h) 1 7,0
19,2
H5/H5’ 1,28 (d) 6 6,9 H5/H5’ 1,35 (dd) 6 69
Hbta bta
H on | Jun (Hz) H on | Jun (Hz)
Hé6 6,58 (s) 1 - Hé6 6,17 (s) 1 -
H7/H7 7,96 (m) 2 - H7/HT 7,94 (m) 2 -
H8/HS’ 7,51 (m) 2 7,7 H11+H8/H8’ 7,49 (m) 4 -
H9 7,63 (m) 1 7,4 H9 7,60 (m) 1 -
py livre py coordenada
H on Ju-n (HZ) H Oon Ju-n (HZ)
43 5,1
H10/H10> 8,54 (dt) 2 17 H10/H10’ 8,48 (dt) 2 s
7,6
H11/H11’+H
H11/H11> 7,18 (ddd) 2 4,3 7,49 (m) 4 -
8/H8’
1,5
7,6 7,7
H12 7,58 (tt) 1 H12 7,86 (tt) 1
1,8 1,5

Fonte: Dados da pesquisa.



Tabela 13. Deslocamentos quimicos (ppm), atribui¢des de sinais, valores das integrais e
constantes de acoplamento (Hz) dos prdtons existentes no complexo precursor Rup-cim,

Htta, py e em seu derivado [Ru(tta)(p-cim)(py)]PFe (II).

Rup-cim I
H On j Jun (HZ) H OH _[ Ju-n (HZ)
H1 2,16 (s) 3 - H1 2,21 (s) 3 -
6,1
H2/ H2’ 5,48 (d) 2 5,6 H2 5,84 (d) 1
H2’ 5,73 (d) 1 6,0
H3/H3’ 5,34 (d) 2 5,7 H3/H3’ 5,66(m) 2 -
H4 2,93 (h) 1 7,0 H4 2,85 (h) 1 7,0
H5/HS’ 1,28 (d) 6 6,9 H5/HS’ 1,37(dd) 6
Htta tta
H on [ Jun(Hz) H on [ Juu(Hz)
6,45 (s)
H6, H6’ 2 - Hé6 6,00 (s) 1 -
4,98 (s)
5,0
H7 + HS8 7,21 (ddd) 2 3,9 H7 + H12 7,74 (m) 2 -
2,6
H9 7,81 (m) 1 - HS8 7,16 (t) 1 4,5
H9 7,87 (1) 1 7,6
py livre py coordenada
H 6]—1 JH.H (HZ) H 6]—1 JH-H (HZ)
4,3
H10/H10’ 8,54 (dt) 2 . H10/H10’ 8,42 (d) 2 5,6

2




7,6

HIVHIT 7,18 (ddd) 2 43 HIVHID  748(t) 2 4,5
1,5
7,6

HI12 7,58 (tt) 1 q H7+HI2 7,74(m) 2 -

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 14. Deslocamentos quimicos (ppm), atribui¢des de sinais, valores das integrais e
constantes de acoplamento (Hz) dos protons existentes no complexo precursor Rup-cim,

Htfb, py e em seu derivado [Ru(tfb)(p-cim)(py)]PFe (I1I).

Br

Rup-cim I
H OH _[ Ju-n (HZ) H OH _[ Ju-n (HZ)
H1 2,16(s) 3 - H1 2,12(s) 3 -
H2/H2’ 548 () 2 5,6 H2 591 (d) 1 6,1
H2’ 577() 1 6,1
H3/H3’ 534(d) 2 5,7 H3 570(d) 1 6,1
H3’ 562(d) 1 6,0
H4 293() 1 7,0 H4 2,82(h) 1 -
14,3
H5/H5 128 6 6,9 H5/H5 1,33 (dd) 6 ‘o
Htfb tfb
H on | Juu(Hz) H on | Juu(Hz)
H6 6,54 (s) 1 - H6 6,09 (s) 1 -
H7/HT 781 (m) 2 - H7/HT’ 801 (t) 2 7,0
H8/HS’ 7,66 (m) 2 - H8/HS’ 749(1) 2 6,7
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py livre py coordenada

H on [ Juu(Hz) H on [ Juu(Hz)
43

H9/HY’ 8,54 (dt)y 2 L H9/HY’ 8,50 (d) 2 5,6
7,6

H10/H10° 7,18 (ddd) 2 43 H10/H10°  7,18(t) 2 8.4
1,5
7,6

H11 7,58 (tt) 1 g H11 787 (1) 1 7,6

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 15. Deslocamentos quimicos (ppm), atribui¢des de sinais, valores das integrais e
constantes de acoplamento (Hz) dos protons existentes no complexo precursor Rup-cim,

Htff, py e em seu derivado [Ru(tff)(p-cim)(py)]PFs (IV).

Rup-cim v
H on [ Jun(Hz) H on [ Jun(Hz)
H1 2,16(s) 3 - H1 2,11(s) 3 -
H2/H2’ 548(d) 2 5,6 H2 592(d) 2 5.8
H2’ 575(d) 2 5.8
H3/H3’ 534(d) 2 5,7 H3 571(d) 2 6,1
H3’ 562(d) 2 5.9
H4 2,93 (h) 1 7,0 H4 2,80 (h) 1 7,0
H5/HS’ 128(d) 6 6,9 H5H5  132(dd) 6 Z’Z
Htff tff
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H on [ Juu(Hz) H on [ Juu(Hz)

Hé6 6,53 (s) 1 - Heé 6,10 (s) 1 -
H7/HT 7,99 (m) 2 - H7/HT 8,0l (m) 2 -
H8/H®’ 7,20 (m) 2 - H8/H®’ 7,18 (m) 2 -

py livre py coordenada

H OH ‘ Ju-n (HZ) H OH Ju-n (HZ)

4,3
H9/HY’ 8,54 (dt) 2 17 H9/HY’ 8,50 (dt) 2 5,2
7,6 7,7
H10/H10> 7,18 (ddd) 2 4,3 H10/H10> 7,49 (ddd) 2 5,0
1,5 1,5
7,6 7,7

H11 7,58 (tt) 1 H11 7,87 (tt) 1

1,8 1,5

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 16. Deslocamentos quimicos (ppm), atribui¢des de sinais, valores das integrais e
constantes de acoplamento (Hz) dos protons existentes no complexo precursor Rup-cim,

Hbtc, py e em seu derivado [Ru(btc)(p-cim)(py)]PFs (V).

H1 H4

H dn Jun (Hz) H du Jin (Hz)
H1 2,16(s) 3 - H1 2,12(s) 3 -
H2/H2’ 548(d) 2 5,6 H2 593(d) 1 6,5
H2’ 577(d) 1 6,7
H3/H3’ 534(d) 2 5,7 H3 572(d) 1 6,1
H3’ 5,64 (d) 1 6,0
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H4 2,93 (h) 1 7,0 H4 2,82 () 1 6,9

1,33 16,0
6

H5/H5 128(d) 6 6,9 H5/H5
(dd) 7,0
Hbtc btc
H OH Ju-n (HZ) H OH Ju-n (HZ)
H6 6,54(s) 1 - H6 6,06 (s) 1 -

H7/HT 7,89 (m) 2

H7/H7 +H11 7,85 (m) 3 -

H8/HS’ 7,49 (m) 2 - H8/H8 + H10 7,49 (m) 4 -
py livre py coordenada
H on | Jun(Hz) H on | Juu(Hz)
4,3
H9/HY’ 8,54 (dt) 2 . H9/HY’ 851(d) 2 5,1
7,6
HS8/HS’ +
H10/H10> 7,18 (ddd) 2 4,3 7,49 (m) 4 -
H10/H10°
1,5
7,6
H11 7,58 (tt) 1 - H7/H7 +H11 7,92 (m) 3 -

Fonte: Dados da pesquisa.

A partir da andlise dos espectros de RMN 'H, foi possivel observar deslocamentos
caracteristicos do precursor, além dos deslocamentos quimicos que evidenciam a
existéncia dos ligantes. O precursor Rup-cim apresenta dois grupos distintos de sinais,
sendo o primeiro referente aos hidrogénios alifaticos (grupos metila e isopropil) em
regides entre 8 1,0 e 3,0 ppm, e o segundo referente aos hidrogénios aromaticos
(benzeno), que geralmente aparecem por volta de & 5,5 ppm. A partir da substituicao dos
cloridos por novos ligantes, neste caso, as B-dicetonas e a piridina, observou-se que os
protons referentes ao segundo grupo nos complexos I, III, IV e V exibiram maior
desblindagem quando comparados aos sinais dos protons do precursor, como

demonstrado na Figura 25.
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Figura 25. Espectros com regido expandida referentes aos sinais dos protons em baixo

campo do grupo aromatico do precursor presentes em todos complexos
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Fonte: Dados da pesquisa.

A presenca de sinais mais desblindados em regides referentes aos hidrogénios
supracitados, identificados como H2, H2’, H3 e H3’, pode ser explicada pelo ambiente
quimico gerado através inser¢do dos novos ligantes, que possuem elementos com
eletronegatividade pronunciada (oxigénio nas B-dicetonas e nitrogénio na piridina), cujo
efeito indutor promove a desblindagem dos prétons do anel, diminuindo ainda mais a
anisotropia diamagnética (BROWN et al., 2010). Com excecdo do complexo II, esses
sinais foram observados em regides entre 6 5,62 e 5,93 ppm (Tabelas 12-16), com
desdobramentos em dubletos, e essas novas multiplicidades podem estar relacionadas a
quebra de simetria do grupo areno com a coordenacao de ligantes assimétricos (ARAUJO
NETO, 2020).

Vale salientar que os hidrogénios alifaticos (H1, H4, H5/H5’) ndo apresentaram
mudangas significativas em seus deslocamentos quimicos. Os prétons do grupo metil
(H1) exibiram multiplicidade singleto(s), por serem quimicamente equivalentes, na faixa
entre 0 2,19 e 2,11 ppm, ao passo que os protons do grupo isopropil (H4 e H5/H5”) com

multiplicidade hepteto (h) e duplo dubleto (dd), respectivamente, exibiram deslocamentos
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quimicos entre 0 2,80 ¢ 2,85 ppm para o H4 e & 1,37 e 1,32 ppm para H5/HS’
(Figura C5-Anexo) (FONSECA, 2011; SERSEN et al.,2013).

A confirmag¢do da coordenagdo das B-dicetonas ¢ evidenciada pela presenca do
sinal identificado como H6, proveniente do hidrogénio germinal do metileno de
multiplicidade singleto (s), correspondente a 1H e compreendido em uma regido entre o
6,06-6,15 ppm para todos os complexos. Ademais, ¢ um forte indicio de que o ligante
B-dicetona foi desprotonado, tornando o seu cardter anionico e favorecendo a
complexacdo ao ruténio(Il). Outro indicio ¢ a presenca de sinais de prétons dos
substituintes aril (tiofeno, fluorofenil, clorofenil ¢ bromofenil) (SERgEN et al.,2013;
URSIC et al.,2017).

Para o complexo I foram observados deslocamentos de sinais dos hidrogénios
aromaticos do ligante livre bta identificados como H7/H7’, H8/H8’ e H9 para regides de
campo mais alto. A blindagem desses protons pode ter sido promovida a partir da maior
disponibilidade eletronica que o ruténio possui com a presenga do p-cimeno ¢ do ligante
piridinico, o que resulta em uma menor competicao eletronica. Isso faz com que a nuvem
eletronica formada a partir da deslocalizacao eletronica do anel e que envolve os prétons

do ligante mencionado, permaneca praticamente inalterada (Figura 26).

Figura 26. Espectros com regido expandida referentes aos sinais dos hidrogénios do

ligante bta presentes no complexo I as respectivas atribuicdes.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Os deslocamentos quimicos exibiram, portanto, multiplicidade multipleto (m)
para os protons H7/H7’em & 7,94 ppm, HS, H8’ em 6 7,50 ppm ¢ H9 em o 7,60 ppm,
como especificado na Tabela 12. Para os demais complexos, também foram observados
deslocamentos caracteristicos que confirmam a coordenagao do ruténio a essas espécies,
cujos sinais e atribuigdes estao listados nas Tabelas 13 a 16. Os espectros dos complexos
I1-V e seus respectivos ligantes livres estdo dispostos na se¢ao Anexo C (Figura C6-C10).

Por fim, através da comparacao do espectro da piridina em sua forma livre com a
piridina complexada ao ruténio, considerando a mudanga de ambiente quimico apods a
coordenagao, foram observados deslocamentos dos sinais atribuidos aos hidrogénios orto
(0 8,48-8,51 ppm), meta (& 7,90-7,74 ppm), e para (6 7,49-7,18 ppm), ao nitrogénio da
piridina, bem como o desdobramento de alguns desses sinais, como exibido na Figura 27.
Todas as integrais e atribui¢des da piridina, assim como do precursor e das B-dicetonas
estdo em concordancia com a literatura (SERSEN et al.,2013; URSIC et al.,2017;
GRGURIC-SIPKA et al., 2010).

Figura 27. Espectros com regido expandida referentes aos sinais dos hidrogénios do

ligante py presentes em todos complexos com as respectivas atribuigdes.
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Fonte: Dados de pesquisa.
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4.2.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear de 13C {H}

Os espectros de RMN de "C{'H} dos complexos I-V exibiram sinais
caracteristicos do grupo p-cimeno, cujos deslocamentos quimicos atribuidos aos alcanos
alifaticos (C1, C4’, C5 e C6) foram observados na regido entre o 30,85-16,71 ppm e os
sinais atribuidos aos carbonos aromaticos (C1°, C2, C2’, C3, C3’ e C4) observados em
regides de campo mais baixo, entre 103,42-76,27 ppm. Sinais que evidenciaram a
inser¢do dos ligantes (B-dicetonatos e piridina) também foram exibidos nos espectros e
apresentaram deslocamentos quimicos regides acima de 6 110 ppm. Além disso, todos os
sinais, exceto os nucleos proximos aos atomos de fluior, os quais ha acoplamento através
de uma ou duas ligagdes (2Jcr=33 Hz e 'Jcr = 284 Hz), e 0s sinais atribuidos aos carbonos
do anel do p-cimeno, sio singletos (SERSEN et al. 2013; SERSEN et al., 2015).

A Figura 28 ilustra o espectro de RMN de '*C {'H} para o complexo I em que os
sinais atribuidos aos carbonos metilicos e isopropilicos do grupo areno exibiram
deslocamentos quimicos em 8 16,71 ppm (C1), 8 30,09 ppm (C4’), 6 21,44 ppm (C5) e 6
21,36 ppm (C6). Os carbonos do anel constituinte do mesmo grupo exibiram maior
desblindagem, o que ja ¢é esperado para espécies que compdem sistemas aromaticos, com
sinais em 6 99,22 ppm (C1’), & 83,69 ppm (C2), & 81,23 ppm (C2’), 6 76,27 ppm (C3,
C3”) e 8 102,65 ppm (C4). Os sinais atribuidos aos carbonos ligados ao oxigénio (C8 e
C10) bem como o carbono metilénico (C9) do ligante bta foram observados em 6 168,77
ppm, & 186,52 ppm e & 91,21 ppm, respectivamente. Além disso, C7 e C8 exibem
mutiplicidade dupleto como resultado do acoplamento de nucleos de carbono com
nticleos de fltior (1Jcr= 269 Hz e 2Jcr = 33 Hz, respectivamente).

A diferenga de deslocamentos quimicos entre estes carbonos envolve a
coordenagdo ao ruténio, considerando que os carbonos C8 e C10 sdo mais proximos do
sitio de coordenagdo, além do efeito indutivo dos atomos de oxigénio ser mais
pronunciado e influenciar na desblindagem. Esse mesmo efeito ¢ observado para os
atomos de carbono ligados a heterodtomos com carater eletronegativo, tal como o C7
(carbono ligado ao fluor), que exibiu sinal em 6 116,79 ppm. Os carbonos aromaticos
Cl11, C12/C12’, C13/C13’ e C14 apresentaram sinais em 6 134,86 ppm, & 128,45 ppm, 6
127,12 ppm e 6 138,82 ppm, respectivamente.

Além do bta, foi possivel verificar a presenca de sinais caracteristicos do anel
piridinico atribuidos como C15/C15’ (6 151,09 ppm) para os carbonos na posi¢ao orto,

C16/C16’ (0 125,81 ppm) para os carbonos na posi¢ao meta € C17 (6 133,21 ppm) para
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o carbono na posicao para ao nitrogénio, cujo maior efeito de desblindagem ¢ observado
para os carbonos mais proximos a esse atomo. A comparacao dos complexos I-V com
dados descritos na literatura para complexos similares contendo o ligante clorido (doador
sigma (o) e pi (7)) permitiu verificar também que os deslocamentos quimicos dos ligantes
B-dicetonas, bem como do p-cimeno, foram menores devido a inser¢ao do ligante piridina
aceptor pi (1)), o que corrobora para a confirmag¢ao da formagao dos compostos propostos.
Além disso, todos os sinais ¢ atribuigdes observados estdo em concordancia com a
literatura (FANDZLOCH et al., 2021; DUCHANE et al., 2018; PETTINARI et al., 2017,
SERSEN et al. 2013; VOCK et al., 2006; GRGURIC-SIPKA et al., 2010). Os espectros

dos outros complexos encontram-se no Anexo D.

Figura 28. Espectro de RMN —3C {'H}, obtido em CDCls e frequéncia de 100 MHz, do

complexo I com os carbonos identificados.
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Deslocamento quimico (0)
Fonte: Dados da pesquisa.
A Tabela 17 exibe as atribuigdes e deslocamentos quimicos de todos os

complexos, considerando as respectivas representagcdes estruturais. Através das
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comparacdes dos deslocamentos quimicos ¢ possivel verificar que os ligantes -
dicetonatos com substituintes heterociclicos distintos induzem a efeitos ligeiramente
diferente nos 4atomos de carbono préximos. Como mencionado anteriormente,
substituintes com carater eletronegativo tendem a reduzir a densidade eletronica de
atomos vizinhos, o que leva a desblindagem dos nucleos. No entanto, esse efeito pode
variar a depender da magnitude da eletronegatividade da espécie proxima a determinado
nucleo de carbono. Nesse sentido, deslocamentos quimicos atribuidos a0 mesmo carbono
foram comparados entre os quatro complexos e, a partir dessa analise, verificou-se que
os carbonos (C10) exibiram deslocamentos quimicos na seguinte ordem decrescente:
I>II>V>TV>ILL

A justificativa para tal ordem consiste na competi¢do eletronica entre os grupos,
que pode promover uma blindagem parcial no respectivo ntcleo, resultando em
deslocamentos quimicos menores. No caso do ligante bta, como ha presenca de
ressonancia ¢ auséncia de substituintes eletronegativos, ndo ha efeito indutivo que
promova a blindagem parcial do nucleo atribuido ao C10, tendo este nucleo apenas o
efeito de desblindagem promovido pela vizinhanga com o oxigénio. Ao contrario dos
ligantes tfb, tff e btc, que contém os halogénios bromo, flior e cloro, respectivamente. A
tendéncia se segue através do carater doador m, como o bromo € o que exibe esse carater
mais pronunciado e, consequentemente, menor efeito indutivo, o nicleo supracitado tera
uma desblindagem menos efetiva, ja que o bromo competird com o oxigénio por elétrons.
Esse efeito ¢ observado para o cloro, seguido do fliior que, por ser uma espécie doadora
n fraca, competira mais efetivamente por elétrons, resultando um menor deslocamento
quimico. O complexo II, cujo ligante tta possui estrutura distinta dos demais, exibiu o
efeito mais pronunciado, tendo em vista que o tiofeno ¢ um substituinte de menor
aromaticidade.

Em se tratando dos carbonos atribuidos aos sinais C13/C13’ para os complexos
IIL, IV e V, observou-se que os deslocamentos quimicos exibiram a seguinte tendéncia
em ordem decrescente: III> V> 1V, sendo também justificado pela eletronegatividade, ja
que, quanto mais pronunciada a eletronegatividade, mais blindados ficardo os 4&tomos de
carbono da vizinhanga. Vale ressaltar que a ressonancia do anel aromético também
influencia no efeito de blindagem, sendo, neste caso, o fator que corrobora para a
blindagem dos nucleos de carbono. O carbono atribuido ao Cl14 também exibe
deslocamentos quimicos distintos, tendo em vista o substituinte, mas, neste caso, o

complexo III exibe comportamento imprevisto, uma vez que o sinal sugere maior
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blindagem que o complexo contendo o ligante btc, o que pode ser explicado pelo tamanho

do atomo de bromo quando comparado com o tamanho do cloro.

Tabela 17. Valores de deslocamentos quimicos & (ppm) de RMN de '*C {'H} para os

complexos I-V.

Atribuicoes 0 (ppm) (multiplicidade, Jcr(Hz)) dos complexos sintetizados
Ligantes I 11 111 v A\
Ci 16,71 (s) 17,39 (s) 17,40 (s) 16,93 (s) 16,95 (s)
Cr 99,22 (s) 99,41 (s) 100,27 (s) 99,70 (s) 99,78 (s)
C 83,69 (d) 83,99 (d) 84,66 (d) 84,12 (d) 84,18 (d)
S Cy 81,23 (d) 82,40 (d) 81,60 (d) 81,14 (d) 81,17 (d)
g C3,Cs 76,27 (t) 77,03 (t) 76,93 (t) 76,47 (t) 76,52 (t)
.i C, 102,65 (s) 103,42 (s) 103,34 (s) 102,84 (s) 102,88 (s)
Cy 30,09 (s) 30,85 (s) 30,77 (s) 30,30 (s) 30,31 (s)
Cs 21,44 (s) 22,24 (s) 22,13 (s) 21,66 (s) 21,56 (s)
Cs 21,36 (s) 22,08 (s) 22,02 (s) 21,54 (s) 21,67 (s)
C; 116,79 118,98 118,60 165,78 118,41
(d, Jer269)  (d,'Jcr269)  (d,'Jcr269)  (d, 'Jcr 256) (d, 'Jer 284)
Cs 168,77 168,80 169,85 169,05 169,51
. (d, *Jcr 33) (d, 2Jcr 34) (d, 2Jcr 34) (d, 2Jcr 34) (d, *Jcr 34)
g Co 91,21 (s) 91,72 (s) 91,64 (s) 91,09 (s) 91,21 (s)
.g Cuo 186,52 (s) 180,02 (s) 186,07 (s) 185,30 (s) 185,45 (s)
= Cn 134,86 (s) 141,55 (s) 134,28 (s) 131,33 (s) 139,07 (s)
C12,Cr 128,45 (s) 139,59 (s) 132,25 (s) 130,25 (s) 128,99 (s)
C13,Ci3 127,12 (s) 129,21 (s) 129,30 (s) 115,89 (s) 128,80 (s)
Cis 138,82 (s) 132,14 (s) 139,36 (s) 139,04 (s) 140,09 (s)
= Ci5,Cis 151,09 (s) 151,77 (s) 151,80 (s) 151,35 (s) 151,35 (s)
:—E Ci6,Cire 125,81 (s) 126,58 (s) 126,39 (s) 126,02 (s) 126,05 (s)
'a Cr7 133,21 (s) 135,52 (s) 132,45 (s) 130,25 (s) 133,38 (s)

Fonte: Dados da pesquisa.

Dados na literatura de deslocamentos quimicos a partir de analise de '*C dos

ligantes bta, tta e btc em sua forma livre foram relacionados com os complexos I, Il e V,

deste trabalho. Os sinais dos ntcleos que participam diretamente da coordenagdo ao

metal, neste caso, C8, C9 e C10 foram comparados e verificou-se que houve variagdo em



todos deslocamentos quimicos selecionados, como listado na Tabela 18, sendo mais um
indicio de obtencao dos complexos propostos, além de ser verificada uma variacdo mais
pronunciada envolvendo o nucleo de carbono atribuido ao C(8), cuja coordenagdo, além
do efeito indutivo dos atomos de oxigénio e flaor do grupo CF3, influenciam diretamente
neste quesito. Vale ressaltar que os valores de A obtidos entdo similares aos valores

relatados na literatura (SERSEN ez al. 2013).

Tabela 18. Variacio de deslocamentos quimicos selecionados de RMN '*C em ligantes

livres (Hbta, Htta e Hbtc) e nos respectivos complexos.

Ligante (Complexo) (ppm)

Atribui¢do Hbta () _ Htta () _ Hbitc (V)
Olivre 177,5 171,3 177,5
3(°C) C8 Seomplexo 1688 168,8 169.5
A= Jcomplexo-Olivre -8,7 2,5 -8
Otivre* 92,4 93,7 92,4
3(13C) C9 Secomplexo 912 91,72 91,2
A= Seomplesodivre 12 2,0 12
Olivre* 186,3 182,9 185,5
3(BC) C10 Ocomplexo 186,5 180,0 185,5
A= Biivre- Ocomplexo -0,2 -2,9 0

* SERSEN et al. 2013.

Fonte: Dados da pesquisa.

4.2.5 Difracao de raios X por monocristal

A técnica de difracdo de raios X, a partir de monocristais de tamanhos adequados
provenientes da recristalizacdo dos so6lidos dos complexos III e IV, foi realizada
conforme descrito na se¢do 3.3.6 deste trabalho. Através da anélise dos dados, foi possivel
verificar a estrutura cristalina de ambos complexos exibidos nas Figuras 29 e 30. Os dados
cristalograficos estdo dispostos na Tabela 19 e os angulos de ligacdes, bem como os
comprimentos de ligacdo de maior relevancia para a esfera de coordenacdo do ion

ruténio(Il), estdo exibidos na Tabela 20.
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Figura 29. Estrutura Ortep do complexo III com elipsdides térmicos a 50% de
probabilidade. Os atomos de fltior da fragdo CF3 estdo desordenados em duas posigdes
diferentes a) componente principal com 85,3% de ocupacao e b) componente menor com

14,7% de ocupacgao.

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 30. Estrutura Ortep do complexo IV com elipsdides térmicos a 50% de
probabilidade. Os atomos de fltior da fragdo CF3 estdo desordenados em duas posigdes
diferentes a) componente principal com 50,1% de ocupagdo e b) componente menor com

49,9% de ocupagao.

Ca0 .
C35 =

Fé

Fonte: Dados da pesquisa.
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A partir dos resultados obtidos pela técnica, demonstrou-se que os complexos IIT

e IV cristalizam no grupo espacial P2/c do sistema monoclinico, como reportado na

Tabela 19. Além disso, os parametros geométricos estdo de acordo com os valores

esperados e concordam com os dados cristalograficos observados para estruturas

similares descritas na literatura (MARTINEZ etal.,2012; PRAGTI et al., 2021).

Tabela 19. Dados cristalograficos obtidos através da andlise dos complexos

[Ru(ttb)(p-cim)(py)]PFs (IIT) e [Ru(tff)(p-cim)(py)|PFs (IV)

Foérmula C25H24BrFoNO,PRu (111) C25H324F10NO2PRu (IV)

Massa Molar (g mol ™) 753,40 692,49

Temperatura (K) 296(2) 296(2)

Comprimento de onda 0,71073 0,71073

Mo-Ka (A)

Sistema Cristalino Monoclinico Monoclinico

Grupo Espacial P2i/c P2ic

Parametros da Célula a=9,8272(5) A a=9,9486(4) A

Unitaria b=16,1197(8) A B=91,783(2)° b=16,0190(6) A B=91,841(2)°

c=17,9580(10) A c=17,3789(8) A

Volume (A%) 2843,4(3) 2768,2(2)

Z, Densidade 1,760 4,1,662

(calculada) (Mg m™)

Coeficiente de absor¢do 2,096 0,716

(mm’')

F(000) 1488 1384

Tamanho do cristal 0,160 x 0,130 x 0,130 0,520 x 0,420 x 0,330

(mm?)

Intervalo de 0 (°) 1,698 a 26,416°. 1,729 a 26,430°

Intervalo de Akl -11<=h<=12 -11<=h<=12
-17<=k<=20 -20<=k<=19
-22<=]<=22 21<=1<=16

Reflexdes coletadas 48573 31532

Reflexdes Unicas

[Rimerno]

Integralidade para teta

5851 [0,0980]

25,242° de 100,0 %

5691 [0,0409]

25,242° de 100,0 %
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Método de refinamento

F2

Reflexdes observadas
R[>26(1)]; wR

R (todos os dados); wR
Parametro de estrutura
absoluta

S

Apms 3 Apmin (€, A7)

Matriz completa de minimos
quadrados em F?
1,030
R'=0,0450, wR2=0,1116

R'=0,0744, wR2=0,1288
386

6
0,823; -0,584

Matriz completa de minimos
quadrados em F?
1,102
R!=0,0450, wR’ = 0,1144

R'=0,0588, wR’ = 0,1290
392

6
0,642; -0,735

Fonte: Dados da pesquisa.

As estruturas moleculares exibidas nas Figuras 29 e 30 mostram claramente que
ambos os complexos exibem geometria pseudo-octaédrica “piano stool” (traduzida do
inglés “banco de piano”), caracteristica comumente observada para compostos dessa
classe, sendo que o ligante p-cimeno ocupa trés sitios de coordenagdo do octaedro a partir
de ligagdes m, formando o “ assento do banquinho do piano”. Os sitios de coordenagio
remanescentes sdo ocupados pelos ligantes B-dicetonato e piridina, formando neste caso,
as pernas do banco. A coordenagao das -dicetonas tfbr para o complexo III e tff para o
complexo IV ao ion ruténio (II) ocorre via atomos de oxigénio (modo bidentado),
promovendo uma estabilidade adicional, a partir da formag¢ao de um anel quelato de seis
membros. J& a piridina se coordena através dos pares isolados do 4&tomo de nitrogénio.
Portanto, para ambos complexos, o ion ruténio(Il) estd em um ambiente de coordenagado
NOO(n®-areno) (SERSEN et al., 2015; SUBARKHAN et al., 2016, MARTINEZ-
ALONSO et al., 2014).

Como exibido na Tabela 20, o atomo de ruténio é coordenado aos atomos de
carbono a partir de ligagcdes n e pelas distancias de ligagdo Ru-C, em se tratando dos
carbonos das extremidades do anel (grupo areno), foi possivel sugerir a planaridade
esperada, ja que os valores sao muito proximos entre si. Para o complexo III as distancias
Ru-C(35) e Ru-C(32) foram 2,175(5) A e 2,189(5) A. Para o complexo IV as distancias
referentes s mesmas ligagdes foram 2,185(4) A e 2,187(4) A, respectivamente. Além
disso, as distancias de ligagdo Ru-C estdo de acordo com os dados da literatura e variam
entre 2,158(5) A a 2,189(5) A e 2,160(4) A a 2,187(4) A para os complexos III e IV
(FANDZLOCH et al. 2021). Adicionalmente, foi observada uma alternancia de
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comprimentos de ligagdo entre curtas (numa média de 1,3 A) e longas (numa média de
1,4 A) em se tratando das ligagdes C-C do p-cimeno (Apéndice), como demonstrado na
literatura para este grupo (SUBARKHAN et al., 2016).

Os comprimentos de ligacao Ru-0O, assim como Ru-N, tém relagdo direta com a
orientagdo dos atomos doadores de pares de elétrons referentes aos ligantes, além de
serem parametro de confirmagdo para a coordenacdo dessas espécies ao metal. Nesse
sentido, os valores observados de distancia de ligagdo Ru-O(1), Ru-O(2) e Ru-N(1) sdo
2,079(3) A, 2,070(3) A € 2,126(4) A para o 11, e para o IV as distancias sdo 2,080(2) A,
2,077(3) A e 2,120(3) A, ressaltando que, os comprimentos de ligagio Ru-O sdo mais
curtos que Ru-N, e isso justifica-se pela forte natureza c-doadora do dtomo de oxigénio
(MARTINEZ-ALONSO et al., 2014).

As distancias C-O das carbonilas e C-C ambas dos ligantes b-dicetonatos também
corroboram para as informagdes estruturais, neste caso C(1)-O(1) e C(3)-O(2),
apresentam comprimentos variando entre 1,252 A a 1,283 A e ligagdes C-C entre 1,369
A e 1,421 A, para ambos complexos. Todas as distincias observadas através da analise
sdo comparaveis complexos de estruturas similares descritos na literatura (URSIC et al.,
2017; SERSEN et al., 2015; MARTINEZ-ALONSO et al., 2014; RYAN et al., 2021;
FANDZLOCH et al., 2021).

Tabela 20. Comprimentos e angulos de ligagao selecionados para os complexos Il e IV.

Complexo I v
Comprimento de ligagdo (A)
Ru-0(2) 2,070(3) 2,077(3)
Ru-O(1) 2,079(3) 2,080(2)
Ru-N(1) 2,126(4) 2,120(3)
O(1)-C(1) 1,261(5) 1,263(4)
0(2)-C(3) 1,260(5) 1,253(4)
C(1)-C(2) 1,404(6) 1,403(5)
C(3)-C(2) 1,360(7) 1,364(6)
Ru-C(35) 2,175(5) 2,185(4)
Ru-C(32) 2,189(5) 2,187(4)
Angulos de ligacéo (°)

0O(2)- Ru-0O(1) 87,82(12) 87,68(10)
O(2)- Ru-N(1) 85,05(14) 84,98(13)
O(1)- Ru-N(1) 82,63(14) 83,00(11)
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0(2)- Ru-C(32) 159,8(2) 160,35(18)

O(1)- Ru-C(32) 92,54(17) 92,97(14)
N(1)- Ru-C(32) 115,1(2) 114,61(17)
0(2)- Ru-C(35) 88,57(18) 87,99(15)
O(1)- Ru-C(35) 154,88(17) 153,52(14)
N(1)- Ru-C(35) 121,79(18) 122,59(15)
C(32)-C(33)-Ru 71,1(3) 71,3(2)
C(33)-C(34)-Ru 71,93) 71,43)
C(34)-C(35)-Ru 71,0(3) 70,7(3)
C(35)-C(36)-Ru 71,7(3) 71,9(2)
C(36)-C(37)-Ru 71,1(3) 71,02)
C(37)-C(32)-Ru 70,0(3) 70,1(2)
C(38)-C(35)-Ru 125,9(4) 125,8(3)
C(31)-C(32)-Ru 127,0(4) 127,3(3)

Fonte: Dados da pesquisa.

Segundo as Figuras 29 e 30, o ligante B-dicetonato liga-se ao centro metalico,
promovendo distor¢do geométrica pseudo-octaédrica com angulos de mordida com
menor tensdo O(2)-Ru-O(1) de 87,82(12) e 87,68(10) ° para os complexos III e IV.
Valores que sugerem distor¢ao também foram observados para os angulos atribuidos a
O(2)-Ru-N(1) e O(1)-Ru-N(1). Para o complexo III, os angulos observados sdao
85,05(14)° e 82,63(14)° e para o complexo IV, sdo 84,98(13)° e 83,00(11)°. Todos os
angulos observados estdo consistentes aos dados encontrados para organometalicos a base
de ruténio previamente conhecidos envolvendo esses ligantes (MARTINEZ-ALONSO et
al.,2014; SUBARKHAN et al., 2016).

4.2.6 Espectrometria de Massas

Os complexos I-V sintetizados foram analisados por meio da técnica de
espectrometria de massas de alta resolucdo (HRESI-MS), com o objetivo de reforgar a
proposi¢do estequiométrica e confirmar a composi¢do dos ions moleculares cationicos
intactos. Os espectros de massa dos novos complexos foram medidos e os dados
confirmam o padrao estabelecido, tendo em vista a presenca de is6topos tipicos do ruténio
109Ru (18,6%), 12Ru (31,6 %), ''Ru (17,1%), 'Ru (12,6%), *Ru (12,7%), **Ru (1,9%)

e 96Ru (5,5%), estando as abundancias dos respectivos nuclideos entre parénteses. Neste

89



estudo, os valores de m/z listados abaixo referem-se ao pico do elemento mais abundante,
correspondente ao isétopo %*Ru.

Considerando a similaridade das vias de fragmentagdo, apenas os espectros do
complexo I serdo exibidos nessa se¢do. Os demais estardo no Anexo F. Nesse sentido,
para o complexo cationico [Ru(bta)(py)(n®-p-cimeno)]" (I), o ion complexo[M-PFs]" foi
observado a uma razao m/z de 530,0887 (Figura 31), ao qual esta em concordancia com
o valor calculado para C2sH2sF3sNO2Ru", como listado na Tabela 21 que resume os valores
experimentais e teoricos de m/z para todos os complexos sintetizados. Além disso, a partir
da medida de dissociagao induzida por colisdo (CID) no experimento realizado para os
complexos I-V, utilizando N> como gas ionizante, sob a razdo m/z selecionada para o ion
molecular, foi exibido um padrdo de fragmenta¢do. O espectro (ESI - MS/MS) do
complexo I, exibiu uma via de fragmentacdo com uma perda de 79,0430 u, proposto para
a eliminacdo do ligante neutro piridina, a uma m/z de 451,0457, a qual foi atribuida a

descomplexacdo do mesmo ao ruténio (Figura 30(B)).

Figura 31. (A) Espectro de massa HRESI-MS do complexo I com m/z 530,089 [M-PF¢]",
com ampliacdo dos picos isotopicos. (B) Espectro ESI-MS/MS de m/z 530,089 com
fragmentacao em m/z 451,0457.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Para o complexo II, o ion complexo foi observado a m/z de 536,0440 [M-PFs]",

em concordancia com o valor calculado para C23H23F3sNO2RuS", 536,0445. Além disso,

este complexo exibiu o mesmo padrao de fragmenta¢do do complexo anterior, com uma

perda inicial do ligante piridina (m/z = 869) (Anexo F - Figura F1). Os espectros de massa

dos complexos III, IV e V exibiram o pico do ion molecular com relacido massa/carga

concordante com a foérmula proposta com valores de m/z de 609,9975, 548,0786 ¢

564,0536, sendo os valores tedricos iguais a 609,9966, 548,0787 e 564,0492,

respectivamente, os espectros obtidos para estes complexos encontram-se no Apéndice

C.

Tabela 21. Valores tedricos e experimentais da razdo m/z para os novos complexos de

Ru(II).
Complexo m/z Teodrico m/z Experimental Erro (ppm)
@ 530,0881 530,0887 1,11
an 536,0445 536,0440 0,89
(I10) 609,9966 609,9975 1,54
av) 548,0787 548,0786 -1,64
W) 564,0492 564,0536 7,80

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.3 Avaliacdo da estabilidade, ensaios biolégicos in vitro e interacdo com

biomoléculas dos complexos sintetizados

4.3.1 Estudo de estabilidade dos novos complexos

A estabilidade ¢ uma informagdo importante a ser obtida, quando se trata de
complexos empregados em ensaios biologicos que pode, inclusive, auxiliar na
compreensdo de interacdes com biomoléculas. A analise ¢ feita visando verificar a
possibilidade de geragao de espécies em solucao, sob determinadas condigdes. Assim, foi
estudada a estabilidade dos complexos de ruténio(Il) em DMSO, solvente empregado em
todos testes bioldgicos deste trabalho, utilizando as técnicas de espectroscopia de
absor¢do no UV-Vis e ressonancia magnética nuclear de 'H, como ferramentas para
acompanhamento da estabilidade dessas espécies em intervalos entre Oh e 48h, uma vez
que possiveis alteragdes na esfera de coordenacdo do centro metalico afetariam tanto o
espectro quanto o deslocamento quimico dos sinais, podendo, ainda promover o
surgimento de novas bandas e sinais.

Através da andlise de espectros de UV-Vis dos complexos I-V, exibidos na Figura
32, verificou-se a presenca de um ponto isosbéstico na mesma regido (em 273 nm, 298
nm, 270 nm, 273 nm e 275 nm para os complexos L, I, IIL, IV e V, respectivamente), o
que sugere um equilibrio entre duas espécies, cuja absorbancia ¢ a mesma. Além disso,
para os complexos I, IV e V verificou-se, ainda, um efeito hipsocromico na banda
atribuida a transi¢do do tipo ILCT da piridina com variagdo em torno de 7 a 3 nm e,
adicionalmente, um efeito batocromico na banda atribuida a transi¢do do tipo ILCT do
ligante B-dicetonato, com variagdo entre 3 a 12 nm.

Esses deslocamentos sugerem duas hipdteses: a primeira € que os complexos nao
sdo estaveis, tendo em vista que esses efeitos sao um indicio de que possivelmente houve
a formagdo de novas espécies a partir da labilizagdo de ligantes e/ou coordenacdo do
DMSO; a segunda hipotese € que essas pequenas alteragdes observadas, principalmente
nas regides de maiores energias, podem estar relacionadas a interagdes entre solvente e
soluto, uma vez que ha a possibilidade de se estabelecer ligagdes de hidrogénio, como ja
verificado em trabalhos anteriores (ROCHA, 2020; ARAUJO NETO, 2020) . Nos
complexos II e III, os efeitos supracitados ndo foram observados, sugerindo, nesse
sentido, que ambos exibem melhor perfil de estabilidade nas condi¢des e tempos

avaliados.
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Figura 32. Espectros de absor¢ao UV-Vis em fun¢ao do tempo para os complexos I-V
em solucdo de tampao PBS diluido 10 vezes (pH= 7,6) ¢ 1% de complexo/DMSO

(1 x 10 mol L) e temperatura ambiente.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Para averiguar a mudanga no ambiente quimico dos hidrogénios e, consequente
modificacdo estrutural, como os espectros de UV-Vis indicam, todos os complexos foram
analisados através de RMN de proéton, utilizando como solvente o DMSO deuterado nos
mesmos periodos. Através dos espectros obtidos, segundo as Figura 33-37, no intervalo
de tempo estudado para os complexos I, IV e V foram observadas mudangas substanciais
nos hidrogénios da molécula, pincipalmente em regides de alto campo em que se
encontram sinais caracteristicos do grupo p-cimeno. Para os complexos II e I1I, também
foi observado o surgimento de novos sinais promovidos pelas mudangas no ambiente
quimico, no entanto, em menor propor¢ao.

Trabalhos anteriores relatam a labilizacdo do grupo p-cimeno, ao qual no periodo
de 6 horas, os sinais atribuidos aos hidrogénios aromaticos deste ligante coordenado
desapareciam (9 5,8-6,3 ppm), enquanto, sequencialmente surgia um multipleto em o 7,1
ppm. Adicionalmente, os sinais referentes ao substituinte isopropil também
desapareciam, dando lugar a sinais similares em outros deslocamentos (em
aproximadamente 2,26 e 1,20 ppm). Para todos os complexos, foram verificadas algumas
mudangas nos espectros, que sugerem a modificagdo estrutural (Figuras 33-37). No
entanto, de acordo com as integrais obtidas, indica-se que houve labiliza¢do parcial do
grupo p-cimeno, além de ndo ter sido observado o desaparecimento de sinais atribuidos
aos hidrogénios aromaticos e alifaticos (grupo isopropil). Sendo assim, para esses

compostos ha o surgimento de pequenos picos em 6 2,24 ppm e 6 1,17 ppm a partir de 6
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horas. Especificamente, para o complexo IV, foi observada a intensificagdao do sinal em

torno de 6 2,08 ppm, com 6 hidrogénios, segundo a integral, o que também sugere a

existéncia do p-cimeno na forma nao coordenada, como exibido na Figura 36.

Figura 33. RMN de 'H do complexo I: tempo: 0 min, 6 h, 12 h e 48 h, em DMSO-d®,

com expansao nas regides de aparecimento de novos sinais.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 34. RMN de 'H do complexo II: tempo: 0 min, 6 h, 12 h e 48 h, em DMSO-d®,

com expansao nas regides de aparecimento de novos sinais.
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Figura 35. RMN de 'H do complexo III: tempo: 0 min, 6 h, 12 h e 48 h, em DMSO-d5,

com expansao nas regides de aparecimento de novos sinais.
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Figura 36. RMN de 'H do complexo IV: tempo: 0 min, 6 h, 12 h e 48 h, em DMSO-d®,

com expansao nas regides de aparecimento de novos sinais.

Complexo IV prcimeno
e tff p-cimeno
48 h Py '
- o |
N - ﬁﬁqﬂ,&%w_ J\'. . : J;_MQM “ “; J_/‘*m; I | I
12 h
o ) JL |
Y B R I e Jky_ U D P
6h N

Oh -
T T T T T "" \“ T T T T T T / T T T T T T ‘ T T T
10.0 9.5 9.0 85 8./0 /‘fs 70, 65 6.0 55 50 45 44 35 3.0 25 2.0 15 1.0 \05 0.0 -0
P - \ Deslocamento quim}'c6 (ppm) \
Pag \ 4 s
e \ /7 N\
- /7 AN
-’ \ \
- /7
- \ y \
\ 7 N
A\
223323 48 h
N ° o © nunwnwnunn
N N 48h 22222
| | ! ! ANV AOS —0CO0CO YT =0 a N = O 0 W \o W
X ®RR InHNHNT AAN=ES o MO ==
(o BN o BN o o B o BN o BN o} 1Ol NN N~ e e e e
e G e SN G | —l =
p-cimeno livre
%
p-cimeno Jlivre
*%*
— M‘ A
- & ! s M
Q — [=} o
T O T T AT Iy ey SR 3230 2.9 2.8 2.7 2.6 25 24 2.3 22 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 14 13 12 1.1
i ppm

Fonte: Dados da pesquisa.

99



Figura 37. RMN de 'H do complexo V: tempo: 0 min, 6 h, 12 h e 48 h, em DMSO-d5,

com expansao nas regides de aparecimento de novos sinais.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Uma das justificativas para tal fato ¢ que, apesar deste complexo ser

monocatidnico, como os demais desta série (o que torna a labilidade do grupo p-cimeno

menos susceptivel de ocorrer, desfavorecendo, nesse sentido o ataque nucleofilico de




espécies com carater polar tal qual o solvente coordenante DMSQO), a competicao por
elétrons dos orbitais dn do metal com ligantes de carater aceptor m, como ¢ o caso da
piridina, pode aumentar consideravelmente a carga positiva do ruténio(Il) e
consequentemente, promover a labilizagdo (ARAUJO NETO, 2020; BETANZOS-LARA
et al., 2012; KUNDIG, 2004; WALTON, WILKINSON, 2018; SHVYDKIY,
PEREKALIN, 2020). Neste caso, considerando os ligantes p-dicetonas, para os
complexos I, III, IV ¢ V, em que hd a mudan¢a do carater doador de acordo com o
substituinte no anel, essa competicdo pode ser favorecida ou ndo. Sendo assim, a espécie
doadora sigma mais forte ¢ o bromo, em contrapartida, a espécie de carater doador mais
fraco ¢ o fluor.

Nesse sentido, o ligante tfb no complexo III minimizara o efeito de competicao
por elétrons e, consequentemente, desfavorecera a labilizacdo do grupo p-cimeno, ao
contrario do flaor. Isso ¢ comprovado pelos espectros do UV, ja que o Uinico complexo
que ndo exibiu altera¢des significativas foi o III. Além disso, para este complexo, as
mudancas nos espectros de RMN s6 foram observadas com sinais mais expressivos entre
12 e 48 horas, diferentemente dos demais cuja mudanca ¢ observada em torno de 6 horas.
O ligante tta do complexo II, que exibe o grupo tiofeno como substituinte, também
promovera o mesmo efeito de minimizagdo da competicao eletronica entre os ligantes da
esfera de coordenacdo. Considerando todas as analises realizadas, observou-se que os
complexos propostos sdo espécies majoritarias em solu¢do de DMSO, ja que as integrais
calculadas para os novos sinais nos espectros deram menores que 5% quando comparados
com sinas provenientes dos complexos originais, conferindo, assim, a estabilidade

necessaria para os ensaios bioldgicos.

4.3.2 Avaliacio de atividade antitumoral frente as linhagens de células

Para a obtengdo dos valores de ICso (concentragdo minima necessaria para
inibicdo de 50% da viabilidade celular), foi utilizado o ensaio colorimétrico MTT,
experimento amplamente empregado na literatura, cujo reagente ¢ o brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio (MOSMANN, 1983). A reducdo dessa espécie,
quando em contato com células viaveis, forma cristais de formazan, sendo que ha uma
proporcao direta entre a quantidade de formazan gerada e o nimero de células vidveis.
Vale ressaltar que, apesar do mecanismo de redu¢do do MTT & formazan ndo ser

totalmente elucidado, ha hipdteses que esse reagente seja um medidor de atividade
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mitocondrial, através do envolvimento direto ou indireto com NADH (reacao de
fosforilagdao oxidativa), desidrogenases mitocondriais ou outras espécies redutoras que
podem ser capazes de transferir elétrons para o MTT, promovendo sua reducao (RAI et

al., 2018; RISS et al., 2004; SUMANTRAN, 2011).

Dessa forma, a agdo citotoxica dos complexos I-V foi avaliada em distintas
linhagens celulares (tumorais € ndo tumorais) conforme descrito na se¢ao 3.4.2, em que
sao detalhadas as condi¢des experimentais. Adicionalmente, ensaios com o precursor €
respectivos ligantes também foram feitos nas mesmas condigdes, para posterior

comparagdo. Os valores de ICso obtidos estdao exibidos na Tabela 22.

Tabela 22. Valores de ICso do precursor, ligantes, complexos I-V e da cisplatina, com

48h de incubacio.
Citotoxicidade, ICso (umol L)
Compostos A2780-cis A549 MDA-MB-231 MCF-7 MCF-10A MRC-5
precursor >100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
Hbta >100 > 100 > 100 > 100 > 100 13,32+ 2,88
1 5744060 6525+370  1847+215  1654+2,68 5530+173 1146+ 1,84
Htta >100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
1I 8,88 £0,74 > 100 29,23 +£2,74 34,78 £ 1,94 53,70 + 1,68 15,70 £ 2,12
Htfb > 100 >100 > 100 15,32 £0,84 > 100 > 100
111 5,06 £0,91 42,47 +£2,01 8,25+ 0,67 10,17 £ 1,98 21,10 £ 1,55 13,38 +£2,02
Htff > 100 > 100 > 100 64,40 £ 1,79 > 100 47,77+ 10,10
v 10,83+ 1,06 57,24+221 46,14 £ 2,80 26,05 +3,21 59,31 + 1,69 14,92 +£2,22
Hbtc > 100 > 100 > 100 27,62 £4,43 > 100 > 100
\% 9,45+0,41 50,04 +£2,15 40,28 + 3,50 17,42 + 0,57 > 100 30,88 2,71
Cisplatina 37,02+ 5,10 14,40 + 1,40 2,44 £ 0,20 8,91 +£2,60 23,90 £ 0,70 29,09 + 0,78

MDA-MB-231 (Adenocarcinoma mamario triplo negativo), MCF-7 (Adenocarcinoma mamario horménio
dependente), A549 (Cancer de pulmao), MCF-10A (Adenocarcinoma mamario ndo tumoral) e MRC-5
(fibroblasto pulmonar humano néo tumoral)

Fonte: Dados da pesquisa.

A andlise dos dados obtidos permitiu verificar, a principio, que o precursor de
ruténio(Il) ndo exibiu citotoxicidade frente a nenhuma linhagem nas concentragdes
testadas e dentre os ligantes empregados neste trabalho, o tta também nao foi ativo para

nenhuma das linhagens em concentragdes acima de 100 pmol L. J4 os ligantes Hitfb,
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Htff e Hbtc foram ativos para a linhagem tumoral MCF-7, com valores de ICso de 64,40
+ 1,79 pmol L', 15,32 + 0,84 pmol L e 27,62 + 4,43 pmol L, respectivamente. Em
contrapartida, apenas os ligantes Hbta e Htff foram toxicos para a linhagem nao tumoral
MCR-5 (ICso= 13,32+ 2,88 umol L e ICso=47,77 £ 10,10 pmol L"!, respectivamente).

Diante da comparagdo de citotoxicidade entre os ligantes ativos e seus respectivos
complexos para a linhagem tumoral MCF-7, verificou-se que os valores de ICso dos
complexos III, IV e V foram menores que as respectivas espécies livres, sendo a maior
discrepancia entre os valores observada para o ligante Htff (64,40 = 1,79 umol L) e o
complexo IV (26,05 + 3,21 pmol L'). Considerando os ligantes que foram inativos para
a mesma linhagem, também foi observado aumento da atividade, tendo em vista que os
complexos I e II exibiram ICso de 16,54 + 2,68 pmol L' e 34,78 + 1,94 pmol L™, como
listados na Tabela 22.

Ao comparar a atividade citotéxica dos compostos desta série entre si, se observa
que o complexo IIT apresentou melhor resposta bioldgica frente as linhagens tumorais
empregadas neste trabalho. Além disso, todos os complexos exibiram bons resultados
citotoxicos na linhagem tumoral de ovdrio resistente a cisplatina (A2780-cis), com
valores de ICso compreendidos entre 10,8 e 5,0 umol L™! e, notoriamente, mais ativos que
o composto utilizado como padrdo, a cisplatina. Nas linhagens tumorais de mama,
MDA-MB-231 ¢ MCF-7, todos os complexos também exibiram citotoxicidade, com
destaque para os compostos I e I1I.

Segundo os dados dispostos, o complexo III estatisticamente ndo exibe diferenca
de citotoxicidade com a cisplatina na linhagem MCF-7. Os complexos I e V, com valores
de ICso bem proximos, foram menos ativos que a cisplatina em uma ordem de
aproximadamente 1,8 vezes. Os complexos Il e IV foram 3,9 e 2,9 vezes menos ativos
que a cisplatina. J& na linhagem pulmonar A549, todos os complexos apresentaram baixa
citotoxicidade (5 a 3 vezes menos ativos que a cisplatina), excetuando-se o complexo IT
que foi inativo nas concentracdes testadas. Através da avaliagdo da atividade dos
complexos de forma pontual, foi possivel verificar que todos exibiram melhor resposta
biologica frente 8 A2780-cis, os complexos I e III foram mais expressivos com relagao
as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 e os complexos III, IV e V com a A549.

Através da comparacao de valores de ICso dos complexos I e V com os valores de
complexos a base de niquel(Il) relatados na literatura empregando os mesmos ligantes

B-dicetonato (bta e btc), cujas estruturas estdo exibidas na Tabela 3, verificou-se que, para
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a linhagem MCF-7, os complexos deste trabalho exibiram melhor resposta citotoxica. Os
valores de ICso obtidos para os compostos de niquel(Il) foram entre 29,94 + 1,97
umol L e 22,33 + 3,25 umol L', o que sugere a importancia do ruténio(Il) para a
atividade biologica em questdo. Além de ser observada a mesma tendéncia inibitdria para
a linhagem MDA-MB-231, a qual pode estar relacionada ndo necessariamente ao metal,
mas aos ligantes B-dicetonato (SOUSA et al., 2020).

Complexos de ruténio(Il) da classe dos arenos constituidos em sua cerne estrutural
com outros ligantes, como o trabalho de Pragti e colaboradores (2021), descreveram
espécies ativas para a linhagem MCF-7, com resultados similares aos descritos neste
trabalho, a exemplo, o complexo [Ru(p-cym)(2-ampy)Cl)PFs, sendo ampy = 2-amino-
metilpiridina,cujo valor de ICsp = 21,30 + 2,23 umol L' (PRAGTI et al., 2021). Outros
arenos contendo analogos da purina descritos por Fandzloch e colaboradores (2021)
exibiram na mesma linhagem valores de ICs inferiores (716 = 50 umol L' a 153 + 19
umol L) quando comparados aos complexos menos ativos da série (FANDZLOCH et
al., 2021).

Em se tratando das células de linhagens ndo tumorais, para a MCF-10A, o
complexo V ndo exibiu toxicidade, o III estatisticamente exibiu toxicidade similar a
cisplatina, os demais exibiram menor toxicidade numa ordem entre 2,3 a 2,5 vezes. Para
a MCR-5, os compostos foram até duas vezes mais toxicos que o famaco de referéncia,
sendo I o mais toxico da série e o V com toxicidade similar ao firmaco de referéncia. De
forma geral, os resultados demonstraram que os complexos sintetizados apresentaram
efeitos citotoxicos significativos para as linhagens tumorais, principalmente na linhagem
de ovario resistente para cisplatina, além de baixa toxicidade frente a linhagem nao
tumoral MCF-10A, o que ja era esperado, tendo em vista que compostos de ruténio da
mesma classe dos arenos relatados na literatura exibiram concordancia com os dados
obtidos (MA et al.,2019; NDAGI et al., 2017).

Considerando a possibilidade de que os arenos de ruténio(Il) pudessem seguir uma
tendéncia em exibir altos valores de ICso frente a linhagem tumoral A549, verificou-se a
partir de relatos na literatura que isso nao ocorre. Os trabalhos de Ude e colaboradores
(2016), por exemplo, descreveram o complexo de estrutura quimica [RuCl(n®-p-
cimeno)(CipA-H], sendo CipA=7-(4-(decanoil)piperazin-1-il)-ciprofloxacina, com
ICso = 0,25 +£0,04 umol L' frente a linhagem A549. Do mesmo modo, o trabalho de

Ismail e colaboradores (2021) descreveu arenos contendo ligantes hibridos
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tiofeno-benzazdis com valores de citotoxicidade compreendidos entre 5,72 e 12,25
umol L. No entanto, resultados similares aos obtidos neste trabalho foram publicados
por Sonkar (2021) e Kladnik (2021), ja que os complexos descritos exibiram valores de
ICso entre 21,62 + 1,2 € 42,65 + 0,23 pmol L! (UDE et al., 2016; SONKAR et al., 2021;
ISMAIL et al., 2021; KLADNIK et al., 2021)

Ao analisar os dados, ¢ possivel sugerir que a coordenacdo dos ligantes ao
precursor de ruténio(Il) contribuiu para o aumento da capacidade de inibicdo da
viabilidade celular dos compostos, principalmente frente a linhagem tumoral de ovério
resistente a cisplatina (A2780-cis), o que pode ter sido promovido pelo efeito sinérgico
entre as espécies do cerne estrutural. Além disso, € possivel sugerir também que a
distincao entre os valores de citotoxicidade ¢ devido aos diferentes substituintes nos anéis
dos ligantes, principalmente os ligantes contendo halogénios, que influencia
consideravelmente na lipofilicidade e que pode facilitar o transporte dos mesmos por
difusdo através da membrana das células. Outra caracteristica marcante destes complexos
foram os valores de citotoxicidade consideravelmente similares ou menores do que a
grande maioria dos dados obtidos para outros complexos da classe ruténio/areno
reportados na literatura (UDE et al., 2016; SONKAR et al., 2021; ISMAIL et al., 2021;
KLADNIK et al., 2021; FANDZLOCH et al., 2021).

Além da viabilidade celular, outro fator deve ser considerado para avaliagao do
potencial desses complexos. O indice de seletividade (IS) ¢ um pardmetro no qual
relaciona-se a citotoxicidade dos compostos em células tumorais e células normais, sendo
um parametro importante para que estudos com compostos ativos sejam continuados.
Considerando esse aspecto, a seletividade foi calculada a partir da relacdo de valores de
ICso da linhagem ndo tumoral mamaria padrao MCF-10A e os valores de ICso das
linhagens tumorais MCF-7 ¢ MDA-MB-23, bem como os valores de ICso da linhagem
nao tumoral MCR-5 e os valores de 1Cso das linhagens A549 e A2780-cis. Os dados estao
exibidos na Tabela 23.

Os complexos foram comparados entre si e os resultados obtidos para o complexo
I foram 3,34, 2,99, 0,17 e 2,01 correspondendo as linhagens MCF-7, MDA-MB-231,
A549 e A2780-cis, respectivamente, indicando maior seletividade para a as linhagens
tumorais de mama e ovario. O complexo II exibiu bom perfil de seletividade para a
linhagem de ovario e de mama MDA-MB-23. Ja o complexo I1I ¢ o terceiro mais seletivo
para MCF-7 e o segundo mais seletivo para MDA-MB-231 e A2780-cis, embora para a
linhagem A549 tenha sido o segundo menos seletivo. O complexo IV € o segundo mais
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seletivo para a linhagem MCF-7 e o mais seletivo para a A549, ao contrario da
seletividade observada para MDA-MB-231e A2780-cis. O complexo V ¢ o mais seletivo
para as linhagens de ovario e de mama MDA-MB-231 e o segundo mais seletivo para a

linhagem MDA-MB-231.

Tabela 23. indice de seletividade dos complexos de ruténio(Il) frente as linhagens de

células MCF-7, MDA-MB-231, A549 e A2780-cis.

Indice de seletividade

Compostos  (MCF-10A/MCF-7) (MCF-10A/ MDA-MB-231) (MRC-5/ A549)*  (MRC-5/ A2780-cis)
I 3,34 2,99 0,17 2,01
II 1,54 1,83 0,16 1,78
I 2,07 2,55 0,23 2,68
v 2,27 1,28 2,02 1,38
A% > 6,00 2,48 0,61 3,26
cisplatina 2,68 9,79 2.52% 0,78

* (OLIVEIRA et al., 2020)

Fonte: Dados da pesquisa.

Comparando a seletividade dos complexos com o farmaco de referéncia, foi
possivel verificar que para a linhagem MCF-7, tanto o complexo V quanto o complexo I
exibiram melhor perfil de seletividade quando comparados a cisplatina (IS = 2,68), dando
destaque ao V, cujo indice foi maior que 6. Para os demais compostos, os valores de
seletividade ficaram proximos ao da cisplatina, sendo o II o menos seletivo para esta
linhagem (IS = 1,54). Em se tratando da linhagem MDA-MB-231 todos os complexos
apresentaram um indice muito abaixo do que foi observado na cisplatina e, neste caso,
apenas o I, IIT e V exibiram indices mais préximos deste farmaco. Para a linhagem A549,
apenas o complexo IV exibiu seletividade similar a cisplatina. Para a linhagem
A2780-cis, todos complexos da série exibiram melhor seletividade que a cisplatina, o que
ja se esperava diante dos testes de viabilidade celular.

Nesse sentido, os complexos mais promissores sao I, III e V, considerando
também que outros compostos possuem indice de seletividade significativos, tendo todos
boa seletividade com relagdo ao composto padrao na linhagem A2780-cis, € o contrario

se aplica a linhagem AS549, avaliada nesse sentido. Além disso, vale ressaltar que o
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complexo I ¢ um composto elegivel para as linhagens de mama MCF-7 e MDA-MB-23
e o complexo V para as linhagens MCF-7 e A2780-cis.

Diante dos resultados de citotoxicidade e seletividade apresentados, o complexo I
exibiu bom perfil de seletividade e boa atividade frente a linhagens mamarias e de ovario.
O complexo IV exibiu atividade citotoxica moderada em todas as linhagens além de bom
perfil de seletividade para MCF-7 e A549. Em contrapartida, o complexo mais ativo para
a maioria das linhagens tumorais estudadas, com destaque para a A2780-cis, foi o III,
uma vez que foi o segundo mais seletivo para essa linhagem (sendo inferior nesse quesito
apenas para o complexo V), tendo também IS similar a cisplatina para MCF-7. O
complexo V exibiu boa atividade frente a A2780-cis e MCF-7, além de ndo ser toxico
para esta linhagem e seletivo para ambas.

Nessa perspectiva, considerando que a unidade Ru-p-cim é comum aos complexos
deste trabalho e aos da literatura, nota-se que a natureza quimica dos co-ligantes modula
a agdo citotoxica. Adicionalmente, a preferéncia e desempenho bioldgico frente as
linhagens tumorais mamarias, especificamente a MCF-7, e de ovario (A2780-cis) tornam
todos os complexos (com destaque para I, III e V, os quais exibiu bons resultados de
citotoxicidade e seletividade) promissores para uso em testes clinicos, cujo fator de
progressdao e expressdo celular envolva hormodnios, como, por exemplo, estrogeno

(ABRAMSON, 2015).

4.3.3 Estudos espectroscopicos de interacdo com o DNA

A maioria dos farmacos sdo desenvolvidos tendo como molécula alvo o DNA,
uma vez que este apresenta riqueza estrutural que dispoe de varios sitios de ligacdo, além
de influenciar na regulacdo de fung¢des celulares através de expressdo génica, o que pode
causar danos provenientes das alteragdes patologicas nos organismos vivos ou interferir
direta/indiretamente nos processos de replicagdo, transcricdo ou reparagao (IHMELS,
OTTO, 2005).

O DNA ¢ composto por acidos nucléicos, que tém como fungdes principais
armazenar e transmitir informagdes genéticas nas células. Esses 4cidos sdo nucleotideos
de estrutura polimérica e linear unida por ligacdes fosfodiestér e podem interagir com
moléculas organicas e inorganicas (MA et al. 2011). A cadeia agucar/fosfato apesenta
propriedade hidrofilica, interagindo com a solu¢do aquosa do meio intracelular, ao

contrario das bases nitrogenadas, que apresentam carater hidrofobico e, por isso,
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orientam-se para o interior resultando em duas cavidades (fendas) maior € menor. Além
disso, a estrutura supramolecular da dupla hélice do DNA ¢é mantida por interagdes do
tipo m-m entre os anéis aromadticos (caracterizadas como forgcas ndo covalentes), por
ligacdes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas e atragdo eletrostatica entre as cadeias
acgucar/fosfato (de carater anionico) e os cations em solu¢ao (HANNON, 2007).

Sendo assim, a intera¢do do DNA com uma variedade de compostos elegiveis a
farmacos ocorre por duas vias: covalente ou ndo covalente. A interag¢@o do tipo covalente
consiste na ligagao direta do DNA ao complexo pela base nitrogenada ou pelo grupo
fosfato, o que pode provocar formagao de adutos entre os ligantes do metalofarmaco ou
até alquilacdo das bases nitrogenadas (SILVESTRI, BRODBELT 2014). Para essa via as
ligagdes de hidrogénio entre as bases podem ser interrompidas e/ou comprometer a
estrutura regular helicoidal, promovendo um desenovelamento e interferéncia na agdo das
enzimas que se ligam ao DNA, a exemplo, as topoisomerases. Para esse tipo de interacao,
tém-se a cisplatina, que se tornou um dos farmacos mais empregados no tratamento de
cancer (REEDIJK, 2003).

Ja a interacdo definida como ndo covalente pode ocorrer por trés vias distintas:
intercalacdo, interagdo pelos sulcos ou forgas eletrostaticas; o que promove mudancgas
conformacionais no DNA, clivagem estrutural ou até mesmo inibi¢do da interacdo
proteina-DNA (SLANOGLU, 2006; MONICA et al., 2017). Ao passo que a interagio
eletrostatica ocorre na parte externa do DNA, a intercalacdo e ou interacdo pelos sulcos
podem ocorrer simultaneamente e de diversas formas proxima ou dentro da dupla hélice
(EBRAHIMIPOUR et al.,2017; HUSAIN et al.,2017; SILVESTRIL, BRODBELT 2014).

Em se tratando da interacdo intercalativa, as espécies bioativas sdo inseridas
dentro da hélice, como j4 mencionado, e entre os pares das bases, promovendo a alteragao
da replicagdo do DNA (AURAS et al., 2018; LAFAYETTE et al., 2017). As ligacdes ao
sulco maior ou menor sdo estabilizadas predominantemente por ligagdes de hidrogénio
entre as biomoléculas e as bases nitrogenadas ou por interacdo de van der Waals, o que
resulta numa distor¢do estrutural. Da mesma forma, as ligagdes eletrostaticas ocorrem a
partir da atragdo entre as cargas positivas de uma determinada molécula e as cargas
negativas do grupo fosfato que compde a dupla hélice na parte externa (MIRZAEI-
KALAR, 2018; QAIS, AHMAD, 2017). Ainda nessa perspectiva, considerando as forgas
intermoleculares existentes, a afinidade de ligagdo [complexo]/DNA geralmente segue a
seguinte ordem: intera¢do eletrostitica < interacdo pelos sulcos < intercalacdo

(ERKKILA, 1999).
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Portanto, quando se trata de design de farmacos, ¢ de fundamental importancia o
estudo investigativo das propriedades fisicas das interagcdes dessas espécies com o DNA,
principalmente para o desenvolvimento biotecnologico e compreensdo dos processos
intracelulares. Essas investigacdoes geralmente sdo realizadas através de técnicas
espectroscopicas de dicroismo circular, emissdao, UV-vis, bem como técnicas
hidrodinamicas, a exemplo, a viscosidade e eletroforese em gel (ALIZADEH et al., 2018;
TIAN et al., 2017). Neste trabalho, foram investigados os modos de interagdo dos
complexos sintetizados utilizando as técnicas de viscosidade e eletroforese em gel, como

descrito na sequéncia.

4.3.3.1 Estudo hidrodindmico de viscosidade

Um dos parametros utilizado para distinguir e elucidar o modo de intera¢do de
complexos metalicos com o DNA ¢ a viscosidade, uma vez que os seus valores refletem
em mudancgas conformacionais no seu comprimento efetivo. As medidas de viscosidade
podem, portanto, predizer se o0 modo de interacio DNA-ligante se da via intera¢do
eletrostatica, intercalagdo ou ligagdo aos sulcos, segundo as propriedades hidrodindmicas
observadas nesse método (GANESHPANDIAN et al., 2014).

A intercalagao classica, por exemplo, ¢ caracterizada pelo aumento da viscosidade
relativa da solugdo, uma vez que, esse tipo de interagdo promove alongamento, aumento
da rigidez e desenrolamento das hélices do DNA (PARVEEN et al., 2016). Porém, sendo
uma intercalagdo parcial ou ndo classica, ha um efeito reverso nas mudancas
conformacionais (dobra ou tor¢do nas hélices), o que reduz o comprimento efetivo,
concomitante a isso, a viscosidade relativa (QAIS, AHMAD, 2017). Caso os complexos
interajam pelos sulcos, ndo ¢ observada nenhuma alteracdo significativa no comprimento
efetivo do DNA, logo, a viscosidade relativa também nao muda. Isso porque as interagdes
de Van der Waals ou ligacdes de hidrogénio ndo sdo capazes de provocar nenhum efeito
que afete significativamente a conformacao da fita. As interacdes eletrostaticas também
resultam na alteragdo minima da viscosidade (GUP et al., 2015).

Na literatura, alguns arenos de ruténio(Il) utilizando ligantes diferentes dos que
foram empregados no trabalho apresentaram modo de interagdo variados. No trabalho de
Colina-Vegas ef al. (2015) os organometalicos de ruténio(I) com derivados da bipiridina
apresentam carater intercalador na interacdo com o DNA. Em contrapartida, de acordo

com Marszaukowski et al. (2019), os complexos contendo derivados da aminopiridina
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nao exibiram interacdo covalente nem intercalacdo parcial ou cléssica, sugerindo que os
ligantes podem influenciar diretamente no modo de interacdo das biomoléculas ao DNA
(COLINA-VEGAS et al., 2015; MARSZAUKOWSKI et al., 2019).

Para esta analise, os complexos sintetizados foram solubilizados em DMSO
juntamente com o DNA (concentragdo 80 umol L) e o tiazol de laranja, que se trata de
um padrdo de intercalagdo cldssico e tem como principal fungio estabelecer um grau de
comparagdo entre a formacdo do seu complexo [tiazol]/[c--DNA] com
[Complexos]/[ct-DNA]. A partir dos dados de viscosidade obtidos (Figura 38), foi
possivel verificar que todos os compostos apresentaram perfil similar, ou seja, mesmo
com o aumento da formacdo do [Complexos]/[ct-DNA], a viscosidade permaneceu
praticamente inalterada, além de apresentarem a hidrodinamica diferente do padrao de
intercalagdo, neste caso, o tiazol laranja, o qual a viscosidade relativa aumenta com o

aumento da razao [complexo]/[DNA].

Figura 38. Viscosidade relativa do ct-DNA (80 pmol L) conjugado aos novos
compostos a 25°C, em tampdo tris-HCI (4,5 mmol L' de Tris HCI, 0,5 mmol L™ de Tris
base e 50 mmol L de NaCl, pH 7,4), onde n corresponde a viscosidade do DNA na

presenga dos complexos de ruténio e 1o € a viscosidade do DNA.
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Fonte: Dados da pesquisa.

110



Sendo assim, considerando que a viscosidade nao sofre alteragdo significativa com o
aumento da razdo [complexo]/[DNA] e pelo perfil hidrodinamico observado, sugere-se
que todos os complexos interajam pela via ndo intercalante, neste caso, podendo ser
interacdao ndo covalente, a exemplo, eletrostatica ou pelos sulcos, ou ndo interajam com
o DNA. Para reiterar o que foi observado no estudo de viscosidade e confirmar o tipo de

interagdo existente entre os complexos € 0 DNA, outras técnicas foram utilizadas.

4.3.3.2 Estudo de interacio dos complexos com DNA utilizando eletroforese em
gel

A técnica de eletroforese em gel ¢ um dos métodos de maior eficiéncia quando se
trata de estudos relacionados a interacdo de complexos com a molécula de DNA. A
principal finalidade dessa técnica consiste nas mudangas observadas a partir do
deslocamento de bandas do plasmideo superenovelado do DNA quando em contato com
os compostos de interesse. Ou seja, o experimento ¢ fundamentado na diferenca de
mobilidade eletroforética de moléculas de DNA, tendo em vista a sua forma ou o seu
tamanho. Além disso, o principio ¢ baseado em uma caracteristica intriseca do DNA: em
meios neutros (pH=7) ou alcalinos (pH>8) a molécula possui carga negativa e isso
justifica-se pelas bases nitrogenadas presentes em sua estrutura. Por este motivo, quando
a mesma ¢ submetida a um campo elétrico, apds ser aplicada/imersa em uma matriz de
gel, ocorre a migragdo em dire¢do ao polo positivo (dnodo) e essa velocidade de migragao
depende diretamente do tamanho da molécula [Complexo/DNA], o que resulta na
presenga de fragmentos de tamanhos variados em diferentes pontos da matriz (FLORES
etal., 1992; YUNG-SHARP, KUMAR, 1989)

Para a visualizagdo do DNA nos géis utiliza-se o brometo de etideo (EtBr) de
formula molecular C1H,OBrN3. Esse corante, quando intercalado entre as bases
nitrogenadas dos &acidos nucléicos, exibe caracteristica fotoquimica fluorescente em
regides especificas (vermelho alaranjado — 590 nm), com exposi¢do a luz ultravioleta.
Tendo em vista que a intensidade da fluorescéncia emitida € proporcional a concentragao
da molécula de DNA presente na amostra, esse método permite detectar e monitorar uma
quantidade igual ou maior que 10 ng de DNA. O brometo de etideo pode ser empregado
de trés formas: no tampao da amostra a ser aplicada no gel; apos a corrida quando ocorre

a submersao do gel na solucdo do EtBr (forma utilizada neste trabalho); ou a aplicagdo
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pode ser direta no gel (utilizacao mais frequente) (FLORES et al., 1992; YUNG-SHARP,
KUMAR, 1989).

O DNA plasmideal, molécula modelo utilizada nesta andlise, apresenta ligagdes
covalentes de maneira a formar um circulo e, por isso, ¢ muito conhecido como forma
superenrolada — supercoiled — SC. Essa molécula pode assumir distintas morfologias,
sendo que cada uma delas ird percorrer uma distancia especifica no gel de agarose. As
tré€s conformacgdes possiveis estdo representadas na Figura 39 (BARRA, NETTO 2015).
A depender das condigdes existentes, uma forma pode ser convertida na outra e isso sera

refletido na mobilidade eletroforética.

Figura 39. Representacdo esquematica das trés morfologias do DNA plasmideal

observadas por eletroforese em gel de agarose.

oCe

o

DNA plasmideal relaxado

DNA plasmideal circular
Relaxado (OC)

DNA plasmideal superenrolado (SC)

Fonte: Adaptado (BARRA, NETTO, 2015).

A conformagdo circular superenrolada(SC) do DNA apresenta uma maior
facilidade em percorrer o gel, justificado pela sua forma mais compacta, o que resulta em
uma maior velocidade de migragdo quando comparada a conformacdo circular relaxada
(OC). Esta morfologia anelar apresenta maior volume, o que reflete na reducao de
mobilidade no gel e, consequentemente, na diminui¢do da velocidade de migragao
(CALLADINE et al., 2004). Além disso, a conversao para a conformac¢ao mais relaxada

¢ um parametro muito importante, podendo sugerir que o composto de interesse interagiu
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(intercalagdo ou ligagdao) com o DNA, modificando o seu tamanho, formato e mobilidade
eletroforética. Ou seja, quando em contato com agentes capazes de interagir com o DNA,
pode ocorrer a degradagdo da forma superenovelada, e subsequente conversao na forma
circular aberta, o que caracteriza interagdes intercalativas ou eletrostaticas mais fortes.
Em se tratando de interagdes covalentes, ocorre nao somente o desaparecimento da forma
superenovelada, mas também a clivagem da forma circular e, em alguns casos até a
clivagem da forma linear, resultando no desaparecimento das bandas (KECK, LIPPARD
1992).

Diante disso, o experimento foi iniciado a partir da incubagao do DNA plasmideal
pBR322 em que se manteve fixa a concentracdo do DNA e variou-se as concentragdes
dos complexos, sendo avaliados os seguintes R; = [Complexo]/[DNA] 0,25; 0,50 e 1,00.
A finalidade do procedimento realizado foi confirmar o tipo de interagdo que os
complexos t€ém com o DNA, a partir das alteragdes conformacionais. Além disso,
considerando o DNA como controle negativo, foi utilizado como controle positivo a
cisplatina. A partir dos dados exibidos na Figura 40, apds a corrida eletroforética e tendo
como parametro a cisplatina, que ¢ um padrao de interagao covalente, pode-se inferir que
os complexos I-V ndo se intercalam ou se ligam covalentemente ao DNA nas
concentragdes utilizadas, uma vez que nao houve diferenca na velocidade da mobilidade

eleroforética (R;), e consequentemente, nenhuma alteragao na conformagao da fita.

Figura 40. Imagem de eletroforese em gel de agarose do plasmideo pBR322 (40 pumol
L) ap6s 150 min de corrida em tamp3o TAE com diferentes concentra¢des (20 e 40 pmol
L") dos complexos I-IV (A) e V (B): banda 1: DNA + marcador; banda 2: DNA; bandas
3e4: V.

A I II III v
( ) ™ DHNA 025050 1,00 0.250.50 1,00 0,25 0,50 1,00 _0.25 0,50 1,00

Cisplatina
MM DNA 0,25 0,50 1,00

i
1
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(B) DNA+ Marcador DNA VvV (0,50) V (1,00)

Fonte: Dados da pesquisa.

4.3.4 Estudos preliminares de interacido com albumina sérica bovina (BSA)

Um dos pardmetros para o planejamento de metalofarmacos ¢ a utilizacdo de
modelos que apresentam a capacidade de reproduzir o comportamento quimico e
interativo com o alvo biolégico. Além do DNA, sdo realizados estudos de interacdo com
proteinas do sangue ou outras biomoléculas que podem influenciar na toxicidade,
solubilidade no plasma e diminui¢do na velocidade de formacdo de espécies oxidativas
(COLINA-VEGAS et al., 2015). A exemplo, tém-se a albumina, a proteina em maior
abundancia no plasma sanguineo, que atua principalmente no transporte, armazenamento,
metabolismo e excrecdo de uma gama de biomoléculas que sdo ligantes exdgenos e
endogenos (vitaminas, 4cidos graxos, metabolitos e firmacos) (MOREIRA et al., 2015)

A albumina ou soroalbumina humana (HSA), como ¢ comumente conhecida,
geralmente se acumula nas cé€lulas cancerigenas, tendo, inclusive, maior capacidade
absortiva com esse tipo de célula do que com as cé€lulas normais, por exemplo. Por esse
motivo, esse tipo de biomolécula se torna opgdo de estudo para o transporte de farmacos
antitumorais como paclitaxel e doxorrubicina, sendo bastante utilizado para avaliagdo de
mecanismos farmacocinéticos e farmacodindmicos (transporte, distribuicdo e
metabolismo) (GUO et al., 2018; HASANZADEH et al., 2017; KANC et al., 2014;
SILVA et al., 2017; XU et al., 2018). Dentre as opgdes de albuminas disponiveis no

mercado, a BSA (soro bovino) ¢ a mais empregada em diversas areas de pesquisa. Isso
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justifica-se pelo fato de ser uma molécula modelo capaz de substituir a HSA em estudos
biomiméticos, inclusive no design de medicamentos anticarcinogénicos, tendo em vista a
similaridade estrutural, além de apresentar estabilidade e baixo custo (CHRUSZCZ et al.,
2013; NAVEENRAJ, ANANDAN, 2013; SLEEP et al., 2013).

Para exemplificar o potencial de interagao estudado das citadas albuminas séricas
com farmacos e demais substancias, pode-se aludir o paracetamol (tratamento de febre)
(DAHIYA; PAL, 2018), a rosiglitazona (Tratamento de diabetes) (PAWAR; OTTOOR,
2018), o niraparib (tratamento de Cancer de ovario) (GAN et al., 2018), a cloroquina
(Tratamento de maléaria) (MARKOVI et al., 2018), a sitofloxacina (tratamento de
infeccdo bacteriana) (DING et al., 2018), 4cidos retinodicos (tratamento de pele) (HUANG
et al., 2017), azilsartana (tratamento de hipertensdo) (MARTINEZ et al., 2018), a
procaina ( Tratamento de dor muscular) (XIE et al., 2015a), a vitamina B1 (KAUR et al.,
2018), acido caféico (PRECUPAS et al.,2017) e medicamentos utilizados em tratamentos
de doengas cardiovasculares (NIAEI et al., 2018).

Através da comparacdo da BSA com HSA, ¢ possivel observar a similaridade de
estrutura tercidria em torno de 80% e homologia sequencial em torno de 76% (PETERS,
1995; CARTER, HE, 1990) A HSA ¢ composta 585 aminoécidos, sendo que ha 17 grupos
tirosina e um fragmento triptofano (Trp-214). Ja a BSA possui 582 aminoécidos, sendo
20 grupos tirosina e dois fragmentos de triptofano (Trp-134 e Trp-212) (NAVEENRAJ,
ANANDAN, 2013; PETERS, 1985). Essas proteinas exibem regides de interacdo
preferenciais de fArmacos e sdo classificadas em trés dominios: I, IT e III. Cada um destes
possui dois subdominios definidos como A e B. As regides em que ha essas ligagdes
preferenciais sdo as regides/subdominios II/A e III/A, comumente conhecidas como sitios
I e II de Sudlow, tendo, nesse aspecto, os mesmos sitios de ligacdo e microambientes
similares formados por aminoécidos de carater hidrofébico. Um exemplo disso sdo os
fragmentos existentes no subdominio IIA: O triptofano (Trp) 212 na BSA e o Trp-214 na
HSA (PETERS, 1985; ROY et al., 2017; CHAVES et al., 2018; CAMARGO et al.,
2018).

Um estudo experimental conduzido por Abdi e colaboradores (2012) utilizando
técnicas espectroscopicas, avaliou a interagdo da BSA com o farmaco antineoplasico
S-fluorouracil, cuja evidéncia de interacdo entre ambos foi observada, o que contribui
significativamente para obtencao de informagdes relacionadas ao mecanismo de agdo do
farmaco citado (ABDI, 2012). Nessa perspectiva, a partir das técnicas espectroscopicas

sdo obtidos parametros fisico-quimicos que permitem o monitoramento do metabolismo
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e a eficiéncia farmacoldgica das espécies estudadas. E um desses parametros € a supressao
de fluorescéncia das proteinas que pode ou ndo ser induzida pela presenga de
determinadas substancias (EFTINK et al., 2000).

O efeito de supressao pode ocorrer a partir de diversas vias, como reagdes no
estado excitado, transferéncia energética, rearranjo molecular, formagao de complexo no
estado fundamental e colisdes. A BSA, por exemplo, quando excitada num comprimento
de onda especifico (280 nm) apresenta propriedade fluorescente com maximo de emissao
em torno de 350 nm. Essa emissao estd associada a presenga de L-aminoacidos triptofano,
tirosina e fenilalanina (EFTINK ez al., 2000; PETERS, 1995) e dentre esses trés
fragmentos a emissdo dos residuos de triptofano da BSA (Trp-134 e Trp-212) ¢
majoritaria e a caracteristica emissiva ¢ resultado da natureza quimica da sub-regido
(NAVEENRAJ, ANANDAN, 2013).

Para obtengao desse parametro pode-se utilizar do mecanismo de supressao de
fluorescéncia de Stern-Volmer. No mecanismo, caso seja considerado dinamico, o qual
possui dependéncia direta da colisdo entre moléculas da espécie supressora (Q), que neste
caso, pode ser o farmaco, e da proteina excitada (BSA) (LAKOWICZ, 2006), a equagao
3 de Stern-Volmer ¢ empregada para relacionar a intensidade relativa de emissdo de
fluorescéncia da BSA com e sem a presenca da espécie supressora. Na equagdo, F ¢ a
intensidade de emissdo na presenga do supressor, podendo ou ndo observar uma redugao,
Fo a intensidade observada na auséncia do mesmo e [Q] € a concentragdo do supressor.
J& o termo 7o € o tempo de vida das biomoléculas na auséncia da espécie supressora, sendo
o seu valor geralmente entre 10 e 8 nanosegundos e K4 a constante de velocidade de
supressdo bimolecular, uma vez que o produto desses termos (K,t9) € conhecido como

constante de Stern-Volmer (Ksv) (MOREIRA et al., 2015).

Equacao:
(Fo/F) =1+ K;1[Q] = 1 + Ksv[Q] (3)

Além do mecanismo dindmico, anteriormente citado, pode ocorrer também o
processo de supressdo estdtica da fluorescéncia. Nesse processo, a colisdo entre as
moléculas pode ocorrer no estado fundamental, o que leva a formacao de um complexo
[albumina]/[espécie supressora] que ndo apresenta propriedade fluorescente. Sendo

assim, a equacgao 3 € reescrita, resultando da seguinte forma:
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Equacio:
(Fo/F)=1+Ka[Q] “)
K =[FQJ/[F][Q]

Em que Ka ¢ a constante de supressdo estatica, F ¢ Q sdo o fluoréforo e o
supressor, respectivamente. Neste caso, o tempo de vida (1) ndo sofre variagdes como no
mecanismo dindmico, uma vez que o complexo formado (FQ) ndo é emissivo.

Os mecanismos podem ser distinguidos através dos parametros de viscosidade e
temperatura, uma vez que os mesmos sao dependentes dos valores da constante de
supressao. O mecanismo fotoquimico dinamico caracteriza-se pela relacao direta entre a
constante e a temperatura, tendo em vista que o aumento da temperatura favorece a
difusdo do fluorocromo (BSA no estado excitado) a espécie supressora, bem como o
aumento da colisdo das moléculas e, consequentemente, com a elevacio da temperatura
ha o aumento da constante de supressao (ksv). J& no mecanismo estatico, como o complexo
[BSA]/[espécie supressora] ndo apresenta propriedade fluorescente, a elevacdo da
temperatura desestabiliza o complexo intermediario e, neste caso, como ha uma relagao
inversa entre a temperatura ¢ a constante de supressao, os valores de ks, diminuirdo a
partir do aumento da temperatura (LAKOWICZ, 2006).

A partir desses conceitos € possivel inferir que a observacdo de alteragdes no
comportamento emissivo da BSA, seja a temperatura ambiente ou com variacao de
temperatura pode indicar ndo apenas a ocorréncia da interacdo, como também o
mecanismo fotoquimico existente a partir da formagdo do complexo biomolécula-
farmaco. Além disso, através dessa andlise sdo obtidas informagdes significativas que
evidenciam o modo de interagdo, além de calcular valores que sugerem maior ou menor
afinidade com a biomolécula a partir das constantes de ligagao.

Nesse contexto, diante do potencial biologico de complexos a base de ruténio ja
descritos na literatura, foi realizado um estudo preliminar com o objetivo de investigar a
interacdo dos complexos I e IV. Primeiramente, foi realizada a anélise da solucdo da
proteina e através dos espectros observou-se que a BSA em sua forma livre exibiu forte
emissao de fluorescéncia centrada em 350 nm, quando excitada em 280 nm, sendo esse
efeito fotoquimico promovido pela existéncia dos residuos de triptofano nas posicoes 134
e 212. J4 os complexos I e IV em solugio tampdo de PBS (pH 7,3; 0,1 mol L") exibiram

emissdo em torno de 420 e 550 nm quando excitados em 310 nm, o que permite analisar
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a supressao da BSA com maior confiabilidade, uma vez que as regides de emissao sao
distintas.

Como foi discutido acima, € necessario a realizagao de experimentos com variagao
de temperatura para aferir sobre o mecanismo de supressao em questdo. Logo, serdao
avaliados apenas as constantes de supressdo de forma relativa, denominadas neste
trabalho como Ksup, de modo que, as variagdes destas constantes mostrardo maior/menor
interacdo dos complexos (supressor) com a BSA, uma vez que, diante do pequeno ajuste
estrutural, ndo sdo esperadas mudangas significativas quanto ao mecanismo de interacao
entre os complexos avaliados e a albumina.

Os espectros obtidos pela andlise apresentaram alteragdes apos o aumento da
concentragdo dos complexos de ruténio(Il) a partir da adi¢ao de aliquotas na solucao de

BSA, como demonstrado nas Figuras 41 e 42.

Figura 41. Espectros de supressio de fluorescéncia da BSA na presenca de
[Ru(bta)(p-cim)(py)]PF¢ (I), em solucao tampao PBS (pH = 7,3); Aexe.= 280 nm. Os
espectros foram obtidos a partir da titulacio de 3 pmol L de BSA com adi¢des de 30 a
240 pL da solucio do complexo I 0,5 umol L', perfazendo as concentracdes de
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 42. Espectros de supressio de fluorescéncia da BSA na presenca de
[Ru(tff)(p-cim)(py)]PFs (IV), em solucdo tampao PBS (pH = 7,3); Aexc=280 nm. Os
espectros foram obtidos a partir da titulagio de 3 pmol L' de BSA com adi¢des de 30 a
240 pL da solugdo do complexo IV 0,5 umol L, perfazendo as concentracdes de
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Fonte: Dados da pesquisa.

Essas alteracdes mostraram que ocorreu a diminuigdo da emissdo da proteina, o
que confirma o processo de interacdo dos complexos I e IV, indicando, portanto, que
ambos foram capazes de extinguir a fluorescéncia intrinseca da BSA. Considerando
relatos da literatura, esse efeito supressor pode ser justificado pelas mudancas
conformacionais das microrregides protéicas que estdo proximas aos residuos de
aminoacidos, especificamente, aos fragmentos triptofano, j& que o centro metélico pode
ser capaz de interagir com esse residuo via histidina e envolvendo o processo de
transferéncia de energia (MOREIRA et al., 2015; NAVEENRAJ, ANANDAN, 2013;
TRYNDA-LEMIESZ et al., 2000).

Pdde-se notar também, de acordo com os valores de Ky obtidos (1,7 x 10° mol
L'e4,3x 10° mol L paraI eIV, respectivamente), os complexos exibem consideravel

interagdo com a BSA, sendo espécies promissores no que se refere a afinidade com alvos
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biologicos. Vale ressaltar que a maior interagao dos complexos sintetizados com a BSA
neste trabalho pode estar relacionada com a presenca dos ligantes, nesse caso a piridina e
a P-dicetona. Em se tratando a piridina, especificamente, testes realizados por
Ganeshpandian et al. (2014) utilizando substituinte piridil exibiram melhores resultados
no que se refere a afinidade com BSA, considerando também que o aumento da afinidade
era diretamente proporcional ao aumento da quantidade de grupos piridil na estrutura.
Isso foi justificado pela hidrofobicidade que essas espécies possuem, 0 mesmo observado
nos ligantes B-dicetona através da presenga do grupo —CF3 na estrutura dos complexos I
e IV e do fluorofenil apenas no IV (GANESHPANDIAN et al., 2014).

No tocante a capacidade supressora emissiva da fluorescéncia dos complexos I e
IV, nota-se que o complexo IV possui uma Kgup 2,5 vezes maior que o complexo I, o que
evidencia maior interacdo com a BSA. Isso porque o complexo IV, diferentemente do
complexo I, exibe em sua estrutura quimica o ligante B-dicetona composto por um anel
heterociclico (fluorofenil) o que contribui relevantemente com a hidrofobicidade, como
mencionado anteriormente, e foi crucial a provocagdo de mudangas no microambiente
protéico da BSA, a partir da formagdo do complexo BSA-ligante (GANESHPANDIAN
etal.,2014; KARAMI et al., 2017). Ademais, a partir dos resultados foi possivel inferir
que, neste caso, o processo de interacdo com a BSA ndo possui relagdo direta com a
citoxicidade, tendo em vista que o complexo mais ativo, dentre os empregados nesse

estudo preliminar, exibiu menor interagdo e vice-versa.

5. CONCLUSOES

No presente trabalho foram apresentados os produtos obtidos a partir da
combinacao dos complexos organometalicos de Ru(Il)/areno com ligantes B-dicetonas e
piridina, resultando em uma série com 5 novos compostos. Suas estruturas quimicas
foram elucidadas, adequadamente, através das técnicas de caracterizagdo utilizadas,
sugerindo que houve a coordenagdo dos ligantes ao centro metalico, como proposto.
Além disso, as estruturas cristalinas dos complexos, obtidas por difragdao de raios X,
evidenciaram a coordenacgdo bidentada dos -dicetonatos e monodentada da piridina.

No tocante aos experimentos de estabilidade em solugdo, todos os complexos
exibiram altera¢des tanto na analise de UV-Vis quanto pelos espectros obtidos pelo RMN
'H. O aparecimento de sinais indica a labiliza¢do parcial do grupo p-cimeno, fato ja
verificado em compostos Ru(Il)/areno de trabalhos anteriores. Porém, através dos valores
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de integrais calculados, pode-se considerar que estes compostos permanecem originais
como substancia majoritaria em presenca de DMSO, com destaque para os complexos I1
e III, os quais exibiram melhor perfil de estabilidade.

Com relagdo ao potencial citotoxico, foi verificado que a modificacao estrutural
promoveu alteracdes significativa neste quesito, uma vez que o precursor ¢ inativo em
todas linhagens e, em se tratando dos ligantes -dicetona que exibiram atividade (exceto
o II), os valores de ICso foram superiores aos respectivos complexos. Além disso, todos
complexos exibiram boa citotoxicidade para as linhagens celulares de tumor mamario
humano (MCF-7 e MDA-MB-231) e de ovario resistente a cisplatina (A2780-cis), além
de moderada citotoxicidade para linhagem pulmonar A549. No que diz respeito aos
estudos de indice de seletividade, a série de complexos exibiu maior seletividade para as
linhagens MCF-7 e A2780-cis, além dos valores obtidos serem similares e/ou superiores
aos valores da cisplatina. Em contrapartida, para linhagem MDA-MB-231, os indices de
seletividade foram inferiores, e para a linhagem A549, apenas o complexo IV exibiu
seletividade > 1. Por isso, o destaque dessa série sdo os complexos I, Il e V, que exibiram
bons valores de citotoxicidade e seletividade, especificamente para as linhagens mamaria
e de ovario, sendo, agentes promissores para uso em testes clinicos, nos quais o fator de
progressdo e expressdo celular estd relacionado aos hormdnios, ressaltando também a
necessidade de estudos mais detalhados.

Para tentar avaliar um possivel mecanismo de interagdo com alvos bioldgicos que
justifiquem a atividade antitumoral dos novos complexos, outras andlises foram feitas.
Através das medigdes de viscosidade, foi possivel averiguar que os derivados de
ruténio(Il) ndo alteraram a viscosidade relativa do ct-DNA, quando comparado as
alteragdes ocasionadas pelo brometo de etidio, uma sonda intercalante, sugerindo que
essas espécies exibem um perfil de interagdo ndo intercalante. Este fato foi endossado
pela técnica de eletroforese em gel, que além de confirmar a propriedade de interagdo nao
intercalante, sugeriu que os complexos também ndo se ligam covalentemente ao DNA,
diferentemente da cisplatina.

Os estudos preliminares de interacdo com a BSA, que também foi empregada
neste trabalho, indicaram que os complexos selecionados (I e IV) exibiram habilidade de
suprimir a emissao fluorescente intrinseca da BSA. No entanto, neste trabalho, o processo
de interacdo com essa proteina ndo possui relagdo direta com a citoxicidade, tendo em
vista que o complexo IV, responsavel por valores moderados de ICso, expressou maior

valor de Kyup (constante de supressao), e, consequentemente maior interacao, ao contrario
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do complexo I, que apesar da pouca afinidade com a BSA (valor menor de Ksup.), exibiu
maior atividade.

Em geral, pode-se predizer que os complexos I-V sdo espécies promissoras, por
ter a capacidade de interagir significativamente uma das biomacromoléculas de interesse
cientifico usada nessa pesquisa (BSA), sendo uma classe promissora para estudos
relacionados aos tumores de mama e ovario, e nas linhagens resistentes a cisplatina,
principalmente os complexos I, III e V, que exibiram os menores valores de ICso e bons
indices de seletividade para as linhagens mencionadas. Os resultados também
comprovam que a utilizagdo de organometalicos de ruténio(II) bem como a inser¢ao dos

substituintes propostos foram relevantes na contribui¢cdo dos efeitos verificados.
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7. ANEXOS

ANEXO A- ESPECTROS DE ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO
UVI-VIS
Figura Al. Espectros UV-Vis dos compostos [Ru(tta)(p-cim)(py)]PFs (II) (traco

vermelho), Htta (traco vermelho claro), py (traco laranja) e Rup-cim (trago preto) em

metanol na concentracdo 1x10~> M.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura A2. Espectros UV-Vis dos compostos [Ru(tfb)(p-cim)(py)]PFs (I) (trago azul),
Htfb ( trago azul claro), py (traco laranja) e Rup-cim (trago preto) em metanol na

concentracdo 1x107> M.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura A3. Espectros UV-Vis dos compostos [Ru(tff)(p-cim)(py)]PFs (I) (trago rosa),

Htff (trago rosa escuro), py (traco laranja) ¢ Rup-cim (traco preto) em metanol na

concentragdo 1x107> M.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura A4. Espectros UV-Vis dos compostos [Ru(btc)(p-cim)(py)]PFs (V) (trago

amarelo escuro), Hbtec (trago amarelo), py (traco laranja) e Rup-cim (trago preto) em

metanol na concentragio 1x10 M.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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ANEXO B — ESPECTROS DE ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO

Figura B1. Espectro no IV do precursor [RuClz(1n®-p-cimeno)]» ( trago preto), do ligante

livre Hbta (traco verde claro) e do complexo I (trago verde).
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Fonte: Dados da pesquisa.
Figura B2. Espectro no IV do precursor [RuCla(n°-p-cimeno)]z ( trago preto), do ligante

livre Htta (trago vermelho escuro) e do complexo II (tragco vermelho).
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura B3. Espectro no IV do precursor [RuCla(n’-p-cimeno)]z ( trago preto), do ligante

livre Htfb (traco azul claro) e do complexo III (trago azul).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura B4. Espectro no IV do precursor [RuCla(n°-p-cimeno)]z ( trago preto), do ligante

livre Htff (traco rosa escuro) e do complexo IV (trago rosa claro)
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Figura BS. Espectro no IV do precursor [RuCla(n’-p-cimeno)]z ( trago preto), do ligante

livre Hbtc (traco amarelo claro) e do complexo V (tragco amarelo escuro).
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Figura B6. Espectro de IV expandido na regido entre 1800-1000 cm™ do precursor (traco
preto) com os complexos II (A), III (B), IV (C), V (D) e seus respectivos ligantes.
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Figura B7. Espectros ampliados em regides caracteristicas de absor¢des especificas dos

ligantes Htta (a), Htfb (b) e Htff (c) ¢ Hbtc (d).
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ANEXO C- ESPECTROS DE RMN 'H

Figura C1. Espectro de RMN — 'H, obtido em CDCl; e frequéncia de 400 MHz, do

complexo II com os hidrogénios identificados.
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Figura C2. Espectro de RMN — 'H, obtido em CDCls e frequéncia de 400 MHz, do

complexo III com os hidrogénios identificados.
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Figura C3. Espectro de RMN — 'H, obtido em CDCI; e frequéncia de 400 MHz, do

complexo IV com os hidrogénios identificados.
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Figura C4. Espectro de RMN — 'H, obtido em CDCls e frequéncia de 400 MHz, do

complexo V com os hidrogénios identificados.
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Figura CS. Espectros com regido expandida referentes aos sinais dos protons em alto

campo do grupo aromatico do precursor presentes em todos complexos
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Figura C6. Espectros com regido expandida referentes aos sinais dos hidrogénios do

ligante Htta presentes no complexo II as respectivas atribuigdes.
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Figura C7. Espectros com regido expandida referentes aos sinais dos hidrogénios do

ligante Htfb presentes no complexo III as respectivas atribuigdes.
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Figura C8. Espectros com regido expandida referentes aos sinais dos hidrogénios do

ligante Htff presentes no complexo IV as respectivas atribuigdes.
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Figura C9. Espectros com regido expandida referentes aos sinais dos hidrogénios do

ligante Hbtc presentes no complexo V as respectivas atribuicdes.
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ANEXO D - ESPECTROS DE RMN *C {'H}

Figura D1. Espectro de RMN —!3C {'H}, obtido em CDCls e frequéncia de 100 MHz,

do complexo II com os carbonos identificados.
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Figura D2. Espectro de RMN —!3C {'H}, obtido em CDCls e frequéncia de 100 MHz,

do complexo III com os carbonos identificados.
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Figura D3. Espectro de RMN —!3C {'H}, obtido em CDClI; e frequéncia de 100 MHz,

do complexo IV com os carbonos identificados.
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Figura D4. Espectro de RMN —!3C {!H}, obtido em CDCls e frequéncia de 100 MHz,

do complexo V com os carbonos identificados.
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ANEXO E - DIFRACAO DE RAIOS-X POR MONOCRITAL

Tabela E1. Comprimentos de ligacdo a partir da difragdo de raios x por monocristal dos

complexos T e IV.
Complexos I v I v
Comprimento de Ligacdo (4)
RU-O(2) 2,070(3) 2,077(3) C(25)-C(24) 1,391(7) 1,377(6)
RU-O(1) 2,079(3) 2,080(2) C(25)-H(25) 0,9300 0,9300
RU-N(1) 2,126(4) 2,120(3) C(2)-H(2) 0.9300 0,9300
RU-C(37) 2,158(5) 2,160(4) C(35)-C(34) 1.427(8) 1,418(7)
RU-C(36) 2,164(5) 2,168(4) C(35)-C(38) 1.535(9) 1,535(7)
RU-C(34) 2,179(5) 2,176(5) C(24)-C(23) 1.353(9) 1,359(8)
RU-C(33) 2,185(5) 2,179(4) C(24)-H(24) 0.9300 0,9300
RU-C(35) 2,175(5) 2,185(4) C(22)-C(23) 1.353(9) 1,366(8)
RU-C(32) 2,189(5) 2,187(4) C(22)-H(22) 0.9300 0,9300
P(1)-F(2) 1,524(5) 1,550(4) C(13)-C(14) 1.366(7) 1,339(8)
P(1)-F(3) 1,541(5) 1.562(5) C(13)-H(13) 0.9300 09300
P(1)-F(6) 1,557(6) 1,564(5) C(16)-C(15) 1.376(7) 1,374(6)
P(1)-F(4) 1,544(4) 1,565(3) C(16)-H(16) 0.9300 0,9300
P(1)-F(1) 1,531(6) 1,566(4) C(23)-H(23) 0.9300 0,9300
P(1)-F(5) 1,574(5) 1,572(4) C(34)-C(33) 1.376(9) 1,398(7)
O(1)-C(1) 1,261(5) 1,263(4) C(34)-H(34) 0.9300 0,9300
0(2)-C(3) 1,260(5) 1,253(4) C(14)-C(15) 1.373(7) 1,379(8)
N(1)-C(25) 1,333(7) 1,334(5) C(33)-H(33) 0.9300 0,9300
N(1)-C(21) 1,337(6) 1,338(5) C(38)-C(39) 1.484(9) 1,490(7)
F(14)-C(14) - 1,355(5) C(38)-C(40) 1.520(10) 1,531(9)
C(1)-C(2) 1,404(6) 1,403(5) C(38)-H(38) 0.9800 0,9800
C(H)-C(11) 1,487(6) 1,484(5) C4)-F(12A) 1.257(10) 1,200(14)
C(11)-C(16) 1,382(7) 1,373(6) C4)-F(11A) 1.314(9) 1,224(13)
C(11)-C(12) 1,394(6) 1,388(5) C(4)-F(13B) 1.318(15) 1,237(11)
C(36)-C(35) 1,392(8) 1,402(6) C4)-F(11B) 1.24(2) 1,247(14)
C(36)-C(37) 1,416(8) 1,429(6) C(4)-F(12B) 1.24(2) 1,283(14)
C(36)-H(36) 0,9300 0,9300 C(4)-F(13A) 1.295(8) 1,301(13)
C(12)-C(13) 1,382(7) 1,384(6) C(15)-H(15) 0.9300 0,9300
C(12)-H(12) 0,9300 0,9300 C(40)-H(40A) 0.9600 0,9600
C(37)-C(32) 1,401(8 1,403(7) C(40)-H(40B) 0.9600 0,9600
C(37)-H(37) 0,9300 0,9300 C(40)-H(40C) 0.9600 0,9600
C(3)-C(2) 1.360(7) 1.364(6) C(31)-H(31A) 0.9600 0.9600
C(3)-C(4) 1.546(8) 1.560(7) C(31)-H(31B) 0.9600 0.9600
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C(21)-C(22)
C(21)-H(21)
C(32)-C(33)
C(32)-C(31)
BRI1-C(14)

1.373(8)
0.9300

1.430(9)
1.506(9)
1.897(5)

1.391(7)
0.9300
1.421(8)
1.508(7)

C(31)-HB31C)
C(39)-H(39A)
C(39)-H(39B)
C(39)-H(39C)

0.9600
0.9600
0.9600
0.9600

0.9600
0.9600
0.9600
0.9600

Fonte: Dados da Pesquisa.
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ANEXO F - ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Figura F1. (A) Espectro de massa HRESI-MS do complexo II com m/z 536,044 [M-

PFs]", com ampliacdo dos picos isotopicos. (B) Espectro ESI-MS/MS de m/z 536,044 cm

fragmentacao em m/z 457,002.
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Figura F2. (A) Espectro de massa HRESI-MS do complexo III com m/z 609,998 [M-
PFs]", com ampliag¢do dos picos isotopicos. (B) Espectro ESI-MS/MS de m/z 609,998 cm

fragmentacao em m/z 530,955.
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Figura F3. (A) Espectro de massa HRESI-MS do complexo IV com m/z 548,079 [M-
PFs]", com ampliag¢do dos picos isotopicos. (B) Espectro ESI-MS/MS de m/z 548,079 cm

fragmentacao em m/z 469,036.
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Figura F4. (A) Espectro de massa HRESI-MS do complexo V com m/z 564,054 [M-
PFs]", com ampliag¢do dos picos isotopicos. (B) Espectro ESI-MS/MS de m/z 564,054 cm

fragmentacao em m/z 485,010.
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The title complex cis-[Ru(dppm),(bta)]PFs, dppm = 1,1-bis(diphenylphosphino)methane; bta™ =
=4 4 4-trifluoro-1-phenyl-1,3-butanedionate, was prepared from the cis-[RuCly(dppm),] pre-
cursor in mild conditions. Elemental analysis, spectroscopy (FTIR, 'H, *'P{'H} and "F{'H}
NMR) as well as single-crystal X-ray diffraction were used to characterize the new complex.
Electronic structure of the complex was described utilizing TD-DFT analysis. All data indicate
a good degree of purity, a cis arrangement for the diphosphines and a distorted geometry for
the ruthenium center.

DOI: 10.26902/JSC_id108210
EDN: GXZWBH

Keywords: ruthenium(Il) complexes, dppm, B-diketonate, X-ray structure, multinuclear
NMR spectroscopy, TD-DFT.

INTRODUCTION

The coordination chemistry of ruthenium(Il) containing chelating diphosphine ligands, particu-
larly with the Ru(P—P), framework, has been highlighted in the last decades due to their application
in homogenous catalysis, bioinorganic chemistry as well as electronic and optoelectronics materials
[ 1-6]. It is well established that phosphine ligands act as 7 acceptors stabilizing ruthenium(II) [ 7 ]
and that the final properties of the designed complexes can be modulated by the phosphine substi-
tuents like bite angle, cone angle, cis or trans isomerism and by the judicious choice of the ligands that
complete the octahedral coordination sphere of ruthenium [ 8, 9 ]. On the other hand, -diketones exhi-
bit relevant biological activities and as ligands in coordination chemistry generally coordinate metal
ions by dissociation of the enolic proton, acting as chelating O,0-donor forming six-membered chelate
rings [ 10, 11].

Aiming to develop compounds with relevant biological, in the present work a new heteroleptic ru-
thenium complex was synthesized by combining B-diketone and diphosphine ligands. Therefore, besi-
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des the possibility of measuring *'P NMR due to the phosphine ligands, a fluorine containing B-diketo-
nate ligand (bta’) was chosen as since "°F is also a good probe for NMR spectroscopy. The single-
crystal structure description and TD-DFT theoretical calculations on the electronic structure of the ru-
thenium(Il) complex cis-[Ru(dppm),(bta)]PFs are further reported.

EXPERIMENTAL

Materials and physical measurements. All reagents and solvents were used as received from
Sigma-Aldrich. cis-[RuCly(dppm),] was prepared according to reported procedure [ 12 ].

Microanalysis of carbon and hydrogen were performed out by PerkinElmer 2400 Series II
CHNS/O elemental analyzer. IR spectra were registered in attenuated total reflectance (ATR) sample
holder and diamond crystal equipped on a PerkinElmer FTIR Frontier Single Range — MIR spectro-
photometer, in the range of 4000-220 cm'. 'H, *'P{'H} and "F{'H} NMR experiments were deter-
mined by a Bruker Ascend 400 Avance III HD spectrometer (9.4 T, operating at 400 MHz, 162 MHz
and 377 MHz for 'H, *'P and "F, respectively) utilizing CDCl; as solvent. Tetramethylsilane (TMS)
was used as reference for 'H data and phosphoric acid (85 %) and trichloro-fluoro-methane (CFCl;) as
external references for *'P and '’F NMR experiments, respectively.

Synthesis of cis-[(Ru(dppm),(bta)]PFs. 13.0 mg (0.06 mmol) of the B-diketone 4,4,4-trifluoro-
1-phenyl-1,3-butanedione (Hbta) was added to solution of cis-[RuCly(dppm);] (50.0 mg; 0.053 mmol)
in methanol (20.0 mL), followed by the addition of 8.4 uL (0.06 mmol) of triethylamine. The resulting
solution was stirred under reflux for a 24 h period at room temperature. The final solution was concen-
trated to ca. 5 mL and 8.0 mg (0.049 mmol) of NH4PFs was added. The solution was cooled to 7 °C,
causing a yellow solid to precipitate, which was filtered off, washed with distilled water and diethyl
ether (2x5 mL) and dried under vacuum. Yield: 0.040 g (56.3 %). MM = 1229.95 g/mol. Elemental
analysis for C¢HsoPsFoO,Ru (calcd/found): C 58.58/59.71; H 4.10/4.61. Selected FTIR (ATR, cm‘l):
v(C=0 + vC=C) 1595, 1571; v,(C—F) 1204; v(C—CF; + vC=C) 1315,1292; v(Ru—O0) 436; v(P—F)
831; V(P—Copheni) 1099; V(P—Cliiphaic) 730. 'H NMR (400 MHz, CDCly) (8/ppm): 4.34 (m, 1H,
Ha,methylene/biph), 4.60 (m, 1H, Ha,methylene/biph): 4.78 (m, 1H, Ha,methylene/biph), 5.04 (m, 1H, Ha,methylene/biph):
6.24 (S’ lH, He,BTA); 6.34 (2d9 2H, Hd,phenil/biph)a 6.60 (2d5 2H, Hd,phenil/biph)a 7.00 (t, ZH, Hc,phenil/biph)’ 7.75
(2d, 2H, Haphenitvipn)s 7-81 (2d, 2H, Hy phenitwipn). - P{'H} NMR (162 MHz, CDCl;) (8/ppm): 0.45 (ddd,
1P), 3.99 (ddd, 1P), —13.99 (ddd, 2P). ’F{'H} NMR (377 MHz, CDCls) (8/ppm): —74.20 (s, 3F,
FCF;.14) —73.02 (d, 6F, FPFg).

Computational analysis. The structure of the ruthenium complex was optimized considering the
specie solvated in methanol using the conductor-like PCM (CPCM) model [ 13, 14 ], taking as start
point the structure resolved by DRX. The optimization was performed using the functional M11 [ 15]
combined with the DGDZVP basis set. This basis set performed far better than other double-zeta basis
sets, and it even outperformed the triple-zeta basis sets [ 16 |. The theoretical electronic spectrum was
obtained using the time-dependent approach of the Density Functional Theory (TD-DFT). It was cal-
culated considering the first 60 singlet excited states using the LC-BLYP functional [ 17 ] in combina-
tion with the DGDZVP basis set. In this case, the solvent effect was also considered using the CPCM
model. All calculations were performed with Gaussian09 Revision E.O1 [ 18 ].

Structure determination by X-ray crystallography. Single crystals of the complex cis-
[Ru(dppm),(bta)|PFs were obtained from slow diffusion of diethyl ether into a saturated methanolic
solution of the complex at 10 °C. The data was collected on a BRUKER APEX II Duo diffractometer
using MoK, radiation (A =0.71073 A). Standard procedures were applied for data reduction and ab-
sorption correction [ 19, 20 |. The structure solution and refinement were performed with the SHELX
program package [ 21 ]. All non-hydrogen atoms were refined with anisotropic thermal displacement
parameters while the hydrogen atoms were placed at idealized positions with the riding model method
using SHELXL-2016. Structural representations were drawn with ORTEP-3 for Windows [ 22 ]. The
CF; fragment from bta™ ligand was refined over two sites. The crystal data and details of structural de-
termination are presented in - 1.

2uz 11



HKVPHAJ CTPYKTYPHOM XUMHH. 2023. T. 64, Ne 4, 108210

Table 1
Crystal data and structure refinement for cis-[ Ru(dppm),(bta)|PF
Parameter Value
Empirical formula CsoHsoF9O.PsRu
Formula weight, g/mol 1229.92
Temperature, K 296(2)
Crystal system Triclinic
Space group P1
Unit cell dimensions: a, b, ¢, A 11.0966(4), 12.9380(5), 20.0902(8)
a, B, v, deg. 82.1520(10), 86.4860(10), 80.3710(10)
Volume, A’ 2814.85(19)
VA 2
Calculated density, mg/m’ 1.451
u, mm' 0.493
F(000) 1252
Crystal size, mm 0.310x0.150x0.040
6 range, deg. 1.610 to 26.408
Index ranges ~13<h<13, -16<k<16, -25<[<25
Max. and min. transmission 0.7454 and 0.7036
Reflections collected / independent 87713 /11531
Completeness to 8 = 25.242°, % 100.0
Data / restraints / parameters 11531/32/790
GOOF on F* 1.049
Final R indices (/> 2c(/)) R, =0.0388, wR,=0.0867
R indices (all data) R, =0.0560, wR, = 0.0962
Largest diff. peak and hole, /A3 0.39 and —0.34
RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis. The new ruthenium(II) diphosphinic complex containing a -diketonate ligand synthe-
sized in this work was obtained in good yield and with satisfactory degree of purity by simple chlorido
exchange in the presence of a base, as showed in Scheme 1. cis-[Ru(dppm)i(bta)]PF, is air stable,
soluble in dichloromethane, chloroform, methanol and DMSO and insoluble in water and diethyl ether.

Q "

CH OH/Et;N
Ru NH 4PT
/ | \

Scheme 1. Synthesis of the cis-[Ru(dppm),(bta)]PFs complex

Infrared spectroscopy. The FTIR spectra of the new complex showed in Fig. 1 displays vibra-
tional modes corresponding to the dppm ligands at 1485 cm ', 1435cm ', 1099 cm ', 730 cm ' and
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Fig. 1. IR spectra of the B-diketone Hbta (/ line) and
cis-[Ru(bta)(dppm),]|PF (2 line)

691 cm ', practically unchanged when compared with the cis-[RuCl,(dppm),] precursor. The absence
of the Ru—Cl stretching modes close to 260 cm ' is indicative of chlorido exchange in the product
[23]. The coordination of the bta™ ligand is confirmed by the characteristic vibrational modes of
v(C=0) coupled with v(C=C) observed at 1595 cm ' and 1571 cm ', vC—CF; coupled with vC=C at
1315 cm ™" and 1292 cm™! as well as v,,C—F at 1204 cm ' [ 24, 25]. The presence of the counter-ion
PF; is confirmed by the observation of the vP—F at 831 em '[23].

NMR spectroscopy. The 'H NMR spectrum showed all the expected signals for the cis-
[Ru(dppm),(bta)]PFs as showed in Fig. 2. In this regard, multiplets were observed between 4.30 ppm
and 5.04 ppm corresponding to the aliphatic protons of the dppm ligands. Also, the p-hydrogen atoms
(Hy) of the aromatic rings of dppm are clearly observed as multiplets at 6.34 ppm; 6.60 ppm; 7.75 ppm
and 7.81 ppm each one corresponding to two hydrogen atoms. The region between 7.00 ppm and
7.55 ppm is formed by overlapped multiplets corresponding to the o- and m-hydrogens of the aromatic
rings of dppm as well as hydrogens of the aromatic ring of the bta ligand corresponding to a total of
37 hydrogen atoms. Evidence of the coordination of bta in its deprotonated form is the singlet at
6.24 ppm integrating to one hydrogen [ 26 ].

The analysis of the *'P{'H} NMR spectrum (Fig. 3) showed a typical ABMX spin system con-
firming the cis arrangement of the dppm ligands in the new complex [ 27 ]. A set of signals centered at
—13.99 ppm is attributed to the two phosphorus #rans to each other. In 0.45 ppm and 3.99 ppm the
multiplets observed corresponding to the phosphorus trans to oxygen atoms of the bta™ ligand, each
one integrating to one phosphorus. These chemical shifts are downfield shifted when compared with
the observed for the precursor cis-[RuCl,(dppm).], triplets at —0.84 ppm and —27.04 ppm, forming an
A>X; spin system. Additionally, a septet signal is observed at —144.30 ppm being characteristic of the
coupling of the phosphorus atom with the fluorine atoms of the counterion PF.

The “F{'H} NMR spectrum shown in Fig. 4 displayed a singlet signal at —74.24 ppm correspon-
ding to the —CF; group of the bta™ ligand [ 28 ]. In the non-coordinated B-diketone this singlet is
slightly more deshielded and resonates at —72.62 ppm. Such a variation in chemical shift confirms the
coordination of [B-diketone to ruthenium. The counterion PF is observed as doublet signal at
—73.02 ppm (Jp_r =757 Hz) [29].

Structure determination by X-ray crystallography. The crystal structure of the complex cis-
[Ru(dppm),(bta)|PFs was determined and its molecular structure with the respective atom numbering
scheme are presented in Fig. 5, selected bond lengths and angles are described in the caption. This
complex crystallizes in the P1 triclinic space group with the octahedron coordination environment of
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Fig. 2. "H NMR spectrum of the cis-[Ru(dppm),(bta)]PFs complex (CDCl;)
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Fig. 3.°'P{'"H} NMR spectrum of the cis-[Ru(dppm),(bta)]PFs complex
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Fig. 4. "F{'H} NMR spectra of the cis-[Ru(bta)(dppm),]PFs complex (green line) and p-diketone Hbta
(black line)

6m3 11



JKYPHAJI CTPYKTYPHOI XUMUU. 2023. T. 64, Ne 4, 108210

eVl

gl /’i )

Fig. 5. ORTEP plot of cis-[Ru(bta)(dppm),|PFs showing the atoms la-
beling with the thermal ellipsoids at the 50 % probability level. Hy-

drogen atoms and PF ion were omitted for clarity. CF; group is dis-

ordered over two sites (major component A with 89.3 % of occupation
and minor component B with 10.7 % of occupation)

ruthenium highly distorted. As predicted by the *'P{'H} NMR analysis and illustrated in the molecular
structure of the complex (Fig. 5) the two chelating dppm ligands are cis positioned with bonding
through the P1, P2, P3 and P4 atoms and also the B-diketonate ligand is coordinated in a bidentate
mode through the oxygen atoms O1 and O2. Major distortions are due to the acute chelate bite angles
of P4—Ru—P3 and P1—Ru—P2 of 71.03° and 71.06°, respectively, imposed by the short methylene
bridge [ 4 ]. Also the O2—Ru—O1 angle shows some strain (85.81°), being consistent with the values
reported for other diketonate ligands forming six-membered rings with the central ruthenium ion
[28,30]. The Ru—P bond lengths vary from 2.3579(8) A to 2.3740(8) A for mutually trans disposed
phosphorus and 2.3051(7) A to 2.3142(8) A for those phosphorus frans to the B-diketonate oxygen
atoms. The Ru—O1 bond is slightly shorter than Ru—O2 bond, 2.1156(18) Avs. 2.1260(18) A, respec-
tively, this characteristic is observed for other complexes containing B-diketonates [ 29 |. These data
together the obtained in the optimized structure are displayed in table 2. No H-bonds are observed in
the crystalline structure of the complex; however, it is stabilized by weak intermolecular of the type
C—H:--F involving the CH groups and the CF; moiety from a neighbouring molecule and the PF

counter-ion (Fig. 6).

UV-Vis spectroscopy analysis. UV-Vis spectrum of the cis-[Ru(bta)(dppm),]PFs complex was
measured in methanol, as displayed in Fig, 7. The observed bands around 300—400 nm displayed low
molar absorption coefficients, close to 0.3x10° L/mol-cm, while bands below 300 are more intense.

The electronic transitions have been assigned based on a TDDFT calculation. The optimized
structure in methanol was obtained using Gaussian09 analysis package taking as a starting point the
structure of the complex under study, resolved by XRD. The structural agreement has been observed
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Fig. 6. Short contacts involved in the crystal structure of cis-[Ru(bta)(dppm),]PFs:
(C6---F5a=3.2704(1) A, C6—H6---F5a = 162.656(3)°), (C24---F2a" =3.1637(1) A,
C24—H24---F2a™ = 127.554(3)°). Symmetry operations used "' 1—x, —y, 1-z and * x, —1+y, z

3 -3

—_
1
T
—_

Normalized absorbance
Normalized oscillator strength

N . 0

T T T T
200 300 400 500
Wavelength, nm

Fig. 7. Experimental UV-Vis spectrum of the cis-[Ru(bta)

(dppm),]PF¢ in methanol compared to excitation ener-

gies obtained by TD-DFT. Both spectra were normali-
zed for comparison purposes

from the comparison of bond distances and angles between calculated and X-ray determined structure
(TaBIE 2).

Computation of 60 excited states allowed the interpretation of the experimental spectra in the
200-500 nm range. The calculated energies of selected excited states and their respective oscillator
strengths (f) are shown in - 3. A weak broad band with peak at 350 nm (343.57 nm — theoretical
value), seems to be the result of the combination of a set of 10 configurations (see Supplementary
Materialsl), among which stand out, in parentheses the weight of each configuration, HOMO —

* Supplementary materials are available for this article at doi 10.26902/JSC_id108210 and are accessible for
authorized users.
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Table 2
Selected bond lengths (A) and bond angles (deg.) for the cis-[Ru(bta)(dppm),|PF¢ complex
Bond lengths Experimental Optimized Bond angles Experimental Optimized

Ru—O1 2.1260(18) 2.1774 02—Ru—oO0l 85.81(7) 83.09
Ru—O02 2.1156(18) 2.1597 P4—Ru—P3 71.03(3) 70.71
Ru—P1 2.3740(8) 2.4083 P1—Ru—P2 71.06(3) 70.95
Ru—P2 2.3142(8) 2.3317 P4—Ru—P1 171.72(3) 167.98
Ru—P3 2.3051(7) 2.3320 02—Ru—P2 166.36(6) 170.47
Ru—P4 2.3579(8) 2.3517 Ol—Ru—P3 164.14(6) 164.35
01—C1 1.265(4) 1.2660 Ol—Ru—P1 90.88(6) 89.14
02—C3 1.265(4) 1.2559 P3—Ru—P1 104.35(3) 104.52

Table 3

Configurations with more relevant weights that make up some of the transitions calculated with X > 214 nm
for the complex cis-[Ru(bta)(dppm),]PFs, using the TD-DFT approach

A, nm (f) Major contributions

394.21 (0.0064) H-3 — L+2 (12.68%); H-3 — L+3 (12.10%); H-3 — L+16 (22.83%)
360.49 (0.0058) [H-10 — L+1 (20.81%); H-10 — L+17 (15.45%); H —> L+1 (10.51%); H — L+17 (15.74%)
343.57 (0.0351)|  H — L+1 (17.11%); H — L+2 (16.59%); H — L+18 (13.81%); H — L+19 (13.05%)
320.07 (0.0025) | H-11 — L+1 (14.39%); H-11 — L+17 (16.89%); H-3 — L+1 (17.03%); H — L (25.99%)

298.40 (0.2279) H-1 - L (36.59%), H— L (31.55%);
243.89 (0.1413) H-3 - L (35.75%), H-2 - L (29.85%); H-1 — L (20.86%)
234.44 (0.2259) H-10 — L (16.87%); H-9 — L(10.20%); H-1 — L (48.23%)
219.63 (0.4723) H-1 - L+1 (15.02%); H —> L+1 (20.03%); H —> L+6 (12.87%)

214.10 (0.2989) | H-9 — L+2 (13.59%); H-8 — L+2 (20.10%); H-4 — L+1 (11.97%); H — L+2 (12.30%)

— LUMO+1 (17.11 %), HOMO — LUMO+2 (16.53 %), HOMO — LUMO+18 (13.81 %), and
HOMO — LUMO+19 (13.05 %). The analysis of these configurations suggests that this band is as-
signed to MLCT transitions to both dppm and BTA ligands. The band centered at 302 nm involves
a set of different transitions as suggest the theoretical calculation, involving the fourth (transition at
320.07 nm) to the seventh excited state (transition at 289.94 nm). These transitions are assigned to
MLCT to BTA ligand (see Supplementary Information). The bands in the high-energy side 262 nm
(theoretical transitions between 243.89 nm and 234.44 nm, 9" to 11™ excited states), and 228 nm
(theoretical transitions between 219.63 nm and 214.10 nm, 20™ to 22™ excited states, are assigned re-
spectively to intraligand (BTA) and interligand (dppm to BTA) transitions.

CONCLUSIONS

In conclusion, this study reports the synthesis, characterization and structural analysis of a novel
cationic ruthenium(II) complex containing two dppm and a -diketonate as ligands. Spectroscopic data
are consistent with the cis disposition of the diphosphine ligands and chelation through oxygen atoms
of the bta™ ligand, also a significant distortion from the octahedral geometry was observed. Electronic
spectrum is dominated by MLCT transitions, mainly to BTA ligand, and also intraligand and inter-
ligand transitions in the higher energy region of the spectrum.

Additional information. CCDC 2218745 contains the supplementary crystallographic data for
the complex. The data can be obtained free of charge via http://www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrie-
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ving.html, or from the Cambridge Crystallographic Data Centre, 12 Union Road, Cambridge CB2
1EZ, UK; fax: (+44) 1223-336-033; or e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk.
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