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RESUMO

O desenvolvimento de novos complexos metalicos com fins terapéuticos € destaque
na comunidade cientifica. Nesta perspectiva, o presente trabalho descreve a sintese,
caracterizacdo e estudo in vitro da atividade citotoxica e leishmanicida de novos
complexos de ruténio (II) e (Ill) contendo hidroxibenzofenonas e 1-hidroxi-9,10-
antraquinona. A série 1 é composta por seis complexos de féormula geral cis-
[RuCl2(HB)(dppb)] em que HB = HB1 = 2-hidroxi-4-(octiloxi)benzofenona (1), HB2 = 2-
hidroxi-4-metoxibenzofenona (2), HB3 = 2,2'-dihidroxi-4,4'-dimetoxibenzofenona (3),
HB4 = 2,2'-dihidroxi-4-metoxibenzofenona (4), HB5 = 2,4-dihidroxibenzofenona (5),
HB6 = 2,4,4-trihidroxibenzofenona (6) e dppb = 1,4-bis(difenilfosfinabutano).
Enquanto a série 2 € constituida por dois complexos de formula geral cis-
[RuCl2(HQ)(dppb)] (7) e trans-[Ru(HQ)(PPhs)2(bipy)]PFs (8), onde HQ = 1-hidroxi-
9,10-antraquinona, PPhs = trifenilfosfina e bipy = 2,2-bipiridina. Os complexos foram
caracterizados utilizando-se as técnicas: analise elementar, analises térmicas,
condutividade molar, espectroscopias de absor¢cédo na regido do infravermelho, do
ultravioleta e visivel, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H, 3C{*H}
e 3'P{*H}, difracdo de raios X por monocristal e por policristais e voltametria ciclica.
Estudos de modelagem molecular foram empregados para avaliar as estruturas dos
complexos obtidos e predizer sobre possiveis isdbmeros, bem como auxiliar nas
atribuicbes das bandas observadas na espectroscopia de UV-vis. A estabilidade dos
complexos em solucao foi avaliada durante 48 horas e posteriormente 0s ensaios in
vitro contra a forma promastigota de Leishmania amazonensis, apontaram maior
atividade leishmanicida para (8) (Clso = 2,2 pM), entretanto sua citotoxicidade elevada
contra os macrofagos (CCso = 0,5 uM e IS = 0,2) inviabilizou o prosseguimento dos
estudos. Em contrapartida, trés (HB4, HB5 e HB6) das seis hidroxibenzofenonas
utilizadas demonstraram resultados comparaveis a farmacos de referéncia no
tratamento da doenca. O complexo (8) apresentou potencial citotoxico mais promissor
frente a linhagem CHL-1 derivada de melanoma (Clso = 14,50 uM, CCso = 105,9 pM e

IS = 7,3) e sua interacdo com o DNA e albumina sérica humana foram investigadas.

Palavras-Chave: Hidroxibenzofenonas; Hidroxiantraquinona; Ruténio; Agentes

terapéuticos; Compostos de coordenacao.



ABSTRACT

The development of new metal complexes for therapeutic purposes is highlighted in
the scientific community. In this perspective, the present work describes the synthesis,
characterization and in vitro study of the cytotoxic and leishmanicidal activity of new
ruthenium (I) and (Ill) complexes containing hydroxybenzophenones and 1-hydroxy-
9,10-anthraquinone. Series 1 is composed of six complexes with the general formula
cis-[RuCl2(HB)(dppb)] where HB = HB1 = 2-hydroxy-4-(octyloxy)benzophenone (1),
HB2 = 2-hydroxy-4- methoxybenzophenone (2), HB3 = 2,2'-dihydroxy-4,4'-
dimethoxybenzophenone (3), HB4 = 2,2'-dihydroxy-4-methoxybenzophenone (4), HB5
= 2,4-dihydroxybenzophenone (5), HB6 = 2,4,4'-trihydroxybenzophenone (6) and dppb
= 1,4-bis(diphenylphosphinebutane). While series 2 is constituted by two complexes
of general formula cis-[RuCl>(HQ)(dppb)] (7) and trans-[Ru(HQ)(PPh3)2(bipy)]PFs (8),
where HQ = 1-hydroxy-9,10-anthraquinone, PPhz = triphenylphosphine and bipy = 2,2-
bipyridine. The complexes were characterized using the following techniques:
elemental analysis, thermal analysis, molar conductivity, infrared, ultraviolet and visible
absorption spectroscopy, 'H, 3C{*H} and 3!P{*H} nuclear magnetic resonance
spectroscopy, X-ray diffraction by single and polycrystals and cyclic voltammetry.
Molecular modeling studies were used to evaluate the structures of the complexes
obtained and to predict possible isomers, as well as to assist in the assignment of the
bands observed in the UV-vis spectroscopy. The stability of the complexes in solution
was evaluated for 48 hours and later, in vitro assays against the promastigote form of
Leishmania amazonensis, showed greater leishmanicidal activity for (8) (ICso = 2,2
HKM), however its high cytotoxicity against macrophages (CCso = 0,5 uM and IS = 0,2)
made it impossible to continue the studies. In contrast, three (HB4, HB5 and HB6) of
the six hydroxybenzophenones used showed results comparable to reference drugs in
the treatment of the disease. The complex (8) showed more promising cytotoxic
potential against the melanoma-derived CHL-1 lineage (ICso= 14,50 uM, CCso= 105,9
uM and IS = 7,3) and its interaction with DNA and human serum albumin were

investigated.

Keywords: Hydroxybenzophenones; Hydroxyanthraquinone; Ruthenium; Therapeutic

agentes; Coordination compounds.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade compostos metalicos ja eram empregados por diferentes
civilizagcdes no tratamento de doencas. Assirios, egipcios e chineses utilizavam o
cinabrio (sulfeto de mercurio) como medicamento para diversas enfermidades como
tracoma e doencgas venéreas (NDAGI; MHLONGO; SOLIMAN, 2017). Na Grécia, 0o
meédico Hipodcrates relatou o uso da prata no restabelecimento de feridas e Ulceras,
além das propriedades antimicrobianas reconhecidas anteriormente. Em 3.000 a. C.
o cobre era utilizado pelos egipcios para esterilizar a agua. Ja os chineses, arabes e
indianos, por volta de 3.500 a.C. empregavam medicamentos a base de ouro no
tratamento de inflamacdes, infecgdes e tuberculose (YEO et al., 2017).

A nova era da medicina utilizando compostos inorganicos de forma mais
racional teve inicio com os trabalhos do alemdo Paul Ehrlich em 1910, o qual ficou
conhecido como “pai da quimioterapia” ao desenvolver a Arsfenamina, um
medicamento de arsénio efetivo no tratamento da sifilis (GAYNOR; GRIFFITH, 2012).
No entanto, 0 maior sucesso para o desenvolvimento da area de Quimica Inorganica
Medicinal ocorreu na década de 1960 com a descoberta das propriedades
terapéuticas da cisplatina por Barnett Rosenberg e colaboradores, os quais
observaram a capacidade do medicamento em inibir a divisdo celular (RAJAPAKSE;
DUNUWEERA, 2017). Testes posteriores elevaram sua importancia terapéutica por
demonstrar propriedades citotoxicas em uma variedade de tumores como: cancer de
ovario, testiculos, cabeca e pescoco, fato que levou a cisplatina ser o primeiro
composto de platina aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para
tratamento de cancer em 1978 (ANTHONY et al.,, 2020; DASARI; TCHOUNWOU,
2014) e impulsionou novas pesquisas que resultaram na aprovacao de mais dois
complexos de Pt(Il), a carboplatina e a oxaliplatina (Figura 1) (BARRA; NETTO, 2015;
FRANZ; METZLER-NOLTE, 2019).

Figura 1 - Complexos de Pt(ll) aprovados para comercializac&o.
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Cisplatina (1978) Carboplatina (1989) Oxaliplatina (2002)

Fonte: Adaptado de BARRA; NETTO (2015).
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A partir de entdo uma vasta area de pesquisa conhecida como Quimica
Inorganica Medicinal comegou a se desenvolver com a finalidade de sintetizar novos
compostos metéalicos com potencial aplicacdo no campo farmacolégico, ndo sé como
agentes antitumorais, mas também como agentes antibacterianos, anti-inflamatorios,
antirreumaticos e antiparasitarios (MEDICI et al., 2015). A Quimica Inorganica
Medicinal tem demonstrado um grande potencial de crescimento por possibilitar o
desenho de novos agentes terapéuticos e de diagndsticos que possam atuar no
tratamento de doencas, subdividindo-se em algumas vertentes, de acordo com a
aplicagéo dos medicamentos (Figura 2) (FRANZ; METZLER-NOLTE, 2019; GAYNOR,;
GRIFFITH, 2012).

Figura 2 - Principais areas de atuacdo da Quimica Inorganica Medicinal.

Quimica
Inorginica
Agentes de
Agentes Medicinal
terapéuticos diagndstico
Pt Ase Au Gd, Mn e Te
Suplementos Terapia de
minerais elacio
5 L3 A QFIL eCu

Fonte: Adaptado de GAYNOR; GRIFFITH (2012).

Os medicamentos a base de metais apresentam algumas vantagens em
relacdo aos organicos como: versatilidade em aspectos estruturais, incluindo
diferentes estados de oxidacdo, numeros e geometrias de coordenacéo,
caracteristicas que influenciam diretamente na atuacdo em sistemas biolégicos
(MJOS; ORVIG, 2014). Desta forma, é recorrente na literatura relatos da coordenacéo
de medicamentos organicos a metais, uma vez que as propriedades farmacoldgicas
podem ser alteradas (GRAF; LIPPARD, 2012; LIN et al., 2018).

A atuacdo de medicamentos a base de metais sob alvos terapéuticos
representa um dos maiores desafios na quimioterapia, pois um medicamento precisa
ser suficientemente reativo para se ligar ao alvo biolégico, mas ndo a ponto de ser
desativado pelas diversas biomoléculas encontradas no caminho (ZORODDU et al.,

2019). Nesse sentido, uma estratégia envolve o desenvolvimento de pré-farmacos,



34

isto é, medicamentos que necessitam de transformagdo metabdlica in vivo para
liberar a espécie ativa que apresentard propriedades fisico-quimicas,
biofarmacéuticas e farmacocinéticas (ALLEN JR.; POPOVICH; ANSEL, 2013). Para
0s complexos, essa ativacdo a pro-farmacos pode ser realizada por um processo
fotoquimico, oxidacdo/ reducdo do metal ou de um ligante, ou por substituicdo de
ligantes (RIJT; SADLER, 2009; ZHANG; SADLER, 2017).

Nos ultimos 30 anos, um grande nimero de complexos de ruténio surgiu nesta
area apresentando atividades: antitumoral (HARTINGER et al., 2008; SILVA et al.,
2019; ZENG et al., 2017), antimicrobiana (LI; COLLINS; KEENE, 2015; SOUTHAM et
al., 2017), antimalarica (MEHTA; GAJERA; PATEL, 2017; YEO et al.,, 2017),
leishmanicida (BARBOSA et al., 2014; COSTA et al., 2017) e tripanocida (NAVARRO
et al., 2010; SALAS et al., 2017). Muitos complexos de ruténio demonstraram eficacia
significativa contra diversos tipos de tumores in vivo (LIANG et al., 2017) e com menor
toxicidade que a cisplatina in vitro (HARRIS; SZILAGYI; HOLMAN, 2009).

Conduzida por essa interessante area da pesquisa, o presente trabalho sera
fundamentado na sintese, caracterizacdo e estudo da atividade biologica de
complexos de ruténio (1) e (lll) utilizando os ligantes: hidroxibenzofenas e 1-hidroxi-
9,10-antraquinona (Figura 3), 0s quais apresentam interessantes propriedades

farmacoldgicas e fotoquimicas.

Figura 3 - Estrutura dos ligantes utilizados no trabalho e abreviaturas.

~

O OH O OH OH O OH
HCL _CH
OCHz(CHz)GCHs O/CH3 SYo) (0] 3
2-hidroxi-4-(octiloxi)benzofenona 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona  2,2'-dihidroxi-4,4-dimetoxibenzofenona
(HB1) (HB2) (HB3)
OH <|3 OH O OH O OH
o OH HO OH
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Fonte: Da autora.
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Estas moléculas atuam como quelantes coordenando-se de forma bidentada
com metais de transicdo na forma monoanionica por meio dos grupos carbonila e
fenolato (LALIA-KANTOURI et al.,, 2013). Uma descricdo mais aprofundada dos

ligantes utilizados no trabalho sera apresentada na sequéncia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As benzofenonas (BZF) sdo cetonas aromaticas obtidas a partir de produtos
naturais ou por métodos sintéticos (KUETE et al., 2013). S&o classificadas em dois
grupos principais que compartilham em comum o esqueleto difenil cetona (Figura 4).
O primeiro grupo estrutural compreende BZF relativamente simples onde os anéis de
benzeno estdo completos, contendo o esqueleto basico de 13 membros com diversos
nameros de substituintes OH, OCHgs, prenilas e geranilas ou grupos que normalmente
ndo sao ciclicos ou foram submetidos a apenas uma ciclizagdo. Enquanto o segundo
grupo estrutural € formado por BZF em que o anel de benzeno A esta completo
enquanto o anel B esta ligado a grupos prenila ou geranila adicionais e, portanto, o
anel B é elaborado pela producéo de anéis bi-, tri- ou tetraciclicos, ou grupos epoxido,
pontes oxo ou peroxido nas estruturas (WU; LONG; KENNELLY, 2014).

Figura 4 - Classificacdo estrutural das BZF.
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Fonte: Adaptado de WU; LONG; KENNELLY (2014).
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Até o momento, mais de 300 BZF naturais foram isoladas e identificadas, sendo
a grande maioria (77%) proveniente de arvores frutiferas da familia Clusiaceae e uma

pequena parte oriunda de certos tipos de fungos. BZF naturais exibem uma série de
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propriedades biolégicas como: antifingica, anti-HIV, antimicrobiana, antiviral,
antioxidante e antitumoral (SURANA et al., 2018).

Farmacoéforos derivados de produtos naturais sao excelentes subunidades
moleculares candidatas para bibliotecas quimicas biologicamente relevantes
(HORTON; BOURNE; SMYTHE, 2003), como ocorre com as BZF que sao de
consideravel interesse para o0s pesquisadores, pois representam fragmentos
sintéticos versateis, podendo ser sintetizadas por varios caminhos (SURANA et al.,
2018). Entre as rotas sintéticas empregadas, a acilacdo de Friedel-Crafts (Figura 5) €
um dos métodos mais utilizados para a sintese de cetonas aroméaticas, onde
convencionalmente reagentes de acilacdo instaveis e sensiveis como haletos ou
anidridos acidos sao utilizados juntamente com excesso de acidos de Lewis, tal como
AICl3, sob condicdes brandas (NISHIMOTO et al., 2008).

Figura 5 - Reacéo de acilagdo de Friedel-Crafts.

O AlCl, o)

H X H,O, H*
* — ¢

X = Cl, OCOR, NMeOMe
Fonte: Adaptado de SURANA et al. (2018).

Algumas moléculas de BFZ ja encontram-se disponiveis comercialmente para
uso terapéutico (Figura 6), como por exemplo o Cetoprofeno que é um potente anti-

inflamatdrio n&o esteroidal com efeitos analgésico e antipirético (BOSCA et al., 1994).

Figura 6 - Farmacos derivados de benzofenonas comercializados para uso terapéutico.

0 s HO i T )\
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Fonte: Da autora.

O Tolcapona (Figura 6), comercializado como Tasmar € um derivado

dihidroxilado da benzofenona empregado no tratamento da doenca de Parkinson



38

(MICEK; ERNST, 1999) e o Fenofibrato utilizado principalmente para diminuir os
niveis de colesterol em pacientes com risco de doencga cardiovascular (ROSENSON,
2008).

2.1 HIDROXIBENZOFENONAS

As hidroxibenzofenonas (HB), correspondem a derivados de BZF contendo o
nacleo difenil cetona substituido por grupos hidroxilas (ROSA, 2012). Nas ultimas
décadas, as benzofenonas polihidroxiladas tém sido amplamente utilizadas para a
producao e desenvolvimento de plasticos, resinas, tecidos, cosméticos e materiais de
revestimento (WU; HU; MA, 2011; XUE; LIU; KANNAN, 2017). A relevancia desta
classe se deve a atuacdo como fotoprotetor, capaz de absorver uma ampla faixa de
radiacao ultravioleta (200 a 350 nm) (SUBBARAJ et al., 2015).

O interesse por trabalhar com esta classe de ligantes também surgiu devido as
HB serem estudadas em nosso grupo de pesquisa ha um tempo consideravel, tanto
na vertente de obtencdo de novos polimorfos como na sintese de compostos de
coordenacdo, e ambas areas de investigacdo tém proporcionado resultados
interessantes (DORIGUETTO et al., 2007; GONCALVES et al., 2017; ROSA et al.,
2010; ROSA et al., 2012).

As HB destacam-se também quanto ao potencial bioldgico, sendo relatados
estudos da atividade antioxidante (BAGGETT et al., 2005; DORIGUETTO et al., 2007),
devido os polifendis terem a capacidade de neutralizar espécies reativas de oxigénio
(EROSs) e nitrogénio (ERNSs) produzidas no organismo durante processos metabalicos,
exibindo assim acdo antibacteriana, antiviral, anticarcinogénica e vasodilatadora
(PANDEY; RIZVI, 2009). Geralmente, a elevada atividade antioxidante de substancias
fendlicas é atribuida as suas funcdes OH, devido ao poder redutor do grupo hidroxila
aromatico, o qual reduz radicais livres reativos e produz o radical fenoxila estabilizado
por ressonancia (DORIGUETTO et al., 2007).

Atualmente, sabe-se que a formacdo de EROs é uma etapa importante na
progresséao do cancer em células humanas (CHANDER, 2018), uma vez que trabalhos
publicados relataram nas linhagens celulares de cancer de colon e prostata, a
superexpressao da NADPH oxidase (NOX 1), uma enzima que produz superoxido (Oz
) (FUKUYAMA et al., 2005). Opostamente, a regulacdo da mesma reverte o
crescimento dos tumores (ARNOLD et al., 2007).
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Outros trabalhos descrevem a inibicdo da Glutationa S-transferase Al-1
(GSTA1-1) na presenca de 2,2’-dihidroxibenzofenonas e seus anélogos N-carbonilas.
A GSTA1l-1 é uma importante isoenzima superexpressa em VAarios tumores que
conduzem células tumorais serem resistentes a quimioterapicos (PERPEROPOULOU
et al., 2014).

Outra vertente de aplicacdo em ensaios biolégicos consiste no estudo da
atividade das HB frente a parasitos da Leishmaniose. Nove derivados de HB
apresentaram atividade leishmanicida contra a forma amastigota (a forma patolégica
do parasito em vertebrados) de L. amazonensis (ALMEIDA et al., 2015).

Devido a interessantes propriedades bioldgicas das HB, a pesquisa por
complexos metalicos com derivados de BZF tem sido realizada com a finalidade de
potencializar a acdo das moléculas, assim como melhorar as propriedades fisico-
guimicas, como solubilidade e estabilidade de candidatos a farmacos (GONCALVES,
2016).

Complexos de Cu(ll), Co(ll), Mn(Il) e Ni(ll) com derivados da 2-hidroxi-4-
metoxibenzofenona e bases de Schiff demonstraram atividade antimicrobiana contra
as bactérias das espécies Escherichia coli e Staphylococcus aureus, além de revelar
interacbes com o0 ct-DNA por meio do estudo de titulacdo espectroscopica
(SUJARANI; RAMU, 2013).

Outros complexos de HB com Zn(ll) (Figura 7) revelaram através dos estudos
de titulacdo espectroscopica com ct-DNA intercalagdo moderada com uma constante
de ligacéo intrinseca (Kb) da ordem de 106 Mt (MRKALIC et al., 2014).

Figura 7 — Representacgéo estrutural dos complexos de Zn(ll) com HB.
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Em trabalhos do nosso grupo de pesquisa, complexos de Cu(ll) com o ligante
2,2’-dihidroxibenzofenona mostraram que a coordenacéo resultou em maior atividade
anti-inflamatéria do que o ligante livre, além de uma acao fungicida, sendo que o
complexo atuou em microrganismos resistentes ao controle positivo (Fluconazol e
Anfotericina B), nos quais o ligante ndo possui nenhuma atividade (ROSA, 2012).

O presente trabalho centra-se, portanto, na variedade de aplicacbes
farmacoldgicas das HB e da possibilidade de potencializacdo destas atividades apés

a coordenacdo a um centro metalico, como descrito na literatura e apresentado acima.

2.2 HIDROXIANTRAQUINONAS

As antraquinonas (Figura 8) compreendem a maior classe de quinonas de
ocorréncia natural, constituindo o grupo mais extenso de pigmentos com 700
compostos descritos, sendo 200 destes isolados de plantas conhecidas por sua
eficacia laxativa, das familias: Polygonaceae, Rubiaceae e Fabaceae (DUVAL et al.,
2016) e o restante de liquens e fungos (SEIGLER, 2012). Esta classe contém alguns
dos corantes naturais mais importantes, como: alizarina, purpurina, munjistin,

emodina, crisofanol, aloe-emodina, reina e parietina (DUVAL et al., 2016).

Figura 8 - Estrutura quimica de cinco antraquinonas.

R O Rg
e,
O Rj

Compostos Ri Rz Rs R4 Rs
Antraquinona H H H H H
Emodina OH OH H CHs OH
Parietina OH CHz H OCHs OH
Catenarina  OH OH OH CHsz OH

Reina OH H H COOH OH
Fonte: DUVAL et al. (2016, p. 814).

Predominantemente, as antraquinonas derivam da estrutura basica da 9,10-

antracenodiona (Figura 8), um composto organico aromatico triciclico, podendo
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apresentar diferentes grupos funcionais como: -OH,-CHz, -OCHs, -CH>0H, -CHO, -
COOH (DIAZ-MUNOZ et al., 2018).

Por sua vez, quando a estrutura basica possui de um a trés grupos hidroxilas
esta é denominada hidroxiantraquinona (HQ) e seus derivados podem coordenar-se
facilmente com diversos cétions metélicos (HUANG; CAl; ZHANG, 2009).

Cabe ressaltar que os produtos naturais sdo estruturas importantes que
servem, na maior parte, como protétipos para o desenvolvimento de novos farmacos,
levando a sintese de um grande numero de analogos e subsequentes investigacdes
da atividade bioldgica (DIAZ-MUNOZ et al., 2018). Sendo assim, antraquinonas
podem também ser obtidas por meio de rotas sintéticas, mais comumente por meio
da reacao de acilacao de Friedel-Crafts (DHANANJEYAN et al., 2005).

Antraquinonas e derivados como as HQ possuem uma ampla gama de
atividades: antitumoral, anti-inflamatoria, imunossupressora, antimicrobiana,
antiparasitaria, diurética, laxativa, vaso relaxante, antioxidante, fungicida,
antidiabética e antiviral (CHIEN et al., 2015).

Farmacos como a doxorrubicina, mitoxantrona e ametantrona (Figura 9) que
possuem o ndcleo da antraquinona séo usados como quimioterapicos contra diversos
tipos de cancer. Ademais, ametantrona e mitoxantrona sdo utilizados para tratar
esclerose multipla, sendo esta Ultima empregada desde a década de 1980 (HUSSAIN
et al., 2015).

Figura 9 - Farmacos com nucleo de antraguinona.
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Fonte: Da autora.

Nos anos de 2005 a 2014 uma revisdo da literatura identificou 53 patentes de
derivados da antraquinona com potencial terapéutico, destacando-se compostos com
atividades anticancerigena, antidiabética, antiviral, antifibrética, fungicida e
antibacteriana (HUSSAIN et al., 2015). Uma patente foi concedida para a sintese de

uma série de complexos binucleares de ruténio com antraquinona polipiridinica
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(Figura 10). Os autores afirmaram que os complexos exibem boa solubilidade em
agua e apresentaram atividade antitumoral, devido a capacidade promissora de inibir
a migracdo e invasdo de células de hepatoma altamente metastaticas, linhagem
celular MHCC97H. Sendo assim, as reivindica¢gOes de patente que esses complexos
de ruténio apresentaram podem resultar no desenvolvimento de substéncias
antimetastéticas (HUSSAIN et al., 2015).

Figura 10 - Complexo binuclear de ruténio com antraquinona

polipiridinica.
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Fonte: Adaptado de HUSSAIN et al. (2015).

A aloe-emodina, uma HQ demonstrou atividade significativa contra a leucemia
linfocitica P-388 em camundongos, levando a uma atividade inibitoria do tumor
(SINGH, 2014). Outro estudo relatou que um complexo de Cu(ll) com emodina (Figura
11) foi mais eficiente em matar células tumorais de figado (Hep G2) em comparacao
com o ligante isolado (MANDAL et al., 2017).

Figura 11 - Representacdo estrutural do complexo de

Cu(ll) com emodina.

oY

Fonte: MANDAL et al. (2017, p. 41407).
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Varios derivados de antraquinona (BOLOGNESI et al., 2008) e alcaloides
possuem também atividade tripanocida e leishmanicida (OKBA et al., 2018),
resultante da intercalacdo destas moléculas com o DNA dos parasitos
(ROSENKRANZ; WINK, 2008). Outras estruturas mostraram uma potente atividade
antibacteriana quando testadas contra trés patégenos humanos (E. coli, M. luteus e
V. vulnificus) e quatro bactérias aquaticas (Ed. ictaluri, V. alginolyticus, V. anguillarum
e V. parahaemolyticus) (YANG et al., 2018).

Além das HB e HQ este trabalho utilizard duas classes de ligantes muito
empregados na Quimica de Coordenacdo, sendo estes os ligantes polipiridinicos e

fosfinicos elencados na sequéncia.

2.3 LIGANTES POLIPIRIDINICOS E FOSFINICOS

O carater basico da piridina concentrado no par de elétrons do nitrogénio
isolado (Figura 12-a) a qualifica como um ligante adequado para a formacédo de
complexos com diversos metais de transicao, pois além dos orbitais contendo um par
de elétrons do nitrogénio, o sistema ciclico rico em elétrons também é capaz de
interagir com ions metalicos. Os orbitais antiligantes (17*) dos carbonos podem atuar

como aceptores de densidade eletronica dos metais (Figura 12-b).

Figura 12 - a) Estrutura da piridina e b) sua ligagéo

com metais.
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Fonte: PAL (2018, p. 58-59).
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A piridina também pode apresentar ligac6es de hidrogénio e interacbes de
empilhamento -1 fracas, sendo um ligante que apresenta multiplos orbitais para
interacdes com ions metalicos (PAL, 2018).

Em sistemas polipiridinicos a fusdo de dois ou mais anéis piridinicos resulta
em agentes quelantes multidentados, tais como a bipiridina (bipy) e a fenatrolina (fen)
(Figura 13) (PAL, 2018), os quais tém sido extensivamente empregados como ligantes
de complexos metalicos com potencial atividade biologica (TIKUM et al., 2018),
catalitica (ELGRISHI et al., 2017) e luminescente (SHUM; LEUNG; LO, 2019).

Figura 13 - Sistemas polipiridinicos.
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Fonte: Da autora.

Desde a descoberta da bipy no final do século XIX, o ligante tem sido
amplamente utilizado como quelante devido sua estabilidade redox e facilidade de
funcionalizacdo (HOSSAIN et al., 2019). Em contraste com outros ligantes, ela é
neutra, podendo formar complexos com carga, o que fez com que esta propriedade
pudesse ser explorada para o design e sintese de novos complexos (KAES; KATZ;
HOSSEINI, 2000).

A fen, apresenta como diferenca principal da bipy ser um sistema planar rigido,
apesar de possuir uma disposicdo similar dos atomos de nitrogénio, a bipy pode ter
sua doacéo eletrénica interrompida devido a rotacao livre sobre a(s) ligacédo(des) que
conectam os anéis heteroaromaticos de seis membros (BENCINI; LIPPOLIS, 2010).

As caracteristicas estruturais desta classe resultaram em algumas vantagens
para seus derivados e complexos, como a capacidade de mimetizar estruturas de
moléculas biolégicas: &cidos nucleicos, proteinas e enzimas que possuem
propriedades importantes no metabolismo humano (OLIVEIRA, 2014).

Por sua vez, as fosfinas séo ligantes protétipos na formacao de complexos com
metais dos blocos d e f, sendo tais ligacbes descritas por meio de interagdes dos

orbitais de fronteira. O orbital molecular ocupado de mais alta energia (HOMO) da
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fosfina que contém um par de elétrons isolado interage com o orbital molecular
desocupado de menor energia (LUMO) do centro metalico (CHITNIS; BURFORD,
2015).

Desta maneira, ligantes fosfinicos conseguem combinar propriedades da
ligacdo o doadora forte como as aminas, com as ligagbes d1r-d1T receptoras (Figura
14), semelhantes ao monoxido de carbono, tornando-se ligantes muito versateis,
capazes de estabilizar as valéncias mais altas e as mais baixas de metais de
transicdo, promover alteracdes sobre a reatividade do centro metalico e apresentar
um acentuado efeito trans labilizante (VALLE et al., 2008).

Figura 14 - Representacao das interagfes
metal-ligante: 1 = ligagdo o; 2 =
retrodoacgao .

N

2

Fonte: VALLE et al. (2008, p. 807).

As fosfinas sdo bons ligantes para projetar ndo apenas complexos com
atividade catalisadora, mas também potenciais metalofarmacos (ECHEVERRI et al.,
2018), haja visto diversos trabalhos na literatura com cations metalicos: Au(l), Ru(ll),
Pd(Il) e Pt(ll) e ligantes fosfinicos demonstrando atividade terapéutica (BIANCALANA;
PAMPALONI; MARCHETTI, 2017; GAMA et al., 2016; REDDY et al., 2017).

2.4 COMPLEXOS DE RUTENIO

Embora a cisplatina e seus derivados sejam eficazes contra diversos tipos de
cancer, a pesquisa atual busca melhorar alguns aspectos associados ao tratamento
com estes metalofarmacos, como por exemplo os efeitos colaterais (nefrotoxicidade,

nauseas, perda de cabelo e mielotoxicidade) e resisténcia celular, voltando-se para
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outras terapias fundamentada em metais que tém diferentes modos de acao,
estratégias pro-farmaco e direcionamento (LAZAREVIC; RILAK; BUGARCIC, 2017).

Neste cenario, complexos de ruténio tém despertado grande interesse, sendo
testados contra varias linhagens de células cancerosas (IIDA et al., 2016) e
demonstrando ser candidatos promissores como medicamentos alternativos a
cisplatina e seus derivados (ZENG et al., 2017). Importante mencionar que a
investigacdo e posterior aplicacdo de complexos de ruténio como quimioterapicos
para cancer tém aproximadamente 30 anos de ocorréncia sistematica e pode ser
considerada, portanto, como nova (ZENG et al., 2017).

Na década de 1980, M. J. Clarke conduziu os primeiros trabalhos com
complexos de ruténio, ficando conhecido por sintetizar o fac-[RuClz(NHs)3] e o cis-
[RuCl2(NH3)4]Cl (CLARKE, 2002), compostos que tiveram a estrutura desenvolvida
com base na cisplatina (ALESSIO; MESSORI, 2019).

Em 1986 B. K. Kepler e colaboradores relataram pela primeira vez a atividade
antitumoral de um complexo de Ru(lIl) contendo como ligantes a molécula de imidazol
e atomos de cloro, o (ImH)[trans-RuCls (Im)2] (Im = imidazol) (KEPPLER; RUPP,
1986), o qual ficou conhecido como KP418 (Figura 15). Embora este complexo tenha
apresentado alta eficacia contra leucemia e melanoma em camundongos, resultados
comparaveis foram posteriormente obtidos com seu complexo analogo de menor
toxicidade o KP1019, [InH][trans-RuClas(In)2] (In = indazol) (Figura 15) (ALESSIO;
MESSORI, 2019).

O KP1019 foi um dos primeiros complexos de ruténio a entrar em ensaios
clinicos (fases | e Il), demonstrando atividade contra um amplo espectro de tumores
primarios (LEE; KIM; NAM, 2020). No entanto, a baixa solubilidade do composto foi
um fator limitante, fazendo com que o seu analogo (NKP1339) contendo o sédio como
contra-ion fosse avaliado como candidato clinico, devido sua maior solubilidade em
agua (BYTZEK et al., 2016). Este, por sua vez, demonstrou resultados promissores
guando estudado para o tratamento de tumores sélidos avancados (FERRARO et al.,
2020).

Outra importante classe de complexos de Ru(ll)-DMSO (Figura 15) foi
desenvolvida em 1990 por G. Mestroni e E. Alessio, destacando-se o NAMI com
formula Na[trans-RuClsy(DMSO)(Im)], (Im = imidazol, DMSO = dimetilsulfoxido) e
posteriormente seu sal imidazdlico correspondente, NAMI-A, [ImH][trans-
RuCl4(DMSO)(Im)] (Figura 15). Notavelmente, o NAMI-A foi aprovado na fase | dos
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ensaios clinicos, entretanto seus estudos foram encerrados na fase Il, devido a sua
baixa atividade (ANTHONY et al., 2020). Apesar de demonstrar poténcia inferior em
termos de citotoxicidade direta para células in vitro (ZENG et al., 2017), o complexo
apresentou eficacia significativa na inibicdo da metastase tumoral in vivo e atividade
antiangiogénica em tumores secundarios (BACAC et al., 2004; LEE; KIM; NAM, 2020).

Figura 15 — Primeiros complexos de Ru(lll) a apresentar

atividade antitumoral.
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Fonte: ALESSIO; MESSORI (2019, p. 2).

Enfatiza-se também complexos de areno ruténio(ll) que possuem a unidade
1,3,5-triaza-7-fosfoadamantano (PTA) e ficaram conhecidos como RAPTAs (LEE;
KIM; NAM, 2020). O RAPTA C (Figura 16) € o protoétipo desta classe de complexos
orgametalicos semi-sanduiche e possui propriedades semelhantes ao derivado
RAPTA T (Figura 16) com o ligante tolueno (ZENG et al., 2017). Nos estudos in vitro
embora ambos complexos tenham demonstrado baixa citotoxicidade, observou-se
inibicdo da metastase pulmonar em camundongos portadores de carcinoma mamario
(MCa), demonstrando espectro de atividade antitumoral similar ao NAMI-A (LEE; KIM,;
NAM, 2020).

Figura 16 - Complexos RAPTAs.
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Fonte: NDAGI; MHLONGO; SOLIMAN (2017, p. 608).
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Em 2015, um complexo polipiridinico de Ru(ll), nomeado de TLD-1433 (Figura
17) entrou em ensaios clinicos de fase IB (ZENG et al., 2017) e relatos mais recentes
descrevem que o complexo ja encontra-se sendo testado na fase I, atuando como um
agente de terapia fotodinamica em pacientes com cancer de bexiga (ANTHONY et al.,
2020). Os resultados iniciais sugerem que este tratamento € seguro, a0 mesmo tempo

gue induz uma regressao tumoral eficaz (CHAMBERLAIN et al., 2020).

Figura 17 - Estrutura do complexo TLD-1433.
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Fonte: Adaptado de ARENAS et al. (2013).

Embora nesses ultimos 30 anos diversos estudos tenham sido realizados na
tentativa de se esclarecer o possivel mecanismo de acao desses metalofarmacos de
ruténio, as investigacoes ainda nao forneceram a elucidacdo completa.

Até o momento evidéncias experimentais do NAMI-A e KP1019 indicam que os
complexos de Ru(lll) atuam como pro-farmacos, isto é, quando um composto requer
biotransformacdo metabdlica apds administracdo para produzir a atividade
farmacoldgica desejada e ativa (ALLEN JR.; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Sendo assim, sao reduzidos in vivo pelas condi¢des citoplasmaticas das células
tumorais: baixas concentracdes de O» em decorréncia do consumo atipico de
nutrientes; pH baixo, devido a producdo de acido lactico na glicolise anaerdbica,
compensatoria da falta de oxigénio e a presenca de glutationa em niveis tipicamente
altos.

Essas alteracbes no ambiente citoplasmatico das células tumorais podem

favorecer a conversédo de Ru(ll) a partir do Ru(lll), intensificando interagcbes com o
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DNA e proporcionando toxicidade seletiva as células tumorais (SILVEIRA-LACERDA
et al., 2010).

Outros indicios também apontam que ambos complexos ao entrarem na
corrente sanguinea se associam as proteinas plasmaticas, principalmente a aloumina
sérica e sao distribuidos por todo organismo em quantidades significativas (ALESSIO;
MESSORI, 2019)

Por dltimo, os resultados sugerem que os diferentes perfis farmacolégicos
apresentados entre o KP1019 (efeito citotoxico) e o NAMI-A (efeito antimetastético)
sdo resultantes das diferentes interacdes com as células. Enquanto o primeiro é capaz
de penetrar nas células em quantidades apreciaveis, o segundo localiza-se
extracelularmente ou na membrana celular (ALESSIO; MESSORI, 2019).

Desta forma, o interesse por complexos de ruténio se deve ao fato de que eles
apresentam propriedades quimicas e biologicas notaveis em relagéo a outros metais,
como por exemplo: eficacia, baixa toxicidade, seletividade e atividade contra algumas
linhagens de células resistentes a cisplatina (THOTA et al., 2018). Tais propriedades
de interesse sao resultantes das seguintes caracteristicas:
> Dois estados principais de oxidacdo sdo acessiveis para espécies de ruténio

em condic0es fisioldgicas: Ru(ll) e Ru(lll). Em ambos estados de oxidacéo, o

ion Ru pode apresentar-se hexacoordenado, formando complexos de

geometria octaédrica, fato que permite explorar um maior niumero de ligantes
em comparacdo com complexos de Pt(ll), os quais tendem a apresentar
namero de coordenacdo igual a 4 e geometria quadrado planar (NDAGI;

MHLONGO; SOLIMAN, 2017);
> Os ions Ru(ll) e Ru(lll) possuem boa afinidade por atomos de nitrogénio e

enxofre, 0s quais sao praticamente onipresentes nas principais biomoléculas,

como: DNA, proteinas séricas, celulares e enzimas (LAZAREVIC; RILAK;

BUGARCIC, 2017);
> Os complexos de ruténio geralmente exibem potenciais redox Ru(ll)/Ru(ll)

acessiveis na janela do potencial redox biologico, permitindo assim a

biorreducdo de complexos de Ru(lll) por diferentes ligantes biolégicos e

enzimas celulares. Agentes redutores como a glutationa, ascorbato e algumas

proteinas sdo capazes de realizar reducdo de Ru(lll) a Ru(ll), enquanto o

oxigénio molecular e citocromo oxidases podem reverter Ru(ll) a Ru(lll)

(ALLARDYCE et al.,, 2005). Os potenciais redox podem, portanto, ser
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explorados com a finalidade de obter pro-farmacos a base de ruténio os quais
poderiam ser ativados em tecidos tumorais (ambiente de hipoxia) por
biorreducdo, permitindo alcancar a seletividade por reoxidacdo em células
saudaveis normalmente oxigenadas (REISNER et al., 2008);

> Geralmente, os complexos de Ru(lll) sdo cineticamente mais inertes do que 0s
complexos de Ru(ll), por esta razédo quando administrados causam menor
toxicidade as células saudaveis (LEE; KIM; NAM, 2020). Entretanto, fatores
como ambiente de hipdxia ou troca de ligantes pode determinar a atividade
biolégica do composto, levando a ativagdo ou desativacdo dos complexos.
Além do mais, acredita-se que a atividade dos complexos de Ru(lll) é
dependente da reducdo in vivo para as espécies mais reativas de Ru(ll) (LIN et
al., 2018). Sendo assim, os antitumorais de Ru(lll) sdo considerados pro-
farmacos que podem ser ativados por biorreducéo e/ou substituicao de ligantes.
No entanto, é importante ressaltar que a labilidade cinética do ion ruténio &
altamente dependente dos tipos de ligantes coordenados e as taxas de
substituicdo podem variar em muitas ordens de magnitude (YAN et al., 2005);

> Outra vertente cientifica atribui a menor toxicidade dos complexos de ruténio
as semelhancas quimicas dos ions ruténio e ferro (tamanho, estados de
oxidacdo e geometria de coordenacdo) e metabodlicas (ATTA-UR RAHMAN;
CHOUDHARY, 2014). Nesta concepcdao, o ruténio poderia mimetizar o ferro em
biomoléculas, como proteinas séricas (albumina sérica e transferrina). Células
tumorais por requererem maiores concentracdes de ions ferro do que as células
normais levariam a um aumento do namero de receptores de transferrina na
superficie celular, provocando uma maior incorporacdo de complexos de
ruténio por células cancerosas (ANG; DYSON, 2006). Entretanto é importante
ponderar para esta vertente que a competicdo dos complexos de ruténio por
sitios ativos dos ions ferro em proteinas e enzimas dependera das
caracteristicas do composto e ndo apenas do cation metalico, assim os ligantes
coordenados e a carga liquida de espécies influenciam fortemente (ATTA-UR
RAHMAN; CHOUDHARY, 2014).
Diante dos estudos relatados atualmente, o desenvolvimento racional de novos

candidatos quimioterapicos a base do ion ruténio com diferentes ligantes tém sido

avaliados por nosso grupo e alguns resultados bastante satisfatérios foram obtidos
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em linhagens de células tumorais humana, com as seguintes linhagens: A549, MDA-
MB-231, HepG2 e HT144 (pulméo, mama, figado e melanoma, respectivamente).

Os valores de concentracdo inibitoria média (Clso) obtidos séo listados na
Tabela 1, abaixo.

Tabela 1 - Valores de Clso + DP (desvio padrao) (uM) dos compostos frente as células tumorais.

Compostos Clso (UM) Referéncias
A549
[RuCl(1Meim)(dppb)(5,5’-DMbpy)]CI 14,65 + 0,90 (DIAS et al., 2018)
Cisplatina 59,54 + 5,45
MDA-MB-231

[RUCI(CO)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFs 7,95+ 0,22 (SILVA et al., 2018)
[RuCI(Py)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFe 9,18 £+ 0,30
Cisplatina 49,17 + 5,00
HepG2
[RuCI(CO)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFs 3,55+ 0,55
[RUuCI(NO)(dppb)(4,4-Mebipy)](PFs). 38,41 + 1,56 (SILVA et al., 2018)
[RuCI(Py)(dppb)(4,4-Mebipy)]PFs 29,69 + 2,81

Cisplatina 38,50+ 1,50
HT144
[Ru(3,4cin)(dppb)(bipy)]PFe 2,17 +£1,02
Acido 3,4-cinamico (3,4cin) > 100 (ORTEGA, 2016)
Cisplatina 12,01 £0,33

Fonte: Da autora.

Nota: bipy = 2,2’-bipiridina, 4,4-Mebipy = 4,4’- dimetil-2,2’-bipiridina, 5,5-DMbpy = 5,5’-dimetil-
2,2’-bipiridina, dppb = 1,4-bis difenil fosfina butano, 1Meim = 1-metilimidazol, Py = piridina.
Linhagens de células tumorais: A549 (adenocarcinoma de pulmao), MDA-MB-231
(adenocarcinoma de mama), HepG2 (carcinoma hepatocelular) e HT144 (derivada de

melanoma).

Valores de concentragdo inibitdria média (Clso) relativamente baixos tém sido
observados para estes compostos, mostrando a viabilidade em se estudar tais

sistemas.
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Apesar das propriedades antitumorais dos complexos serem extensivamente
estudadas, observa-se que o potencial antiparasitario dos mesmos é pouco explorado
(BASTO et al., 2019; SILVA et al., 2020).

Importante enfatizar que existem muitas similaridades intrinsecas entre células
cancerosas e parasitos, pois ambos compartilham a mesma caracteristica de viver e
se multiplicar em um organismo hospedeiro, além de disseminarem-se em tecidos
imunocomprometidos (KLINKERT; HEUSSLER, 2006). Assim, uma estratégia inicial
para o desenvolvimento de metalofarmacos com propriedades antiparasitarias
consiste na avaliacdo dos complexos que estdo sendo testados contra o cancer
(BASTO et al., 2019).

Complexos de ruténio também s&o ativos contra uma variedade de infecgbes
parasitarias, incluindo maléria, leishmaniose e doenca de Chagas (COSTA et al.,
2019; MBABA; GOLDING; SMITH, 2020). Ensaios in vitro realizados com o NAMI-A
contra P. falciparum demonstraram reducdo efetiva no crescimento do parasito
causador da malaria, indicando uma ampla sensibilidade do mesmo pelo ion metalico
(GABBIANI et al., 2009).

Estudos realizados em 1996 demonstraram que o complexo [RuClz(CQ)]2
(Figura 18-a) onde CQ (Figura 18-b) corresponde a cloroquina mostrou-se eficaz para
contornar o mecanismo de resisténcia do P. falciparum, sendo ativo in vitro em duas
cepas resistentes a CQ (GAMBINO; OTERO, 2012).

Figura 18 - a) Estrutura do [RuCl2(CQ)]z e b) Estrutura da Cloroquina.
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Fonte: Adaptado de GAMBINO; OTERO (2012).

Outros estudos reportaram a atividade antiparasitaria de alguns complexos

organometalicos de ruténio contendo moléculas antifiangicas como o clotrimazol (CTZ)
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e o cetoconazol (KTZ) (Figura 19). Os resultados demonstraram atividade promissora
contra Leishmania major e Trypanosoma cruzi (COLINA-VEGAS et al., 2016, 2018;
MARTINEZ et al., 2012).

Em face do potencial antiparasitario apresentado na literatura por alguns
complexos de ruténio e por se tratar de uma aplicacdo menos investigada, esta € uma
vertente que tem despertado interesse dos Quimicos Inorganicos Sintéticos, devido
ao grande numero de pessoas afetadas por doencas negligenciadas (NASCIMENTO
et al., 2019).

Figura 19 - Complexos de ruténio com atividade anti-parasitaria.
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Fonte: Adaptado de COLINA-VEGAS et al. (2016, 2018); MARTINEZ et al. (2012).

Diante do exposto, este trabalho buscou estudar também a atividade

leishmanicida apresentada pelos complexos sintetizados.
2.5 CANCER

Cancer, tumores malignos ou neoplasias malignas sédo alguns dos termos
utilizados para se referir a um grande grupo de doencas, caracterizado pelo
crescimento descontrolado de células que podem invadir tecidos e 6rgaos. Consiste
na segunda principal causa de morte em todo o mundo, tendo sido responsavel por
aproximadamente 10 milhdes de mortes em 2020 (GCO, 2021). Estima-se ainda que
devido as transi¢cdes demogréficas e epidemioldgicas o nimero de casos de cancer
possa atingir 24 milhdes até o ano de 2035 (PILLERON et al., 2019).
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As razdes para 0 crescente numero sao complexas, mas refletem o
envelhecimento e crescimento populacional, fatores associados ao desenvolvimento
socioecon6mico (BRAY et al., 2018), bem como ao estilo de vida: tabagismo, consumo
de alcool, obesidade, dieta e inatividade fisica, além de fatores reprodutivos e
hormonais, sendo os principais alvos da prevencdo primaria (KATZKE; KAAKS;
KUHN, 2015).

O processo de formacdo do cancer, denominado de carcinogénese ou
oncogénese ocorre lentamente podendo levar varios anos até que origine um tumor
detectavel. Os efeitos cumulativos de agentes cancerigenos sdo responsaveis pelos
trés estagios (inicio, promoc¢éo e progressédo) do tumor (Figura 20) (ALMEIDA et al.,
2005).

Figura 20 - Estagios da carcinogénese.

Agentes Agentes Agentes
oncoiniciadores oncopromotores oncoaceleradores
I I
INICIACAO PROMOCAO
._' [
Reparo do DNA
Celula saudavel Células neoplasicas

Fonte: Adaptado de SIDDIQUI et al. (2015).

No estagio de iniciacdo, as células saudaveis sofrem modificacbes de genes
gue surgem espontaneamente ou sao induzidos pela exposicdo a um agente
carcinogénico, chamado nesta etapa de oncoiniciador (SIDDIQUI et al., 2015). O
benzopireno, uma das substancias da fumaca do cigarro € considerado um agente
oncoiniciador (INCA, 2019a).

Posteriormente, o0 estdgio de promocdo € considerado um processo
relativamente demorado e reversivel, em que ocorre proliferacdo e acumulo de células
geneticamente modificadas quando expostas a um periodo longo de contato com
agentes cancerigenos (oncopromotor), como por exemplo alguns componentes da

alimentacdo e hormdnios (SIDDIQUI et al., 2015). Importante ressaltar, que agentes
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guimiopreventivos devem atuar preferencialmente nas etapas de iniciagcdo e
promocédo, uma vez que sao fases reversiveis (SIDDIQUI et al., 2015).

Finalmente, o estagio de progressao caracteriza-se pela multiplicacdo
descontrolada e irreversivel das células alteradas, onde o cancer ja encontra-se
instalado e evolui até as primeiras manifestacées clinicas (INCA, 2019a).

O avanco da doenca e a replicacdo descontrolada das células provoca um
processo denominado angiogénese, caracterizado pela formacdo de novos vasos
sanguineos com a finalidade de nutrir as novas células (ALMEIDA et al., 2005). Por
sua vez, pode ocorrer a metastase, termo geral utilizado para descrever quando
células cancerosas migram do tumor primario para vasos sanguineos ou vasos
linfaticos, invadindo, disseminando e proliferando em 6érgéos distantes resultando em
tumores secundarios malignos (Figura 21) (SEYFRIED; HUYSENTRUYT, 2013).

Figura 21 - Etapas da metastase.
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Fonte: Adaptado de ALIZADEH; SHIRI; FARSINEJAD (2014).

A variedade da doenca no nivel tecidual torna-se um grande desafio para o
diagndstico especifico e eficacia de tratamento (HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017).

A mais recente avaliacdo mundial de cancer (2020), do projeto Global Cancer
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Observatory (GCO) da Agéncia Internacional da Pesquisa do Cancer (IARC) mostrou
que pela primeira vez o cancer de mama feminino é a neoplasia maligna mais
diagnosticada no cenéario mundial (11,70% do total de casos), superando até mesmo

0 cancer de pulméo que encontra-se em segundo lugar (11,40%) (Figuras 22-23).

Figura 22 - Gréficos de pizza apresentam a distribuicao de casos e mortes dos canceres mais comuns

no mundo em 2020, para ambos o0s sexos.

Ambos sexos

Incidéncia

Mama
2.261.419 (11,70%)

Mortalidade

Pulmio
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2.206.771 Outros Colorretal
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Colo do fitero ) Estémago 1.089.103 (5,60%) Esofago Mama
604.627 (3,10%) Figado 544.076 (5,50%) 684.996 (6,90%)

905.677 (4,70%)
Total: 19.292.789

Total: 9.958.133

Fonte: Cancer, Global Cancer Observatory. Disponivel em: https://gco.iarc.fr. Acesso em: 4 fev. 2021.

Nota: Os canceres de pele ndo melanoma estéo incluidos na categoria outros.

Figura 23 - Graficos de pizza apresentam a distribuicdo de casos de canceres mais comuns no mundo

em 2020, por sexos.
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Total: 9.227.484

Total: 10.065.305

Fonte: Cancer, Global Cancer Observatory. Disponivel em: https://gco.iarc.fr. Acesso em: 4 fev. 2021.

Nota: Os canceres de pele ndo melanoma estéo incluidos na categoria outros.


https://gco.iarc.fr/
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Entretanto, o cancer de pulm&o continua sendo a principal causa de mortes
(18,0% do total de mortes por cancer) tanto em paises de baixa renda, como na
maioria das regides de renda mais alta (América do Norte, Europa e Austrélia).

As taxas de mortalidade subsequentes estdo concentradas nos canceres:
colorretal (9,40%), figado (8,30%), estdbmago (7,70%), mama feminino (6,90%),
eso6fago (5,50%) e pancreas (4,70%) (Figura 22) (GCO, 2021).

Para o sexo feminino o cancer de mama apresentou o maior indice de
incidéncia (24,50%) (Figura 23) no ano de 2020, representando 1 em cada 4 cénceres
diagnosticados entre mulheres em todo o mundo.

Em seguida, os canceres mais comuns foram: colorretal (9,40%), pulmao
(8,40%), colo uterino (6,50%) e de tireoide (4,90%). Em contraposi¢cao, para 0 Sexo
masculino os canceres de pulméo (14,30%) e préstata (14,10%) foram os mais
recorrentes, juntos demonstraram quase um terco de todos os canceres masculinos
(GCO, 2021).

O cancer de pele também merece destaque, pois consiste na doenca mais
comum encontrada principalmente em caucasianos (D’ORAZIO et al., 2013), sendo
reportado anualmente mais de um milh&o de novos casos ho mundo (ORTHABER et
al., 2017). Existem varios tipos de cancer de pele, os quais sao classificados de acordo
com as células de origem e o comportamento clinico apresentado, sendo 0s mais
comuns: carcinoma de células basais, carcinoma de células escamosas (ambos
referidos também como cancer de pele ndo melanoma) e o melanoma maligno
(SIMOES; SOUSA; PAIS, 2015).

Um dos maiores fatores de risco para o desenvolvimento de cancer de pele é
a radiacao ultravioleta (UV) devido a exposicao excessiva ao sol (GORDON, 2013),
assim individuos de pele clara, por possuirem baixos niveis de eumelanina (pigmento
escuro protetor de radiacdes UV) sdo mais propensos a desenvolverem melanoma e
outras formas de cancer de pele. Por meio de mecanismos diretos e indiretos
favorecidos pela radiacdo UV podem ocorrer mutacfes genéticas, imunossupressao
e estresse oxidativo, fatores que contribuem para o desenvolvimento do cancer
(NIKOLAOU; STRATIGOS, 2014).

Importante citar que embora o cancer nao melanoma supere fortemente os
melanomas em incidéncia, o primeiro € mais facil de tratar e tem melhor prognéstico
a longo prazo, apresentando menor fatalidade, uma vez que tendem a permanecer no
local priméario da doenca (SIMOES; SOUSA; PAIS, 2015).
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No Brasil estima-se que havera a cada ano do triénio 2020-2022
aproximadamente 625.000 novos casos de cancer no pais (450.000 excluindo os
casos de cancer de pele ndo melanoma). Segundo a estimativa, o cancer de pele nao
melanoma serd o de maior incidéncia (177.000), seguido pelos canceres de: mama e
préstata (66.000 cada), célon e reto (41.000), pulméo (30.000) e estdbmago (21.000)
(INCA, 2019b).

De acordo com a avaliacao realizada pelo GCO, em 2020 o Brasil apresentou
592.212 casos de cancer e aproximadamente 260 mil mortes. Ao analisar os dados
de incidéncia para ambos os sexos (Figura 24) o cancer de prostata foi 0 mais
diagnosticado (16,40%), seguido dos canceres: de mama feminino (14,90%),
colorretal (9,30%), pulméo (6,80%) e tireoide (5,20%) (GCO, 2021).

Figura 24 - Gréficos de pizza apresentam a distribuicdo dos
canceres mais comuns no Brasil em 2020, para
ambos os sexos

Prostata
97.278 (16,40%)

Outros A Mama
280.324 (47,30%) 88.492
- (14,90%)
Colorretal

55.102 (9,30%)
Tireoide Pulmao
30.607 (5,20%) 40.409 (6,80%)
Total: 592.212

Fonte: Céancer, Global Cancer Observatory. Disponivel
em:https://gco.iarc.fr. Acesso em: 4 fev. 2021.
Nota: Os canceres de pele ndo melanoma estéo incluidos na

categoria outros.

Os tipos mais recorrentes da doenca para 0 sexo masculino foram: prostata
(32,40%), colorretal (9,10%), pulméao (7,70%), estbmago (4,30%) e bexiga (3,80%),
enquanto para o sexo feminino os canceres de mama (30,30%), colorretal (9,50%),
tireoide (8,40%), colo uterino (6,10%) e pulmao (5,90%) se destacaram (Figura 25)
(GCO, 2021).


https://gco.iarc.fr/
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Figura 25 - Gréficos de pizza apresentam a distribuicdo dos canceres mais comuns no Brasil em

2020.
Mulheres Homens
Proéstata
: Mama . 0
Outer om0 SR o e
116.347 (39,80%) ‘ 054 (42,70%)
. Bexiga
Pulmio ~4 11.313 (3,80%) Colorretal
17.247 Colorretal 27.346 (9,10%)
(5,90%) 27.756 (9,50%)
Estémago Pulmao
Colo uterino Tireoide 12.961 (4,30%) 23.162 (7,70%)
17.743 (6,10%) 24.513 (8,40%)

Total: 292.098 Total: 300.114

Fonte: Cancer, Global Cancer Observatory. Disponivel em: https://gco.iarc.fr. Acesso em: 4 fev. 2021.

Nota: Os canceres de pele ndo melanoma estéo incluidos na categoria outros.

Um aspecto importante a ser mencionado é a variacdo e magnitude dos tipos
de cancer levando em consideracao as diferentes regides do Brasil, sendo o Sudeste
de maior incidéncia (60,0%), seguido pelo Nordeste (27,8%) e Sul (23,4%). Os
canceres de prostata e mama predominam nas regides Sudeste e Sul, assim como
na regido Centro-Oeste. Entretanto, para as demais regides (Norte e Nordeste)
ocorrem taxas de incidéncia alarmantes para cancer do colo do Utero e de estdmago
(INCA, 2019b).

O tratamento do cancer pode ocorrer por meio de cirurgia (quando ha a
possibilidade de retirada do tumor), radioterapia ou quimioterapia. Em muitos casos é
necessario a combinacdo de mais de uma modalidade (INCA, 2019c). As medidas
locais de tratamento (cirurgia ou radioterapia) sdo indicadas quando o tumor nao
sofreu processo de metastase. Para os demais casos, a neoplasia caracteriza-se pelo
desenvolvimento precoce de micrometastases, indicando a necessidade de uma
abordagem sistémica, que pode ser efetuada com quimioterapia (ALMEIDA et al.,
2005), a qual consiste na administracdo de substancias quimicas isoladas ou em
combinac¢éo para o tratamento das neoplasias malignas (INCA, 2008).

A escolha dos agentes neoplasicos a serem administrados é fundamentada na
cinética celular, isto é, o ciclo de vida das células, o tempo de duracdo deste, o

tamanho do tumor e a fracdo de crescimento (INCA, 2008).


https://gco.iarc.fr/

60

Os antineoplasicos convencionais podem ser classificados em trés familias

(MEEGAN; BOYLE, 2019) (Figura 26), segundo o modo de a¢ao sob o DNA:

>

Antimetabdlitos, sdo aquelas moléculas que inibem a sintese de componentes
do DNA agindo como moléculas antagonistas, sdo estruturas analogas as
bases nitrogenadas (fluorouracil, citarabina, gemcitabina e azacitidina) e/ou do
acido folico (metotrexato e raltitrexato) (GUICHARD et al., 2017).

Agentes alquilantes, agentes intercalantes e inibidores de
topoisomerases sdo moléculas que atuam diretamente sob o DNA. Os
primeiros sdo compostos que possuem grupos eletrofilicos capazes de
reagirem com nucledfilos das bases nitrogenadas do DNA, alterando por
consequéncia processos de replicacdo e transcricdo através da alquilagcéo
(analogos da mostarda nitrogenada, cisplatina e derivados, etileniminas,
metilmelaminas, triazenos, hidrazinas, nitrosuréias e alquilsulfonatos). Os
agentes intercalantes sdo moléculas planares e policiclicas (antraciclinas e
antracenedionas) que podem ser incorporadas entre pares de bases
nitrogenadas vizinhas do DNA e assim impedem a replicacdo da
macromolécula. Por ultimo, os inibidores de topoisomerases (derivados da
camptotecina e epipodofilotoxina) interagem com as enzimas (topoisomerases
| e 1) responsaveis por diminuirem a tensdo gerada pelas supertor¢cdes nas
fitas de DNA. Assim essas enzimas atuam nos processos de replicacao,
transcricdo, recombinacdo e remodelacdo da cromatina (GUICHARD et al.,
2017).

Agentes antitubulina sdo moléculas que interferem na mitose das células por
meio da inibicdo da dindmica dos microtubulos, ou seja, atuam dificultando a
formacédo dos fusos mitéticos (taxanos e alcaloides da vinca, que é uma flor)
(GUICHARD et al., 2017).

Embora o objetivo inicial da quimioterapia seja a destruicdo de células

neoplasicas, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de forma nédo especifica e

acaba lesando tanto as células doentes quanto as normais, fato que explica os efeitos

colaterais do tratamento, como: nauseas, perda de cabelo, nefrotoxicidade e
susceptibilidade maior a infec¢cdes (ALMEIDA et al., 2005).

Devido a estes fatores torna-se crescente a busca por novos quimioterapicos

gue possam atuar de forma mais especifica contra as células tumorais e

simultaneamente oferegam menores efeitos colaterais.
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Figura 26 - Estruturas de alguns antineoplasicos de acordo com o0 modo de agdo com o DNA.
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Fonte: Adaptado de GUICHARD et al. (2017).

Diante do exposto, a escolha das linhagens de células tumorais avaliadas neste
trabalho foi pautada no cenario de incidéncia e mortalidade do cancer a nivel mundial
e nacional, bem como nas propriedades biolégicas apresentadas pelos ligantes de

forma isolada e a disponibilidade das células no laboratoério colaborador (LABAINt).

2.5.1 Potenciais alvos terapéuticos no tratamento do cancer

Alvos terapéuticos compreendem biomoléculas que apresentam funcdes
biolégicas essenciais e que estdo diretamente relacionadas a uma doenca
(SARAVANAN; DAS, 2018). Diversas proteinas (receptores, enzimas,
transportadores, canais idnicos), acido ribonucleico (RNA) e acido desoxirribonucleico
(DNA) atuam como alvos terapéuticos e sdo estudados para o desenvolvimento e
descoberta de novos medicamentos contra o cancer (FILHO, 2016).

Complexos metalicos podem atuar contra uma variedade de alvos terapéuticos,
como por exemplo, membranas, RNA, DNA, proteinas e organelas celulares
(KOMOR; BARTON, 2013), uma vez que o centro metalico carregado positivamente
do composto é capaz de interagir com biomoléculas carregadas negativamente

(BARRA; NETTO, 2015). Estas, por sua vez, desempenham func¢des indispensaveis
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na determinagdo da atividade celular, sendo importante compreender como 0sS
complexos interagem com estes alvos, a fim de explorar o possivel mecanismo de
acao e selecionar o composto mais eficaz (ZENG et al., 2017).

Entre os potenciais alvos terapéuticos contra o cancer, o DNA é apontado como
um dos principais, uma vez que as ceélulas cancerosas tém uma alta taxa de
proliferacdo regulada por esta macromolécula (ZENG et al., 2017), sendo assim, a
modulacdo da expressdo génica ou da interferéncia na replicacdo mostra-se como
uma estratégia interessante (BARRA; NETTO, 2015).

Complexos podem interagir com a estrutura do DNA de diferentes formas
(Figura 27), sendo estas classificadas como: ligacdes covalentes/coordenadas
guando o contato se da por suas bases nitrogenadas ou pelo grupo fosfato e nao
covalentes, quando ocorrem interagOes: eletrostaticas, hidrofobicas dos sulcos ou

intercalacéo, bem como combinacéo de todos esses modos (PAGES et al., 2015).

Figura 27 - Representacao esquematica dos possiveis modos de interacdo complexo-DNA.

NAO-COVALENTE ~ NAO-COVALENTE NAO-COVALENTE COVALENTE COVALENTE
Intercalagéo Interagdo com os sulcos Interacéo eletrostatica  Ligagdo abase | jgacio ao fosfato

nitrogenada

Fonte: BARRA; NETTO (2015, p. 2002).

As ligacbes covalentes com o DNA sao irreversiveis e levam a completa
inibicdo das funcdes da macromolécula, ocasionando a morte celular subsequente. A
formacédo de adutos pode causar distorcdo do DNA e por consequéncia afetar tanto a
transcricdo quanto a replicacdo, interrompendo a sinalizagdo de complexos protéicos

(LIU; SADLER, 2011). Trés modos de ligacdes covalentes com o DNA séo possiveis:
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substituicdo de bases nitrogenadas, ligacdes cruzadas inter e intra-fita e alquilagéo de
bases nitrogenadas (ALEKSIC; KAPETANOVIC, 2014).

Em meio as interacdes ndo-covalentes, destaca-se as intercalagbes que
caracterizam-se pela insercdo de moléculas aromaticas policiclicas planares
carregadas positivamente entre pares de bases nitrogenadas consecutivos do DNA
(PAGES et al., 2015). Esta insergao é estabilizada por meio de empilhamentos -1
(= stacking) entre os pares de bases nitrogenadas e o anel aromatico podendo
provocar alongamento, enrijecimento e ou desenrolamento da dupla hélice (BARRA;
NETTO, 2015).

A intercalacdo € reversivel e pode ser estabilizada por uma combinacéo de
interacdes como: eletrostatica, Van der Waals, hidrofobicas e ligacdes de hidrogénio
(Figura 28) (KOSTJUKOV et al., 2011; MUKHERJEE, 2011).

Os intercaladores também podem ser mutagénicos potentes, devido a sua
capacidade de induzir alteracdes estruturais e, portanto, funcionais no DNA, levando
a inibicdo da transcricéo, processos de replicacao e reparo (BARRY; SADLER, 2013).

Existem varios intercaladores organicos, no entanto geralmente eles possuem
estruturas quimicas baseadas em uma das seis classes seguintes (Figura 29):
antracenos, acridinas, fenantridinas, fenantrolinas, elipticinas e antraquinonas
(BARRA; NETTO, 2015). A ligacdo covalente de intercaladores organicos a cations
metalicos produz metalointercaladores e pode levar a interacbes com o DNA
inovadoras influenciando a atividade bioldgica (LIU; SADLER, 2011).

Figura 28 - Representacdo de possiveis interacfes

atuantes em intercaladores.

! Interacées de Van der Waals
1

Ligacdes de hidrogénio

Fonte: Adaptado de ZEGLIS; PIERRE; BARTON (2007).
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Destaca-se neste trabalho a molécula HQ, uma vez que pertence a classe das
antraquinonas e foi utilizada como um dos ligantes para a formacado dos complexos
de Ru(ll) e Ru(lll).

Figura 29 - Estruturas quimicas das classes de moléculas intercaladoras classicas.

Antracenos Acridinas Antraguinonas
8]
N= Y
—N N= H
(o]
Fenantridinas Fenantrolinas Elipticinas

Fonte: Adaptado de BARRA; NETTO (2015).

No presente trabalho, a interagcdo dos complexos com o DNA foi realizada por
meio da espectroscopia de absorcéo na regido do UV-vis, sendo esta considerada a
técnica instrumental mais simples e comumente empregada para o estudo tanto da
estabilidade do DNA, quanto de suas interagbes com pequenas moléculas
(SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).

Complexos metalicos geralmente apresentam bandas de absorcao especificas
na regiao do UV-vis, devido as transicdes intraligantes, transferéncias de carga metal-
ligante ou ligante-metal e transicdes d-d, desta forma, uma maneira simples de
determinar se ocorre alguma interacdo complexo-DNA consiste em analisar as
modificacdes do maximo de uma dessas bandas quando o DNA esta presente em
diferentes concentracdes (TOPALA et al., 2014). A magnitude dessa mudanca pode
ser interpretada como um indicio da forca de interacdo entre a estrutura do DNA e a
molécula de interesse (JAUMOT; GARGALLO, 2012; SUN et al., 2011).

AlteracOes estruturais do DNA sé&o indicadas por deslocamentos das bandas
para maiores comprimentos de ondas (batocromismo) ou menores (hipsocromismo).
Outras evidéncias de interagdo compreendem o hipercromismo (aumento da
absorbancia) e hipocromismo (diminuicdo da absorbancia) que sugerem alteracéo
estrutural da dupla hélice do DNA (JAKOVLJEVIC et al., 2018).
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Geralmente, complexos que interagem com o DNA por meio de intercalacao
apresentam em seus espectros hipocromismo e batocromismo, 0S quais Sao
originados devido a aproximacao entre os grupos cromoforos arométicos do ligante e
as bases nitrogenadas do DNA. Conforme o orbital T do ligante intercalador interage
com o orbital ™ das bases nitrogenadas ocorre uma diminuicdo da energia de
transicao m-m*, fato que promove o aumento do comprimento de onda absorvido.
Simultaneamente, o orbital ™ encontra-se parcialmente preenchido com elétrons,
diminuindo a probabilidade das transicbes e resultando no hipocromismo
(SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).

Em contraposic¢éo, o hipercromismo esta associado com atracdes eletrostéticas
entre o complexo e o DNA, podendo provocar a desnaturacao da biomolécula que ao
ter a dupla hélice separada parcialmente ou totalmente em fitas simples devido a
reducéo das interacdes entre as bases nitrogenadas ou a liberacdo das bases pode
provocar um aumento da absorbancia (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013). O efeito
hipercrébmico também origina-se de atracfes eletrostaticas entre cations e 0s grupos
fosfatos do DNA, resultando em contracdes e danos a estrutura da macromolécula
(ARIJIMAND; JAMSHEERA, 2011).

A intensidade da interacdo entre um complexo e o DNA pode ser determinada
calculando-se a constante de ligagéo intrinseca (Kb), utilizando-se o modelo tedrico de
Neighbor Exclusion descrito pela equacéo (1), onde: [DNA] refere-se a concentracao
de DNA adicionada; €4 € o coeficiente de extingdo aparente, o qual corresponde a razao
entre a absorbancia medida e a concentracdo do complexo (Acbservada/[COMplexo]); & € o
coeficiente de absortividade molar do complexo livre (sem adicdo de DNA) e €, € 0
coeficiente de absortividade molar do complexo ligado ao DNA (WOLFE; SHIMER,;
MEEHAN, 1987).

Desta forma, K, compreende a raz&o entre os coeficientes angular e linear de um
grafico [DNA]/(ea — «f) versus [DNA] (BARRA; NETTO, 2015).

[DNA] _ [DNA] 1 (1)
(ea—ef)  (eb—ef)  [Kb (eb—gf)]

Assim como para o DNA, complexos metalicos podem interagir com
aminoacidos, peptideos ou proteinas (BARRY; SADLER, 2013), podendo formar

adutos com atomos de nitrogénio, enxofre ou selénio de residuos protéicos (histidina,
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cisteina ou selenocisteina) e assim provocar efeitos terapéuticos (CHE; SIU, 2010).
Desta forma, diversas proteinas tém sido propostas como possiveis alvos terapéuticos
de complexos metalicos (SAVA et al.,, 2012), uma vez que muitas desempenham
funcdes cruciais em processos metabdlicos e outras vias celulares, sendo chamadas
portanto de enzimas. Destaca-se entre elas, as envolvidas na captagao intracelular
(de farmacos), na proliferacdo de células cancerosas, disseminacdo metastatica,
producéo de EROs e apoptose (SIMOVIC et al., 2019).

A albumina é a proteina plasmatica mais abundante no sangue humano (c =
35-50 g-L 1) e esta envolvida no transporte de nutrientes e farmacos no organismo,
funcdo que é facilitada por seus multiplos locais de ligacdo (LARSEN et al., 2016).

Ao interagir com diferentes tipos de farmacos, atua como sistema de
administracao e transporte (GROESSL et al., 2010), mas também pode desempenhar
um papel importante na inativacéo de medicamentos (BERGAMO et al., 2003). Assim,
a caracterizacdo farmacologica de qualquer candidato a medicamento envolve o
estudo de suas intera¢cdes com a proteina sérica mais abundante, sendo importante a
determinacdo da constante de afinidade e o numero de sitios de ligacdo (GROESSL
et al., 2010).

A estrutura da albumina sérica humana (HSA) € composta por 585
aminoacidos, dos quais 17 grupos tirosina e apenas 1 residuo de triptofano
(MOREIRA et al., 2015). Estes formam trés dominios estruturalmente semelhantes (I-
[l1), cada um constituido em dois subdominios (A e B) e estabilizado por 17 pontes
dissulfeto (SHAHSAVANI et al., 2016). O triptofano encontra-se localizado na posicéo
214 do subdominio IIA da proteina (Trp-214) (AMIRI; JANKEJE; ALBANI, 2010)
(Figura 30) e corresponde ao residuo com emissao de fluorescéncia mais significativa
guando a macromolécula é excitada em 280 nm (NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013).

Figura 30 - Representacao da estrutura da HSA.

Fonte: Adaptado de CHAVES et al. (2018).
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A espectroscopia de fluorescéncia € uma técnica amplamente empregada para
estudar a interacdo entre uma molécula de interesse e a HSA, uma vez que a
supressdo da fluorescéncia intrinseca da biomolécula indica o contato entre o
fluor6foro e o supressor (molécula responsavel pela diminuicdo da fluorescéncia)
(NETO et al., 2020).

Na maioria dos casos a diminuicdo da fluorescéncia pode ser explicada por
meio das colisdes entre as moléculas no estado excitado com a espécie supressora
enfatizando-se dois mecanismos principais nomeados como dindmico e estatico
(NUSRAT et al., 2016). Este modelo proposto por Stern-Volmer descreve a diminuicéo

da fluorescéncia por meio de uma abordagem matematica (2) (NETO et al., 2020):

Fo/lF =1+ KqTo[Q] =1 + Ksv [Q] (2)

Em que Fo e F sdo as intensidades relativas na auséncia e presenca de
supressor, respectivamente, Kqé a constante de velocidade bimolecular de supresséao,
To € 0 tempo de vida médio de fluorescéncia das biomoléculas na auséncia de
supressor (~10° s), [Q] € a concentragdo do supressor e o produto KqTo € conhecido
como constante de Stern-Volmer ou constante de supressao (Ksv) (LAKOWICZ, 2002).

A equacao (2) também pode ser reescrita para conter a constante de ligacao
entre o complexo e a HSA (Kp) e o numero de sitios de ligagdo por molécula de

proteina (n), conforme representado abaixo:

log (Fo-F) =log Kp+ n log [Q] (3)

O mecanismo dindmico é originado pela colisdo entre o fluor6foro em um
estado excitado e o supressor, ocasionando desativacao sem que o fluoroforo emita
radiacdo para o estado fundamental (JAIN; BLUM; SUBRAMANIAM, 2009). Por ser
um processo que depende da difusdo das moléculas ele pode ser identificado quando
0 aumento da temperatura em um sistema ocasiona também o aumento de Ksy, pois
promove a diminuicdo da viscosidade do meio, favorecendo a difusdo do supressor
em direcao ao fluoréforo (LAKOWICZ, 2002; MOREIRA et al., 2015).

Por outro lado, o mecanismo estatico caracteriza-se pela formagdo de um
complexo néo fluorescente entre supressor e fluoréforo em seu estado fundamental
(JAIN; BLUM; SUBRAMANIAM, 2009), provocando a diminui¢do da estabilidade do
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complexo intermediario (MOREIRA et al., 2015) indicado quando o aumento da
temperatura diminui os valores de Ksy (LAKOWICZ, 2002).

Portanto, aplicando-se o modelo de supressdo dindmica da fluorescéncia
também conhecido como mecanismo de supressao de fluorescéncia de Stern-Volmer
€ possivel determinar alguns para@metros importantes como: tipo de interacdo entre a
proteina e o complexo em estudo, numero de sitios de ligacdo e o mecanismo pelo
gual essa interagéo ocorre (CACITA; NIKOLAOU, 2016).

As proteinas quinases também encontram-se entre os alvos mais estudados
para agentes terapéuticos direcionados ao cancer, devido participarem ativamente em
vias de sinalizacao celular (BROGNARD; HUNTER, 2011). Sdo enzimas responsaveis
pela fosforilagdo de proteinas-alvo, atuam mediando sinais e regulando diferentes
atividades celulares (PAULI; BARREIRO; BARBOSA, 2018). A desregulacédo e/ou
superexpressao dessas proteinas quinases resulta em respostas celulares
inadequadas, como o rapido crescimento tumoral (PAULI; BARREIRO; BARBOSA,
2018; YANG; BIERBACH, 2017).

Proteinas mitocondriais sdo responsaveis por regular a producdo de energia,
modular potenciais redox da membrana e gerar EROs e ERNs (BARRY; SADLER,
2013) que em concentracdo adequada sdo moléculas essenciais de sinalizacao,
responsaveis por regular a proliferacéo celular, diferenciacdo, inflamacéo e sintese
hormonal (KIM et al., 2017). Células cancerosas apresentam producdo de EROs
excessiva, mostrando-se superior a capacidade antioxidante da célula, estado que
induz oxidacao de varias macromoléculas como: proteinas, lipidios e DNA nuclear e
mitocondrial (KIM et al., 2016).

De maneira geral, complexos de ruténio podem interagir com o DNA por meio
de ligacdes covalentes, e /ou interacdes (BAROLLI et al., 2017; DIAS et al., 2018;
SILVA et al., 2018), entretanto, apesar da possivel interacdo com a macromolécula,
varios estudos tém demonstrado que o principal alvo de alguns complexos de ruténio
nao é o DNA, mas a atuacdo de mecanismos induzidos por estes, como exemplo,
pode-se citar a inibicdo de metaloproteases, interferéncia em processos de adeséao e
metabolismo do éxido nitrico, 0s quais sdo responsaveis pelos efeitos antitumorais de
alguns complexos de ruténio. Outros complexos podem também inibir a atividade de
topoisomerases, por meio de ligacdes diretas a topoisomerases | e Il e interferéncias

na religacéo do DNA.
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A atuacdo de complexos metalicos sob alvos terapéuticos pode influenciar
diretamente o ciclo celular levando a interrupcédo de algumas etapas importantes e
causando por consequéncia a apoptose de células tumorais, estratégia importante
para o desenvolvimento de metalofarmacos (LIN et al., 2018).

O ciclo celular dos mamiferos é um processo altamente organizado e regulado
gue garante a duplicacdo do material genético e a divisdo celular. Ele divide-se em
guatro fases distintas (GO, G1, S, G2 e M) (Figura 31), as quais sao reguladas por
varias quinases dependentes de ciclinas (CDKs). Os complexos formados entre
CDKs/Ciclinas sdo moléculas sinalizadoras responsaveis por regular o processo
sequencial de crescimento celular e integridade genética (OTTO; SICINSKI, 2017).

Inicialmente, quando as células ndo encontram-se em replicacdo denomina-se
de fase GO, esta caracteriza-se por apresentar baixa atividade nuclear. Em seguida,
na fase G1 inicia-se a producdo de constituintes celulares essenciais para a
multiplicacdo das células como por exemplo: organelas, enzimas e RNA. Na proxima
fase, nomeada de S, ocorre a autorreplicacdo do DNA e em seguida a fase G2 prepara
a ceélula para a mitose (fase M) através da biossintese de proteinas e outros
componentes essenciais. Apos a divisdo do material nuclear ocorre a citocinese
resultando em duas células filhas idénticas a célula que lhes deu origem (célula mae)

e assim ocorre o retorno a fase inicial (ALMEIDA et al., 2005).

Figura 31 - Fases do ciclo celular.

.
N

G2 G1
&
Fonte: Adaptado de OTTO; SICINSKI (2017).
Importante ressaltar que células tumorais diferenciam-se das células saudaveis

por nao finalizarem o ciclo, isto €&, transitam da fase M para G1 replicando-se

descontroladamente (ALMEIDA et al., 2005). Outro aspecto interessante nas células
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tumorais € que o mecanismo atuante na transicdo de fases G1/ S encontra-se
comumente alterado, portanto compostos que atuem nessa etapa sao candidatos em
potencial para o tratamento do cancer (DURONIO; COLD, 2013).

Desta forma, o estudo de progressdo do ciclo celular e a avaliagdo das
interacdes entre complexos metélicos e alvos terapéuticos consistem em ferramentas
importantes no entendimento dos possiveis mecanismos de ac¢do para 0
desenvolvimento de metalofarmacos contra o cancer, justificando as analises

realizadas neste trabalho.

2.6 LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo doencas tropicais e subtropicais ocasionadas por
parasitos intracelulares, sendo pelo menos 20 espécies deste protozoario do género
Leishmania, onde a transmisséo entre hospedeiros mamiferos ocorre por meio de
vetores, mais especificamente as fémeas de flebotomineos (Figura 32) que sao
pequenos insetos do género diptera, conhecidos popularmente como mosquito-palha,
tatuquira ou birigui (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

Figura 32 - Flebotomineos.

Fonte: Tudo sobre 0s
flebotomineos do Brasil. Instituto
Oswaldo Cruz. Disponivel em:
http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.
exe/sys/start.htm?infoid=3107&sid
=32. Acesso em: 19 jan. 2019.

Diferentes manifestacdes clinicas da doenca podem ser ocasionadas devido a
complexidade de interacdo entre o sistema imunoldgico do hospedeiro e a espécie de
Leishmania (BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR, 2017). Desta forma, a leishmaniose
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pode ser classificada em: cutanea (LC) (subdividindo-se em localizada, disseminada,
difusa e mucosa) (Figura 33) e visceral (LV) (TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Figura 33 - Manifestag8es clinicas da Leishmaniose

cutanea.

Fonte: Adaptado de COSTA et al. (2009); TORRES-
GUERRERO et al. (2017).
Legenda: a) Localizada.
b) Disseminada.
¢) Mucosa.
d) Difusa.

A forma cutanea da doenca apresenta como manifestacées clinicas infec¢des
de pele que tém inicio com papulas no local de inoculacédo do protozoario e podem
evoluir para a formacdo de placas ou Ulceras por todo o corpo (BLANCO;
NASCIMENTO-JUNIOR, 2017).

Ja a forma visceral afeta principalmente baco, figado, medula 6ssea e menos
comumente os rins. Os sintomas da doenca incluem: febre, hepatomegalia (aumento
do figado), esplenomegalia (aumento do baco), diarreia, perda de peso, palidez e
hemorragia (ANVERSA et al., 2018).

O protozoario causador da doenca é endémico em pelo menos 98 paises e
coloca em risco mais de 1 bilhdo de pessoas (ANVERSA et al., 2018). A cada ano
ocorrem de 1,5 a 2 milhbes de novos casos no mundo e cerca de 70.000 mortes
causadas pela doenca (TORRES-GUERRERO et al., 2017).
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Mais de 90% dos casos mundiais de LV ocorrem em sete paises (Brasil, india,
Etidpia, Quénia, Sudédo do Sul, Somalia e Sudao) e, apesar da ampla distribuicéo,
cerca de um terco dos casos de LC ocorre nas Américas, Mediterraneo e oeste da
Asia, principalmente no Afeganist&o, Argélia, Colémbia, Brasil, Ird, Siria, Eti6pia, Norte
do Sudao, Costa Rica e Peru (ANVERSA et al., 2018). Desde o0 ano 2000 a LV foi
classificada como uma doenca tropical negligenciada (DTN), isto é, aquela causada
por agentes infecciosos ou parasitos, sendo considerada endémica e predominante
em populacdes de baixa renda, bem como indicador de investimentos reduzidos em
pesquisa, producdo de medicamentos e controle (HOTEZ et al., 2020).

No Brasil, oito espécies de Leishmania ja foram isoladas de pacientes (Tabela
2) (ANVERSA et al., 2018) e a maioria ocasiona a LC. A regido norte do pais é a mais
descrita, entretanto os locais de transmisséo tém apresentado mudancas, migrando
do ambiente rural para os centros urbanos (BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR, 2017).

Tabela 2 - Espécies de Leishmania que causam leishmaniose no Brasil.

Leishmanioses cutanea Leishmaniose

visceral
Cutéanea Cutéanea Mucosa Cutanea
localizada  disseminada difusa
L. (V) L. (V) L. (V.) L. (L.) L. (L))
braziliensis braziliensis braziliensis amazonensis infantum
(syn. chagasi)
L. (V) L. (L.) L. (L.)
guyanensis  amazonensis amazonensis*
L. (L.) L. (V.)
amazonensis guyanensis*
L. (V)
lainsoni*
L. (V.) naiffi*
L. (V.) shawi*
L. (V)
lindenbergi*

Fonte: ANVERSA et al. (2018, p. 282).

Nota: *espécies menos frequentes.
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Entre os anos de 2003 e 2018 foram registrados no Brasil mais de 300.000
casos de LC, com uma média anual de 21.158 casos, concentrados principalmente
na regido Norte seguido da regido Centro Oeste. O coeficiente médio de deteccao
deste periodo foi de 11,30 casos por 100.000 habitantes, sendo que a forma clinica
mucosa representou 7,70% dos registros (BRASIL, 2019).

No mesmo periodo relatou-se 51.000 ocorréncias de LV, com incidéncia media
de 1,70 casos/ 100.000 habitantes e letalidade de 7,20%. As regides Norte e Nordeste
concentraram os maiores indices desta doenca (BRASIL, 2019).

A transmissdo da leishmaniose ocorre quando uma fémea infectada de
flebotomineo transfere o protozodrio a uma vitima sem infec¢éo, enquanto se alimenta
do sangue.

Além do homem, a doenca pode ser transmitida para mamiferos silvestres
(preguica, gamba e roedores) ou domeésticos (caes e cavalos) (FIOCRUZ, 2019).

O ciclo de vida digenético deste parasito (Figura 34) compreende a forma
promastigota extracelular flagelada que encontra-se no intestino do vetor, o qual
infecta o hospedeiro mamifero e ao cair na corrente sanguinea é fagocitado por
células saudaveis, os macrofagos.

Em seguida, o protozoario transforma-se na forma amastigota néo flagelada,
gue cresce e multiplica-se através de divisdo binaria até o momento em que sofre lise
celular e promove infeccdo de outras células, momento em que a vitima comeca a
apresentar os sintomas da doenca.

O ciclo se completa quando a fémea do flebotomineo ingere o sangue
contaminado e assim 0s parasitos na forma amastigosta se transformam novamente
na forma promastigota e estdo prontos para reiniciar o ciclo (BLANCO;
NASCIMENTO-JUNIOR, 2017; KUMAR, 2019).

O tratamento para a leishmaniose vem se desdobrando desde o século XX e
0S agentes que mais se destacam pela eficacia contra a doenca séo: anfotericina B,
antimoniais pentavalentes, pentamidina, paromicina e miltefosina (Figura 35)
(GEORGIADOU; MAKARITSIS; DALEKOS, 2015). Nas ultimas décadas tem havido
um maior interesse pelo estudo da leishmaniose, provavelmente devido ao
significativo aumento do numero de casos impulsionado por fatores como: migracao
populacional, infeccbes oportunistas, resisténcia a medicamentos utilizados no
tratamento, ciclos de transmissdo adaptados para ambientes peridomiciliares e
desmatamento (ANVERSA et al., 2018).



Figura 34 - Ciclo de vida dos parasitos do género Leishmania.
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Fonte: BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR (2017, p. 864).

Figura 35 - Estrutura quimica de farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose.
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Os medicamentos de primeira escolha para o tratamento de todas as formas
clinicas da leishmaniose séo os antimoniais pentavalentes como o estibogluconato de
sadio (Pentostan®) e o antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime®) (ANVERSA
et al., 2018), ambos administrados via parenteral (intramuscular ou intravenosa) e
interferem inibindo a atividade glicolitica e oxidativa do protozoario na forma
amastigota (WYLLIE; CUNNINGHAM; FAIRLAMB, 2004). Apesar dos antimoniais
pentavalentes mostrarem eficicia de aproximadamente 90% na maioria dos estudos,
eles apresentam efeitos colaterais toxicos nos sistemas cardiaco, renal e hepatico
sendo, portanto, contraindicados para pacientes com doen¢cas nesses 0Orgaos
(ANVERSA et al., 2018). Além do mais, observou-se um aumento no numero de falhas
terapéuticas a partir da década de 1980 na india e as doses necessarias para levar a
cura da doenca tiveram que ser aumentadas lentamente, demonstrando a resisténcia
do parasito ao medicamento (ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018).

Quando ndo ha uma resposta satisfatoria a terapia com antimoniais
pentavalentes outros medicamentos como a anfotericina B sdo empregados. Trata-se
de um antifungico que vem sendo utilizado desde os anos 60 como segunda linha de
tratamento (BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR, 2017). Apesar de apresentar
elevadas taxas de cura, superiores a 97% para a leishmaniose cutanea e visceral, o
tratamento é bastante arduo e sé pode ser realizado em um hospital, devido a via de
administracdo ser intravenosa e também pelos efeitos colaterais adversos e
frequentes como: febre, dor de cabeca, nausea, tremores, anemia, alteracdes
cardiovasculares e complica¢gdes renais (CROFT; YARDLEY, 2002). Em 1997 uma
nova formulacdo de anfotericina B composta pela formacdo de complexos lipidicos
tornou-se comercialmente disponivel, mostrando-se eficaz e de menor toxicidade,
entretanto o elevado custo impossibilita seu uso por populacdes de baixa renda
(BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR, 2017).

Outro medicamento utilizado como segunda linha de tratamento € a
pentamidina, a qual tem sido empregada em casos individuais de resisténcia a
primeira terapia de escolha e em paises como india, Guiana Francesa e Suriname,
regides onde a falha do tratamento com antimoniais pentavalentes é comum
(BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR, 2017; CROFT; YARDLEY, 2002). Apesar do
custo inferior em relacdo a anfotericina B, a pentamidina também ocasiona efeitos

colaterais como os demais medicamentos citados, incluindo: dor de cabeca, nausea,
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dor abdominal, hipoglicemia e pancreatite que pode levar ao aparecimento de
diabetes mellitus em 10 a 15% dos casos (ANVERSA et al., 2018).

Por sua vez, a paromicina, um antibiético aminoglicosideo administrado por via
parenteral comecou a ser utilizado no tratamento da LV inicialmente no Kénia, india e
Sudéo (ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018). Devido ao seu baixo custo e efeitos
colaterais pouco frequentes que podem incluir nefrotoxicidade (toxicidade aos rins) e
ototoxicidade (toxicidade aos ouvidos), a paromicina representa uma alternativa para
casos de resisténcia aos medicamentos de primeira escolha (CROFT; YARDLEY,
2002). No entanto, observou-se variacfes de eficacia inter e intra-regionais no
tratamento da LV com paromicina, sendo as taxas de cura relatadas frequentemente
inferiores quando comparadas com o0s antimoniais pentavalentes (ANVERSA et al.,
2018; ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018).

A miltefosina foi registrada em 2002 na india e destaca-se no tratamento da
leishmaniose por ser o primeiro medicamento administrado por via oral eficaz. Em
2005 foi adotada como tratamento de primeira linha pela iniciativa de eliminacéo
asiatica, no entanto apds uma década de uso ocorreu evidéncias de eficacia reduzida
em LV e LC (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Efeitos colaterais como nausea,
vomito, diarreia e elevacdo de enzimas hepaticas sdo comumente relatados no
tratamento com miltefosina, além de ser potencialmente teratogénico, ndo devendo
ser utilizado na gravidez (BHATTACHARYA et al, 2007; GEORGIADOU;
MAKARITSIS; DALEKOS, 2015).

Deste modo, os desafios atuais de quimioterapicos para o tratamento da
leishmaniose incluem: disponibilidade de poucos medicamentos, resisténcia aos
medicamentos existentes, toxicidade e falta de custo-efetividade, sendo de extrema
importancia o estudo de novos alvos para o tratamento da doenca, bem como o

desenvolvimentos de novos compostos bioativos (ANSARI et al., 2017).

2.6.1 Potenciais alvos terapéuticos no tratamento da leishmaniose

Doencas parasitarias como a leishmaniose apresentam duas formas evolutivas
do parasito (promastigota e amastigota) e possuem diversas biomoléculas que
diferem amplamente entre si de acordo com cada forma apresentada, sendo assim

torna-se importante para a busca de potenciais medicamentos da doenca que o alvo
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molecular de interesse seja expresso pelo organismo na fase do ciclo de vida que é
patogénico para o hospedeiro vertebrado (GUPTA, 2011).

Além do mais, deve-se selecionar um alvo presente na via biolégica do parasito
gue esteja ausente ou que seja diferente no hospedeiro (DAS et al., 2013). Desta
forma é desejavel também que o alvo biolégico encontre-se envolvido nas vias
metabdlicas ou fun¢des celulares vitais do parasito, de modo que o bloqueio promova
a inibicdo do crescimento ou morte do mesmo (SINGH et al., 2014).

A fim de elucidar potenciais alvos terapéuticos no tratamento da doenca
diversas vias metabdlicas da Leishmania encontram-se atualmente em estudo, como
por exemplo: metabolismo de &cidos graxos, esterdis, poliaminas, glicose e
glicolipidios (SHARMA et al., 2017). A identificagéo e estudo das enzimas envolvidas
na biossintese dessas moléculas sdo importantes para o desenvolvimento de
potenciais inibidores (DAS et al., 2013).

As proteases ou peptidases sdo enzimas que catalisam a hidroélise de ligagdes
peptidicas liberando peptideos e/ou aminoacidos e tém sido estudadas como
potenciais alvos da Leishmania (SILVA-LOPEZ, 2010), uma vez que desempenham
importantes funcdes na fisiologia do microrganismo, além de contribuir para a
patologia causada por ele (DEU, 2017). Sao classificadas conforme o mecanismo de
acao exercido, estrutura tridimensional e aminoacido presente em seu sitio ativo,
sendo reconhecidas seis classes de proteases pela International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB): serino, cisteino, aspartico,
metaloprotease, glutamico e treonino (CONCEICAO-SILVA; ALVES, 2014).

As cisteino proteases compreendem as enzimas proteoliticas mais estudadas
da Leishmania que possuem um residuo de cisteina (Cys25) no sitio ativo (SILVA-
LOPEZ, 2010). Estdo presentes em grande quantidade na forma amastigota do
parasito e sdo responsaveis por desempenhar fungdes como: invasdo de células/
tecidos do hospedeiro, hidrélise de proteinas do hospedeiro ou parasito, invasao do
sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro e modulacdo de sua resposta imune
(SIQUEIRA-NETO et al.,, 2018). Papaina, cruzaina, catepsinas e calpainas séo
exemplos de cisteino proteases que tém funcBes importantes para adaptacdo e
sobrevivéncia do parasito no hospedeiro (ALMEIDA et al., 2015).

As serino proteases possuem em seu sitio ativo a triade catalitica: acido
aspartico, serina e histidina (Asp102, Ser195 e His57) (CONCEICAO-SILVA; ALVES,

2014). Esta classe de proteases € responsavel pela degradacao do tecido conjuntivo
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do hospedeiro facilitando sua invaséo, assimilacdo de aminoéacidos para a sintese de
peptideos e proteinas, ativacdo de outras moléculas biologicamente ativas e esta
envolvida na remodelagem do parasito durante sua transicdo morfologica (SILVA-
LOPEZ, 2010). Sdo exemplos de serino proteases mais conhecidas: tripsina,
quimiotripsina, elastase e oligopeptidases B e C (SILVA-LOPEZ, 2010).

Uma visédo geral do modo de ataque nucleofilico pelo qual serino e cisteino
proteases catalisam a hidrélise de cadeias peptidicas ou se ligam irreversivelmente a
alguns inibidores é descrito na literatura (CONCEICAO-SILVA; ALVES, 2014;
MARTINS et al., 2009). Na Figura 36 sao representadas as cadeias laterais para 0s
residuos de aminoacidos, os quais sdo conservados no sitio ativo dessas duas
classes de proteases. As setas indicam o ataque nucleofilico dos &tomos de oxigénio
e enxofre dos residuos serina e cisteina respectivamente, no carbono da carbonila
deficiente em elétrons dos substratos peptidicos e/ou inibidores (MARTINS et al.,
20009).

Figura 36 - Modo de ataque nucleofilico pelo qual serino e cisteino proteases catalisam a hidrélise de

peptideos ou se ligam irreversivelmente a alguns inibidores.
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Fonte: MARTINS et al. (2009, p. 1231).

Enzimas que atuam na biossintese de poliaminas também s&o muito estudadas
como alvos terapéuticos, uma vez que a inibicdo das mesmas influenciam a formacao
de poliaminas (putrescina, espermina e espermidina), moléculas que desempenham
funcdes importantes tanto no crescimento e diferenciacdo do parasito da forma
promastigota para a amastigota, como na regulagem da peroxidacéao lipidica gerada
por compostos oxidantes, tornando o meio adequado para sobrevivéncia (SINGH;
KUMAR; SINGH, 2012).
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A arginase (ARG) e a ornitina descarboxilase (ODC) sado enzimas importantes
na via de sintese de poliaminas (Figura 37), a primeira € responsavel por converter L-
arginina em L-ornitina e uréia; em seguida a ODC atua por descarboxilacédo sob a L-
ornitina originando a poliamina putrescina (VANNIER-SANTOS et al., 2008) que serve
de substrato para a sintese da espermidina (Spd) e espermina (Spm) através de
adicoes de grupos aminopropil (COLOTTI; ILARI, 2011).

Por fim, ao se conjugar glutationa e Spd através da catalise da tripanotiona
sintase ocorre a formagdo da tripanotiona, molécula crucial para sobrevivéncia do
parasito, uma vez que substitui muitas funcées metabdlicas e antioxidantes, como por
exemplo a eliminacdo de EROs e ERNs produzidos pelos macrofagos para causar a
morte do parasito (COLOTTI; ILARI, 2011).

Figura 37 - Proliferacdo do parasito do género Leishmania via L-arginina.
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Fonte: Adaptado de COLOTTI; ILARI (2011).

Ressalta-se ainda que a L-arginina consiste também em um substrato da 6xido
nitrico sintase (NOS) (Figura 38), enzima expressa em macrofagos como sistema de
defesa do hospedeiro em resposta a invasdo do parasito (MELOS; ECHEVARRIA,
2012).

A NOS catalisa a reacéo produzindo 6xido nitrico (NO) e L-citrulina (Figura 38),
sendo que em altas concentracdes o NO é citotdéxico e causa a morte do parasito.
Desta forma, as enzimas ARG e NOS competem pelo mesmo substrato (L-arginina)
podendo ocasionar a proliferacdo ou morte do parasito, respectivamente (CALDWELL
et al., 2018).
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Figura 38 - Esquema de competicdo pela L-arginina entre as enzimas ARG e NOS.
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Fonte: Adaptado de MELOS; ECHEVARRIA (2012).

A biossintese de esterois também é estudada como um dos alvos de
medicamentos mais adequados para a leishmaniose, uma vez que o ergosterol
(Figura 39) e outros 24 metil esterdis sdo indispensaveis para a viabilidade e
crescimento do parasito, devido atuarem como componente das membranas celulares
em protozoarios e ndo serem encontrados nas células de mamiferos (DUFOURC,
2008; GOTO et al., 2009).

Figura 39 - Estrutura quimica do ergosterol.
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Fonte: Adaptado de FRANCA et al. (2014).

A enzima esterol 14a-desmetilase (Figura 40) é responsavel pela desmetilacéo
oxidativa de esterdis intermediarios por meio do grupamento heme, na via de sintese

de acetato até ergosterol, enquanto a enzima esterol 24-C-metiltransferase catalisa a
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transferéncia de um grupo metila, etapa final na formacéao do ergosterol (JOHNSON;
LI, 2007; MCCALL et al., 2015).

A Leishmania, assim como outros parasitos possuem metabolismo energético
dependente unicamente das fontes de carbono disponiveis no hospedeiro, assim os
amastigotas captam glicose e outros componentes essenciais da corrente sanguinea
dos mamiferos (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012). Algumas enzimas glicoliticas ficam
armazenadas em organelas do tipo peroxissomos, nomeadas nos parasitos de
glicosomas e indicam portanto que € possivel interromper a producéo de energia por
meio de inibidores destas enzimas (FIGUEIREDO et al., 2018).

Outra estratégia muito empregada para o desenvolvimento de medicamentos
anti-leishmanicidas consiste em atacar os mecanismos de replicacao e reparo do DNA
e ciclo celular ou dos principais reguladores (JAIN; JAIN, 2018), como por exemplo,
as topoisomerases de DNA que s&o um grupo de enzimas responsaveis pelo controle
dos problemas topologicos causados pela dupla hélice de DNA durante 0s processos
de replicacéo, transcricdo e recombinacdo (REGUERA et al., 2019). Sabendo que a
inibicdo das topoisomerases pode induzir células a morte, estas enzimas tém sido
extensivamente investigadas (BALANA-FOUCE et al., 2014)

Figura 40 - Enzima esterol 14a-desmetilase.

Fonte: FRANCA et al. (2014, p. 1489).

Durante o ciclo de vida da Leishmania a Unica mitocéndria do parasito sofre

profundas mudancas devido a necessidade de adaptacdao a diferentes ambientes,
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como hipoxia e estresse oxidativo (APARICIO; SCHARFSTEIN; LIMA, 2004), além do
mais a organela esta envolvida nos processos de diferenciacdo, proliferagéao,
homeostase do calcio, equilibrio redox e morte celular programada (DUCHEN, 2000).
Assim, a manutencgédo da integridade mitocondrial € fundamental para a sobrevivéncia
do parasito, sendo esta organela um alvo potencial no desenvolvimento de
quimioterapicos para a doenga. O mecanismo de acdo de alguns medicamentos ou
mesmo candidatos a medicamentos envolvem vias relacionadas a bioenergética
mitocondrial e geragéo de EROs (ESPURI et al., 2019).

Uma ferramenta bastante utilizada e que vem auxiliando na compreensao,
descoberta e interacdo de alvos bioquimicos da Leishmania e outras doencas com
potenciais medicamentos é o docking molecular, uma ferramenta da Quimica Tedrica
(FERREIRA; ANDRICOPULO, 2018).

Os estudos permitem analisar por meio de calculos de energia a interagéo entre
ligante e receptor, considerando um banco de dados com registros de diversas
estruturas de proteinas e assim indicar o potencial de acao farmacolégica, bem como
a previsao de efeitos adversos/toxicos (FIGUEIREDO et al., 2018).

2.7 ESTUDOS DE MODELAGEM MOLECULAR

A Quimica de Coordenacdo pode apresentar alguns desafios oriundos dos
estados de oxidacdo variaveis de um mesmo metal, bem como as diferentes
geometrias adotadas por um complexo, fazendo com que o emprego de Teorias da
Mecanica Quantica utilizando-se de ferramentas computacionais seja um recurso
importante na previsdo dessas variaveis e na predicdo das estruturas (POUGY;
MACHADO, 2020).

Um importante método utilizado para a modelagem molecular consiste na
Teoria do Funcional da Densidade (DFT), a qual permite adquirir informacdes
importantes do sistema quimico trabalhado, podendo simular por meio de calculos
tedricos propriedades importantes de uma molécula, como por exemplo: barreiras
energéticas e caminhos da reacdo (mecanismos de uma reacdo), descricbes
detalhadas de orbitais moleculares (propriedades das ligacées), momentos de dipolo,
frequéncias vibracionais, intensidades IR e Raman, inclusédo de efeitos eletrostaticos

na solvatacéo, entre outras (TSIPIS, 2014).
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A DFT surgiu em 1964 por Walter Kohn e Pierre Hohenberg (HOHENBERG;
KOHN, 1964) quando propuseram que a equagao de Schrodinger, a qual descreve
uma funcdo de onda de N-elétrons de 3N variaveis, poderia ser reformulada como
uma equacdo da densidade de elétrons com apenas 3 variaveis. A grandeza
densidade eletrénica p(¥) foi proposta e seria capaz de conter todas informacdes
importantes de um sistema, bem como determinar muitas propriedades, permitindo
assim simplicidade e precisaéo no estudo (MARQUES; BOTTI, 2006).

Posteriormente, em 1965 Kohn e Sham (KOHN; SHAM, 1965) buscando
determinar a densidade do sistema em interacdo deram um importante avanco para
DFT ao descreverem a energia eletrdnica de uma molécula por meio do somatorio de

vérios funcionais (4):

VKS[p](?) = Vext(?) + VHartree(?) + Vxc (77) (4)

Sendo vex() correspondente ao potencial externo, o qual geralmente é
formado pelos nucleos atdmicos de um sistema, VHartree(7) indica a interagao entre os
elétrons e a densidade média da carga eletronica total de um sistema e vxc ()
compreende o potencial de troca e correlacdo, o qual descreve o restante das
interacdes elétron-elétron (MARQUES; BOTTI, 2006). No mesmo artigo, Kohn e Sham
propuseram a Aproximacdo da densidade local (LDA) para descrever o termo vxc (7)
(KOHN; SHAM, 1965) e posteriormente outras aproximac¢des mais rigorosas e
complexas surgiram, como por exemplo, a Aproximacao do Gradiente Generalizado
(GGA) e os funcionais hibridos (MARQUES; BOTTI, 2006; TSIPIS, 2014).

A LDA é fundamentada no modelo de gas homogéneo de elétrons, sendo assim
assume-se que vxc () depende somente do valor local, portanto as energias de troca
e correlacdo de um sistema compreendem uma funcdo da densidade eletronica
dependente apenas das coordenadas espaciais de um ponto especifico (VOSKO;
WILK; NUSAIR, 1980). Em oposicdo a GGA utiliza o gradiente da densidade
eletrbnica, portanto considera que a densidade eletronica de um sistema nao é
homogénea variando espacialmente (PERDEW; BURKE; ERNZERHOF, 1996). Por
outro lado, os funcionais hibridos contém uma mistura de GGA com uma parte do
termo de troca exata de Hartree-Fock (teoria muito comum na Quimica Quéantica
desenvolvida em 1930) (MARQUES; BOTTI, 2006).
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Importante ressaltar que a DFT é aplicada somente para a determinacdo de
propriedades no estado fundamental de um sistema e/ou fendmenos independentes
do tempo (REIS, 2015). Para os demais casos surgiram extensdes da DFT conhecida
como Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo (TD-DFT) criada em
1983 por Erich Runge e E. K. U. Gross (RUNGE; GROSS, 1984), a fim de suprir tais
limitagBes. Atualmente a TD-DFT é o método mais utilizado para o calculo dos estado
excitados e modelagem de espectros de absorcao de UV-vis de moléculas grandes
(JACQUEMIN; MENNUCCI; ADAMO, 2011; KANTCHEV; NORSTEN; SULLIVAN,
2012).
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo principal obter complexos de Ru(ll) e

(1) com hidroxibenzofenonas e 1-hidroxi-9,10-antraquinona, a fim de avaliar suas

potencialidades como candidatos a metalofarmacos em diferentes aplica¢des, sendo

estas: atividade citotoxica e leishmanicida. Considerando tal escopo, 0s objetivos

especificos compreendem:

>

Sintetizar complexos de Ru(lll) com hidroxibenzofenonas de férmula geral
[RuCl>(HB)(dppb)] onde HB = 2-hidroxi-4-(octiloxi)benzofenona (HB1), 2-
hidroxi-4-metoxibenzofenona (HB2), 2,2'-dihidroxi-4,4'-dimetoxibenzofenona
(HB3), 2,2'-dihidroxi-4-metoxibenzofenona (HB4), 2,4-dihidroxibenzofenona
(HB5) e  2,44'-trihidroxibenzofenona (HB6) e dppb = 1/4-
bis(difenilfosfinabutano);

Sintetizar complexos de Ru(ll) com hidroxibenzofenonas de formula geral
[Ru(HB)(PPhz3)2(bipy)]PFs onde HB = 2-hidroxi-4-(octiloxi)benzofenona (HB1),
2-hidroxi-4-metoxibenzofenona (HB2), 2,2'-dihidroxi-4,4'-dimetoxibenzofenona
(HB3), 2,2'-dihidroxi-4-metoxibenzofenona (HB4), 2,4-dihidroxibenzofenona
(HB5) e 2,4,4'-trihidroxibenzofenona (HB®6), dppb = 1,4-
bis(difenilfosfinabutano), PPh; = trifenilfosfina e PFs = hexafluorofosfato;
Sintetizar complexos de Ru(ll) e (Ill) com 1-hidroxi-9,10-antraquinona de
formulas gerais [Ru(HQ)(PPhaz)2(bipy)]PFs e [RuCl2(HQ)(dppb)],
respectivamente, onde HQ = 1-hidroxi-9,10-antraquinona, PPh3 = trifenilfosfina,
bipy = 2,2-bipiridina, PFs = hexafluorofosfato e dppb = 1,4-
bis(difenilfosfinabutano);

Caracterizar os complexos obtidos utilizando como técnicas: espectroscopias
de absorcao nas regides do infravermelho e ultravioleta/visivel, espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear de ‘H, 3'P{*H}, $3C{*H}, condutividade molar,
difracdo de raios X por monocristal e policristais, voltametria ciclica, andlises
térmicas (TGA e DTA) e andlise elementar;

Utilizar os recursos de Modelagem Molecular para avaliar a estabilidade das
estruturas e possiveis isdbmeros de coordenacao;

Empregar a Modelagem Molecular para auxiliar nas atribuicdes das transicées
eletrbnicas atuantes nos complexos, a partir dos espectros de UV-vis

experimentais;



86

Estudar a estabilidade dos complexos em solucéo no intervalo de 0 a 48 horas;
Avaliar a atividade antiproliferativa e citotoxica in vitro dos complexos nas
linhagens tumorais humana: HepG2 (carcinoma hepatocelular), A549
(adenocarcinoma de pulméo), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), SK-MEL-
147, CHL-1 e WM1366, (derivadas de melanoma) e na linhagem n&o tumoral
de fibroblasto (CCD-1059Sk);

Avaliar a atividade antiproliferativa e citotoxica in vitro dos complexos na forma
promastigota dos parasitos Leishmania amazonensis e nos macréfagos J774;
Selecionar o(s) complexo(s) mais promissor(es) para cada atividade testada
(cancer e leishmaniose) com a finalidade de investigar possiveis interacdes

com alvos terapéuticos.
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4 METODOLOGIA

Os solventes, reagentes e procedimentos das sinteses realizadas encontram-

se sistematizados a seqguir:

4.1 OBTENCAO DA ATMOSFERA INERTE DE ARGONIO

Todos os complexos foram sintetizados sob atmosfera inerte, por meio de um
sistema de secagem de géas argbnio (Figura 41) instalado no laboratério E-109 da
Unidade Educacional Santa Clara da Unifal-MG. A atmosfera inerte foi obtida pela
passagem de fluxo de argdnio por uma coluna de purificacdo composta de camadas
alternadas de anéis de vidro (0,5 cm de diametro x 0,5 cm de altura) e catalisador do
tipo BTS - R - 3 - 11 (Fluka Chemika), mantida a 60°C para o catalisador permanecer
ativo, seguindo entdo para colunas contendo silica gel e cloreto de -calcio,
respectivamente. Este sistema foi reativado periodicamente com a passagem de
hidrogénio a 120°C para a remocao de agua.

Figura 41 - Sistema de secagem de gas argonio.

Fonte: Da autora.

4.2 SOLVENTES

Os solventes utilizados nas sinteses procedentes das empresas Sigma-Aldrich
ou Synth foram empregados como recebidos, sem tratamento prévio, sendo estes:

diclorometano, etanol, éter etilico, metanol, tolueno e hexano. Para a espectroscopia
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de ressonéancia magnética nuclear utilizou-se os solventes deuterados (CDCl3, D2O e
(CD3)2S0) provenientes da Sigma-Aldrich.

4.3 REAGENTES

Reagentes de pureza analitica foram empregados como fornecidos, sem
tratamento prévio, sendo eles: cloreto de ruténio(lll) hidratado (RuClz-xH>O Sigma-
Aldrich), hexafluorofosfato de amoénio (NH4PFs — Sigma-Aldrich), hidréxido de sédio
(NaOH — Vetec) e perclorato de tetrabutilamdnio (PTBA — Acros).

4.4 GAS CLORO

O gas cloro (Cl) foi gerado por meio da reacdo de oxidagcéao dos ions cloretos
provenientes do acido cloridrico (HCI) concentrado pelos ions permanganato de
potassio (KMnO4), ambos reagentes oriundos da Synth. Uma representacdo do

sistema de geracéo de Cl, esta ilustrada na Figura 43.

KMnOgys) + 4 HClagg —» MnOgs) + KClag) + 2 H2O() + % Clyg

Figura 42 - Sistema de geracdo de gés cloro.

KMnO4

Fonte: Da autora.

4.5 LIGANTES
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Os ligantes fosfinicos (trifenilfosfina e  1,4-bis(difenilfosfina)butano),
polipiridinicos (2,2’-bipiridina e 1,10’-fenantrolina), bem como as hidroxibenzofenonas
e a 1-hidroxi-9,10-antraquinona (Figura 42) foram obtidos comercialmente, todos de

pureza analitica e procedentes da Sigma-Aldrich.

Figura 43 - a) Ligantes fosfinicos, b) Ligantes polipiridinicos e c) Hidroxibenzofenonas e

Hidroxiantraquinona.
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G oG L

2,4-dihidroxibenzofenona (HB5) 2,4,4’-trihidroxibenzofenona (HB6) 1-hidroxi-9,10-antraquinona (HQ)

Fonte: Da autora.

4.6 SINTESE DOS COMPLEXOS PRECURSORES E NOVOS DERIVADOS

4.6.1 Dicloro-tris(trifenilfosfina)ruténio(ll), [RuClx(PPhs)s]

O complexo precursor [RuClz(PPhs3)3] foi obtido por meio da reducéo do cloreto
de ruténio(lll) hidratado (RuCls-xH2>0O) com PPhs. Partindo-se do procedimento
descrito na literatura (STEPHENSON; WILKINSON, 1966), algumas modificacdes
foram realizadas, de modo que 1,0000 g de RuCls.xH20 (4,8209 mmol) foi dissolvido
em 200,0 mL de metanol (previamente desaerado) sob refluxo e atmosfera inerte por
aproximadamente 15 minutos. Posteriormente, 6,3224 g de PPhs (24,1045 mmol)
foram adicionados e a solucéo foi mantida sob refluxo e atmosfera inerte por trés
horas. Durante esse periodo um precipitado de cor marrom escura foi formado, filtrado
utilizando-se um funil de placa porosa, lavado com metanol e hexano desaerados (a
fim de retirar o excesso de fosfina livre e oxidada) e seco sob vacuo. Rendimento:
82,86% (3,8301 g).

4.6.2 p-[1,4-bis(difenilfosfina)butano]-bis-dicloro-[1,4-
bis(difenilfosfina)butano]diruténio(ll), [Ru2Cls(dppb)3]

O complexo binuclear de ruténio(ll) foi sintetizado de acordo com o
procedimento da literatura (BRESSAN; RIGO, 1975), em que 50,0 mL de hexano
foram desaerados e em seguida adicionou-se [RuClz(PPhs)3] (0,5000 g; 0,5215 mmol)
e dppb (0,6672 g; 1,5645 mmol) deixando a mistura sob refluxo por 6 horas. O
precipitado verde formado foi filtrado e lavado com metanol desaerado e em seguida
com hexano para a retirada do excesso de PPhz livre e oxidada, posteriormente foi
seco sob vacuo. Rendimento: 87,83% (0,74359).
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4.6.3 Tricloro[1,4-bis(difenilfosfina)butano](aqua)ruténio (m, mer-
[RuCls(dppb)(H20)]

Seguindo o procedimento descrito na literatura (BATISTA; QUEIROZ, 2006), o
complexo mer-[RuClsz(dppb)(H20)] foi sintetizado dissolvendo-se o precursor binuclear
[Ru2Cla(dppb)s] (0,2000 g; 0,1232 mmol) em 10,0 mL de metanol desaerado e
borbulhou-se gas cloro até a obtencéo de um precipitado vermelho intenso, o qual foi
filtrado e lavado com éter etilico desaerado. Rendimento: 88,58% (0,0712 g).

4.6.4 cis,trans-dicloro-2,2’-bipiridina-bistrifenilfosfinaruténio(ll), cis,trans-
[RuClz(PPhs),(bipy)]

O precursor cis,trans-[RuClx(PPhz)2(bipy)] foi sintetizado desaerando-se 20,0
mL de diclorometano em um schlenk; posteriormente (0,5000 g; 0,5215 mmol) do
precursor [RuClx(PPhz)s] e (0,0814 g; 0,5215 mmol) do ligante bipy foram adicionados,
deixando a mistura sob agitacdo e atmosfera de argbnio durante 30 minutos. Em
seguida, o volume da solucéo foi reduzido a aproximadamente 5,0 mL e acrescentou-
se 10,0 mL de éter etilico para a precipitacéo. O sdlido foi filtrado, lavado com hexano
e éter etilico e seco sob vacuo (BATISTA et al., 2001). Rendimento: 79,09% (0,3517

9).

4.6.5 Cis-dicloro[1,4-bis(difenilfosfina)butano]-(1,10-fenantrolina)ruténio(ll), cis-

[RuClz(dppb)(fen)]

Seguindo o procedimento descrito na literatura com algumas modificacfes
(QUEIROZ et al., 1998), (0,0666 g; 0,3696 mmol) de 1,10-fenantrolina e (0,2000 g;
0,1232 mmol) de [Ru2Cls(dppb)s] (2) foram adicionados em 30 mL de tolueno
previamente desaerados contido em um schlenk. A mistura foi refluxada por 48 horas
sob atmosfera de argbnio até a formacdo de um precipitado vermelho, o qual foi

filtrado sob vacuo, lavado com hexano e seco a vacuo. Rendimento: 86,31% (0,0828

9).

4.6.6 Sintese do aqua complexo com hidroxibenzofenonas cis-
[RuCl2(HB)(dppb)] (1-6)
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Os complexos de Ru(lll) com HB foram obtidos partindo-se do precursor mer-
[RuCls(dppb)(H20)], por meio da substituicdo dos ligantes dgua e um atomo de cloro

pelos grupos carbonila e fenolato das HB, conforme representado no Esquema 1.

Esquema 1 — Rota sintética para obtengdo dos complexos (1-6).

| | i | | |

0 oH 0 oH OH QH O oH O OH 0 oH

DCH 2(CH;)aCHy “OCH HgCOOCH DCH “OH HC)()H

HaG(HaCleHaCO HaCQ HaCO H3CO HO

@Q oy S, 7 'i. o 3, @@ Ho @@ ‘i.

/ \ P( P( ‘ \ p(nu cl ' “
épf L “ @ (L @ C}/é | cl ‘ [: ?/é
(6] 2 3 ) O] (6)

Fonte: Da autora.

As reacbes do agua complexo com HB foram realizadas utilizando-se uma
proporcao estequiométrica 1:1 (ligante:precursor) em atmosfera de argbnio sob
temperatura ambiente. De acordo com as HB utilizadas, pequenas alteracdes na rota
sintética foram adotadas.

Para os ligantes HB1 e HB2 que possuem apenas uma hidroxila na posicao 2
do anel aromético as sinteses foram iniciadas com 10,0 mL de metanol desaerado em
um schlenk, em seguida adicionou-se o ligante HB1 (0,0250 g; 0,0767 mmol) ou HB2
(0,0175 g; 0,0767 mmol) e desprotonou-se com quantidades equimolares de uma
solucdo aquosa 0,1 M de NaOH (767,0 pL para HB1 e 766,0 pL para HB2).
Posteriormente, (0,0500 g; 0,0767 mmol) do precursor mer-[RuCls(dppb)(H20)]
dissolvido em 10,0 mL de diclorometano foram adicionados a solucdo que
rapidamente mudou para a cor verde. O sistema foi mantido em agitacdo e monitorado
por cromatografia em camada delgada (CCD) realizada em silica gel 60 F254 (Merck).
Apbs 24 horas de reacédo a analise por CCD indicou auséncia de ligante livre (Figura

44). Finalmente, a solucgao foi transferida para um balédo, rota evaporada totalmente e
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o sélido foi obtido apds a raspagem. Em seguida, o produto de coloracéo verde foi
lavado com agua destilada para retirada de NaCl formado na reacdo, filtrado e seco

sob vacuo.

Figura 44 - CCD do complexo (2) apds 24 h; (3:7)

acetato de etila: hexano.

HB=HB2
C = Complexo (2)

P = Precursor mer-[RuCls(dppb)(H20)]

Fonte: Da autora.

As demais HB (HB3, HB4, HB5 e HB6) por possuirem mais de um grupo
hidroxila foram desprotonadas atentando-se para os pKa1 de cada molécula (Tabela
3) elucidados por eletroforese no trabalho de Shiung e colaboradores (2018). Torna-
se importante mencionar que a presenca de ligac6es de hidrogénio intramoleculares
e a deslocalizagao eletrbnica 1 diminui o grau de dissociacdo acida, no entanto a
introdugdo de um grupo hidroxila nas posi¢cdes 4 ou 2’ do anel aromatico, diminui
consideravelmente os valores de pKa: (SHIUNG et al., 2018) como € possivel observar
na Tabela 3. Embora o valor do pKa: de HB6 néo tenha sido estudado no trabalho
citado anteriormente, estima-se que este possua um valor inferior ao pKa1 de HBS5,
uma vez que ocorre a presenca de um segundo grupo hidroxila na posi¢ao 4’ do anel
aromatico. Diante do exposto, padronizou-se para as quatro moléculas restantes pH
de desprotonacao igual a 9, valor intermediario entre pKai e pKa2 que garantiria a

desprotonacédo de apenas um grupo hidroxila.

Tabela 3 - Valores de pKa das hidroxibenzofenonas.

Hidroxibenzofenonas pKa pKar pKaz
HB2 9,35+0,03
HB3 8,17 £ 0,04 11,60 + 0,08
HB4 7,73 +£0,05 11,43 £ 0,09
HB5 6,98 + 0,06 11,80 £ 0,11

Fonte: Adaptado de SHIUNG et al. (2018).
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Analogamente, ap0s a desprotonac¢do dos ligantes (0,0500 g; 0,0767 mmol) do
precursor mer-[RuClz(dppb)(H20)] dissolvido em 10,0 mL de diclorometano foram
adicionados a solucéo e o sistema foi mantido sob agitacdo constante e monitorado
com o auxilio de CCD. ApGs 24 horas a solucdo de coloracdo vermelha foi rota
evaporada para a retirada do diclorometano e observou-se a formacdo de um
precipitado de coloracao verde, o qual foi mantido em agitacao por mais 96 horas com
a finalidade de garantir auséncia de ligante livre. No quinto dia a andlise por CCD
indicou auséncia de HB em solugéo, assim os precipitados foram filtrados, lavados
com agua destilada e secos sob vacuo. Rendimentos: (1): 79,04% (0,0560 g); (2):
77,53% (0,0491 g); (3): 22,84% (0,0159 g), (4): 23,86% (0,0154 g), (5): 54,03%
(0,0344 g) e (6): 44,15% (0,0286 g).

4.6.7Sintese do aqua complexo com 1-hidroxi-9,10-antraquinona cis-
[RuCl>(HQ)(dppb)] (7).

O complexo de Ru(lll) com HQ foi obtido de forma similar aos complexos com
HB, partindo-se do precursor mer-[RuCls(dppb)(H20)], por meio da substituicdo da

molécula de agua e um atomo de cloro, conforme representado no Esquema 2.

Esquema 2 — Rota sintética para obtencdo do complexo (7).

C
P
“, , \\\\OH2 CH,Cl, / CHZOH P \o
Ru, O‘ T // &
P¥ " | ¢ T+ NaOH
? Cl PV | \CI
Fonte: Da autora.

Assim como nas sinteses anteriores, utilizou-se uma propor¢ao estequiométrica
1:1 (ligante: precursor), sendo que (0,0172 g; 0,0767 mmol) de HQ foram solubilizados
em 10,0 mL de metanol desaerado, em seguida desprotonou-se o ligante com
guantidade equimolar (767,0 yL) de uma solugdo aquosa de NaOH (0,1 M) e
adicionou-se (0,0500 g; 0,0767 mmol) de mer-[RuCls(dppb)(H20)] dissolvido em 10,0

mL de diclorometano, mantendo-se o sistema sob agitagdo constante, atmosfera
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inerte e acompanhando-se a reacdo por CCD. Apés 24 horas a solucao de cor verde
foi rota evaporada para retirada do diclorometano e observou-se a formacéo de um
precipitado verde, o qual foi mantido em agitagédo por mais 96 horas com a finalidade
de garantir auséncia de ligante livre e aumentar o rendimento da reacao. No quinto
dia o precipitado foi filtrado, lavado com 4gua destilada para a retirada de NaCl e seco
sob vacuo. Rendimento: (7): 78,08% (0,0492 g).

4.6.8 Sintese do complexo trans-[Ru(HQ)(PPhs).(bipy)]PFs (8)

Para obtencéo do complexo de Ru(ll) com HQ partiu-se do precursor cis, trans-
[RuCl>(PPh3)2(bipy)], por meio da substituicdo dos atomos de cloro conforme

representado no Esquema 3.

Esquema 3 — Rota sintética para obtengdo do complexo (8).

oo a%o

O )
/N///I \\\Cl O‘O CH2C|2/CH3CHZOH /N////: \\\\\\O O
Ru: o|PF
| \N( "~ SN | ~o . 6

Et;N / NH,PFg |
(6] F P

oo L)
@@@ @%@

Fonte: Da autora.

A reacd0 seguiu uma proporcdo  estequiométrica de @ 1:1:2
(ligante/precursor/contra-ion) onde inicialmente, 15,0 mL de etanol foram desaerados
em um schlenk. Em seguida, acrescentou-se (0,0131 g; 0,0586 mmol) de HQ e o
ligante foi desprotonado com 50,0 pL de trietilamina. Posteriormente, adicionou-se
(0,0500 g; 0,0586 mmol) de cis,trans-[RuClz(PPhs)2(bipy)] dissolvido em 15,0 mL de
diclorometano e por udltimo (0,0191 g; 0,1172 mmol) de NH4PFs mantendo-se a
solucdo em refluxo, sob atmosfera inerte e acompanhando-se a sintese através do
espectro de RMN de 3!P{*H}. O precipitado roxo formado foi filtrado, lavado com agua
e posteriormente hexano, em seguida seco sob vacuo. Rendimento: (8): 69,26%
(0,0467 g).
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4.7 CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

4.7.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho (IV)

Os espectros de absorcao na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotometro por transformada de Fourier (FTIR) da Shimadzu - Prestige 21,
disponivel no Laboratério Interdisciplinar de Quimica (LablQ), localizado na Unifal-
MG. As amostras foram preparadas macerando-se 0s complexos com brometo de
potassio e produzindo pastilhas com o auxilio de uma prensa hidraulica. As analises
foram realizadas na regido espectral entre 4000 e 400 cm, adquirindo-se 32 scans e

utilizando-se uma resolucédo de 4 cm™.

4.7.2 Espectroscopia de absorcao naregido do ultravioleta-visivel (UV-vis)

Os espectros de absor¢éo na regiao do UV-vis foram registrados utilizando um
espectrofotbmetro da Thermo Scientific™, modelo Evolution 60S disponivel no
Laboratério Interdisciplinar de Quimica (LablQ), localizado na Unifal-MG. Os
compostos foram dissolvidos em diclorometano, obtendo-se solucdes de
concentracdo da ordem de 1,0 x 10 mol-L?, sendo posteriormente diluidas para
concentracfes desejadas. As medidas foram realizadas utilizando-se cubetas de

guartzo com caminho 6ptico de 1 cm na regido compreendida entre 190 a 900 nm.

4.7.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 3P{!H}, 'H e 3C{'H} foram obtidos em um
espectrometro BRUKER modelo AC-300 da Unifal-MG, operando a 300 MHz para
RMN 1H, 75 MHz para RMN 13C{*H} e 130 MHz para RMN de 3!P{!H}. Os espectros
de RMN de 'H e 3 C{*H} foram obtidos solubilizando-se as amostras em CDCls-d. Para
os espectros de 3'P{*H} as amostras foram solubilizadas em diclorometano e

adicionou-se um capilar contendo D20 no interior do tubo de RMN.

4.7.4 Condutimetria
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Utilizou-se um condutivimetro MS Tecnopon modelo mCA-100, equipado com
cela de platina e constante igual a 1 da Unifal-MG. Concentra¢gOes da ordem de 1,0 x
103 mol.L* em diclorometano foram preparadas para cada amostra.

4.7.5 Crescimento de Cristais

A fim de se obter monocristais dos complexos sintetizados, utilizou-se para
recristalizacdo a técnica de evaporacao lenta do solvente (Figura 45), devido ser o
método operacional mais simples, o qual fundamenta-se na volatilizacdo da solucao

contendo o sélido em estudo, com saturacédo lenta da mesma (CUNHA, 2008).

Figura 45 - Representacdo esquematica da técnica de evaporacao

lenta do solvente.

by —

Fonte: ROSA, I. M. L. (2012, p. 67).

Uma mistura de solventes contendo diclorometano, metanol e acetona em
proporcdes (2:6:2 v/viv) respectivamente, foi empregada e as amostras armazenadas
a temperatura de aproximadamente 19 °C resultando em monocristais de forma e
tamanho adequados para medida dos complexos (2), (3), (4) e (5).

Por sua vez, o monocristal de (7) foi obtido por meio da evaporacédo lenta da

solucdo mae (dicloro e metanol).

4.7.6 Difracdo de raios X por monocristal (DRXM)

As medidas de DRXM foram realizadas em um difratdmetro Bruker-AXS,
modelo Kappa APEX Il Duo com fonte variavel MoKo (A= 0,71073 A) para os
complexos (2) e (3) e CuKa (A= 1,5418 A) para (5), instalado no Departamento de

Quimica da Universidade Federal de Goias. Os complexos (4) e (7) foram medidos
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em um difratdmetro Rigaku XtaLAB mini Il fonte de MoKa (A= 0,71073 A) localizado
no Instituto de Fisica de S&o Carlos - USP.

Todas estruturas foram resolvidas e refinadas utilizando-se o software
SHELXL-2018/3 (SHELDRICK, 2015) presente no WinGX (FARRUGIA, 2012) ou
OLEX2 (DOLOMANOV et al., 2009). Para as andlises cristalograficas e
representacfes gréficas dos dados cristalinos utilizou-se o software Mercury (versao
4.3.1) (MACRAE et al., 2008).

4.7.7 Difragcdo de raios X por policristais (DRXP)

As medidas de DRXP foram realizadas no difratbmetro automatico de p6 da
marca Rigaku modelo ULTIMA 1V do Laboratorio de Cristalografia na UNIFAL-MG.
Durante os experimentos foi empregado a radiagao CuKa (tubo selado) usando ética
instrumental de feixe paralelo. A varredura foi realizada no modo step scan, entre 3 a
50° 20, gravando-se a contagem a cada 0,05° 26 com um tempo de contagem de 5

segundos. Foi usado uma voltagem de 40 kV e corrente de 30 mA.

4.7.8 Andalises Térmicas

As técnicas de Termogravimetria (TG) e Analise térmica diferencial (DTA) foram
realizadas empregando-se a Termobalanca modelo TG/DTA7300, Sl Nano
Technology - Japéo, disponivel no Laboratério de Andlise e Caracterizacdo de
Farmacos (LACFar-Unifal-MG) para os ligantes (HB e HQ) e o complexo (8), e o
equipamento TA Instruments, modelo Q600 disponivel no Laboratério Interdisciplinar
de Quimica da UNIFAL-MG para os complexos (1-7). Cada amostra com massa de
aproximadamente 10 mg foi analisada em um cadinho de alumina e submetida a um
aquecimento controlado até 1100 °C, com razdo de aquecimento de 20°C-min-t, sob

atmosfera de ar sintético e fluxo continuo de 100 mL-min-t.
4.7.9 Medidas Eletroquimicas
As medidas eletroquimicas foram obtidas em um potenciostato Autolab®

PGSTAT 128N (Eco Chemie) da Unifal-MG e os dados foram processados utilizando-

se o0 software GPES (General Purpose Electrochemical System). O sistema foi



99

composto por uma célula eletroquimica de vidro, com capacidade para 10 mL e trés
eletrodos: um de referéncia Ag/AgCl e os eletrodos de trabalho e auxiliar, ambos de
platina. SolucGes eletroliticas 0,1 mol-L* de perclorato de tetrabutilamdnio (PTBA) em
diclorometano foram preparadas de modo a se obter concentracdes dos complexos a
serem analisados da ordem de 1,0 x 102 mol-L'* Durante todas as medidas utilizou-

se atmosfera inerte.

4.7.10 Anélise Elementar

As medidas foram realizadas para determinacdo dos teores de carbono,
hidrogénio e nitrogénio, utilizando-se um analisador CHN modelo EA 1108 da FISONS
no laboratério de microanalise do Departamento de Quimica da UFSCar.

4.8 MODELAGEM MOLECULAR

Os calculos de Quimica Quantica Computacional foram realizados em
colaboracdo com o professor Dr. Rommel Bezerra Viana do Instituto de Quimica da
Unifal-MG empregando-se a Teoria do Funcional da Densidade (DFT). Utilizou-se o
software Gaussian 09 (FRISCH et al., 2016) e adotou-se o funcional Perdew—Burke—
Ernzerhof-Adamo (PBEO, conhecido também como PBE1PBE) (ADAMO; BARONE,
1999; PERDEW; BURKE; ERNZERHOF, 1996), sendo que o conjunto de bases
LANL2TZ (ROY; HAY; MARTIN, 2008) foi empregado para o atomo de ruténio e o
conjunto 6-31+G(d,p) para os demais elementos (DUNNING, 1989; KRISHNAN et al.,
1980).

As simulacdes empregando a Teoria do Funcional da Densidade Tempo-
Dependente (TD-DFT) (FURCHE; AHLRICHS, 2002; SCALMANI et al., 2006; VAN
CAILLIE; AMOS, 2000) foram calculadas com o modelo de continuidade IEF-PCM
(SCALMANI; FRISCH, 2010) para tratar o efeito de solvatacdo nas andlises de UV-
vis, enquanto o modelo SMD (MARENICH; CRAMER; TRUHLAR, 2009) foi aplicado
a fim de avaliar a estabilidade relativa envolvida nas mudancas de configuracédo das
estruturas.

Adotou-se os métodos de Mayer (MAYER, 1983) e Wiberg (WIBERG, 1968)
para estimar os indices das ordens de ligacdo e empregou-se o software NBO 6.0
(GLENDENING et al., 2013) para a andlise do orbital natural de ligagcdo (NBO). As
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figuras e os orbitais moleculares foram criados utilizando-se o software Avogadro
(HANWELL et al., 2012). O potencial eletrostatico molecular (MEP) e a distribuicéo
atbmica com carga populacional de Miulliken foram calculados com o programa
computacional GaussView (DENNINGTON; KEITH; MILLAM, 2009) e a analise da
superposicao das estruturas foram geradas por meio do software VMD (HUMPHREY;
DALKE; SCHULTEN, 1996).

4.9 ESTUDO DE ESTABILIDADE

O comportamento em solucéo dos complexos de Ru(lll) foi estudado utilizando-
se um espectrofotbmetro UV-vis (Shimadzu UV1800) disponivel no Laboratério de
Andlise e Caracterizacdo de Farmacos (LACFar - Unifal-MG). Para o complexo de
Ru(ll), o estudo foi realizado adquirindo-se espectros de RMN de 3'P{*H} empregando-
se 0 espectrometro de ressonancia magnética nuclear da BRUKER modelo AC-300
da Unifal-MG.

Os complexos (1-7) foram solubilizados individualmente em DMSO e DMF (5.0
x 10 mol-L1) e avaliados nos intervalos de 0, 24 e 48 horas, por meio da técnica de
espectroscopia de absorcédo na regido do UV-vis. Para o complexo (8) os espectros
de RMN de de 3P{H} foram adquiridos pesando-se 0,0100 g do composto e
solubilizando-o em 600,0 uL de DMSO ou DMF, posteriormente a solucdo foi
adicionada em um tubo de RMN juntamente com um capilar contendo DO. Importante
ressaltar que no intervalo das medidas, todas as solucbes foram mantidas a
temperatura ambiente, em um local seco e protegido da luz.

Em uma segunda etapa, cada amostra foi solubilizada em DMSO (sem exceder
0,5% v/v) e em seguida adicionou-se 0 meio bioldgico de cultivo das células (DMEM),

seguindo para as analises espectroscopicas de forma analoga a citada anteriormente.

410 ESTUDO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

A avaliacdo da atividade antiproliferativa e citotoxica dos complexos
sintetizados foi realizada no Laboratério de Biologia Animal Integrativa (LABAInt),
Instituto de Ciéncias Biomédicas da UNIFAL-MG, sob a supervisdo da Profa. Dra.

Marisa lonta e colaboracdo do Ms. Guilherme Alvaro Ferreira da Silva.
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4.10.1 Linhagens celulares e condi¢cdes de cultivo

Os ensaios foram realizados nas linhagens de células tumorais humanas:
HepG2 (carcinoma hepatocelular), A549 (adenocarcinoma de pulmao), MCF-7
(adenocarcinoma de mama), SK-MEL-147, CHL-1 e WM1366 (derivadas de
melanoma). Para avaliacdo do perfil de citotoxicidade frente células normais foi
utilizada a linhagem CCD-1059Sk. As referidas linhagens foram obtidas por meio do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram cultivadas em meio
DMEM suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino, mantidas em estufa a 37 °C

com atmosfera controlada (95 % de ar e 5 % de CO.).

4.10.2 Viabilidade celular

4.10.2.1 Ensaio colorimétrico baseado na conversao do sal tetrazoélio em formazano
(MTS)

O ensaio colorimétrico MTS foi utilizado como parametro inicial para avaliar o
efeito dos complexos, bem como, de seus precursores e ligantes sobre a viabilidade
celular das linhagens citadas HepG2, A549, MCF-7 e SK-MEL-147. Posteriormente,
os efeitos do complexo (8) frente a viabilidade celular das linhagens SK-MEL-147,
CHL-1 e WM-1366 também foram avaliados por MTS, o qual corresponde a um dos
testes mais amplamente empregados para avaliacdo da atividade citotoxica de
derivados sintéticos e/ou produtos naturais (MCCAULEY; ZIVANOVIC; SKROPETA,
2013).

Para este ensaio, as células foram semeadas em placas de 96 pocos na
densidade de 1,0 x 10 células/pocgo. As substancias foram testadas em diferentes
concentragfes por 48 h. Decorrido o tempo de tratamento foi adicionado 10 yL de
MTS por poco e a placa foi incubada por 4 h a 37 °C. A leitura da absorbancia foi
realizada em um espectrofotdbmetro (490 nm) e a viabilidade celular foi definida
comparando-se os valores de absorbancia entre amostras tratadas com os valores de
absorbancia obtidos nas amostras controles (5).

Os experimentos foram realizados em triplicata, repetido duas vezes e os dados
estdo apresentados como média + desvio padrdao (DP), mediante ao calculo da

concentracgao inibitéria média (Clso).
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(Abs amostra x100)
Abs controle

% Viabilidade celular =

(5)

ApGs as analises das curvas de viabilidade (% de células viaveis em relacéo
ao controle ndo tratado), os valores de Clso foram determinados usando o programa
GraphPadPrism® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). O Indice de
Seletividade (IS) foi determinado por meio da razao entre o valor de Clso determinado

para a célula normal e tumoral.

4.10.2.2 Ensaio de exclusdo com azul de tripano

Para o ensaio de exclusdo com azul de tripano as células foram semeadas
em placas de 12 pocos com densidade de 1 x 10° células/placa. Ap6s adeséo, as
culturas de CHL-1 foram tratadas com o complexo (8) nas concentracdes de 7,5 e
15,0 uM por 24 e 48 h. Decorrido o tempo de tratamento, as células foram coletadas
com tripsina/EDTA e a solucéo de azul de Trypan (0,4 %) foi adicionada a suspensao
celular (1:1). As células foram quantificadas em hemocitdmetro. Os resultados foram
expressos em porcentagem de células viaveis (ndo coradas) e ndo viaveis (coradas
em azul) a partir de trés experimentos independentes apresentados como média +
DP.

4.10.3 Aspectos Morfologicos

As imagens ilustrativas que evidenciam os aspectos morfolégicos das culturas
apos o tratamento com (8) foram obtidas no momento anterior a fixacdo de células
para a realizac&o do ensaio de ciclo celular. Assim sendo, as células foram semeadas
em placas de 35 mm com densidade de 1 x 10° células/placa. Apds aderéncia as
células foram tratadas. Decorrido o tempo de tratamento as imagens das culturas
foram obtidas através de um sistema de captura de imagens acoplado ao microscépio

invertido de contraste de fase.

4.10.4 Analise da progressédo do ciclo celular por quantificacdo de DNA em

citometria de fluxo
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O ensaio de ciclo celular foi realizado de acordo com (FERREIRA-SILVA et al.,
2017). Esta abordagem experimental foi utilizada para avaliar o potencial
antiproliferativo do complexo (8) frente a linhagem CHL-1. As células foram semeadas
em placas de 35 mm com indculo de 2 x 10° células/poco. Apds aderéncia as células
foram tratadas com a substancia nas concentracdes de 7,5 e 15,0 uM por 24 h. Apés
o término do tratamento, as células foram coletadas por digestdo enzimatica com
solucéo de tripsina-EDTA e transferidas para tubos Falcon. Apds centrifugagéo (5 min
a 1000 rpm) o precipitado de células foi homogeneizado em tampéao salina fosfato e
as células fixadas em etanol gelado (75 %) por 30 min. As células foram tratadas com
solucdo contendo: PBSA, RNAse (1,5 mg/mL) e lodeto de Propidio (90 ug/mL) por 30

min e analisadas em citdbmetro de fluxo utilizando o software GuavaSoft 2.7.

4.10.5 Ensaio de Anexina V/7-AAD

O ensaio de anexina V foi utilizado para avaliar o potencial citotéxico do
tratamento com o complexo (8) frente a linhagem CHL-1. Assim sendo, foi utilizado o
Kit Guava Nexin Reagent (Merck/Millipore) de acordo com instru¢cdes do fabricante.
As amostras foram tratadas com a substancia nas concentracbes de 7,5 e 15,0 uM
por 24 h. ApGs o tratamento, as células foram coletadas por digestdo enzimatica
(Trypsin-EDTA solution/Sigma Aldrich®, Brasil), centrifugadas a 1000 rpm por 5 min,
lavadas em PBSA gelado e homogeneizadas em solu¢cdo contendo Anexina V
conjugada a PE (ficoeritrina) e 7-AAD (7-amino-actinomicina D). As amostras foram
incubadas por 20 min, protegidas da luz em temperatura ambiente (25 £ 3 °C) e a
analise foi feita por citometria de fluxo (Guava Mini Easy Cyte, 8HT) por meio do

software GuavaSoft 2.7.

4.10.6 Estudo dainteracdo com o DNA por titulacdo espectrofotométrica

O(s) complexo(s) que apresentaram atividade citotoxica mais promissora nos
ensaios in vitro tiveram suas interacfes com o ct-DNA estudadas utilizando-se um
espectrofotdmetro UV-vis (Shimadzu UV1800) disponivel no Laboratério de Analise e
Caracterizacdo de Farmacos (LACFar - Unifal-MG).

Uma solugcéo de DNA foi preparada adicionando-se 0,0200 g de ct-DNA em
10,0 mL de tampé&o Tris-HCI (4,50 mM de Tris HCI; 0,50 mM de Tris base e 50,0 mM
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de NaCl) com pH de 7,40. Posteriormente, foram adicionados em uma cubeta de
guartzo 2000,0 pL de tampé&o, 80,0 pL da solugéo de ct-DNA e determinou-se a
concentragdo desta por espectroscopia de UV-vis. Sabendo que o ct-DNA absorve
em 260 nm e possui uma absortividade molar de 6600 L- mol*.-cm™ aplicou-se os
valores conhecidos na lei de Lambert-Beer (6) para determinar a concentracéo do ct-
DNA.

Axso = €260 b - C (6)

Na equacdo acima, A (u.a.) refere-se a absorbancia em 260 nm do cromoforo,
neste caso o DNA, € (L- mol-cm™) é a absortividade molar, b (cm) é o caminho 6ptico
e ¢ (mol-L?) é a concentracdo molar da solucéo.

Utilizou-se duas cubetas para as titulacdes feitas, de modo que na cubeta 1
uma solucéo padrao foi preparada com 1800,0 puL de tampéo e 200,0 uL de DMSO
atuando, portanto, como referéncia, enquanto na cubeta 2 empregou-se 1800,0 uL de
tampéo, 100,0 uL de DMSO e 100,0 pL da solucédo do complexo em DMSO (em uma
concentracdo que nao ultrapassasse a lei de Lambert Beer). Em seguida sucessivas
titulacdes foram realizadas adicionando-se 20,0 uL de ct-DNA em ambas cubetas; as
solucdes foram entdo homogeneizadas e a leitura foi adquirida. Esse procedimento
foi repetido até ndo se observar grandes alteracdes na absortividade molar da solucao
do complexo apos adicao continua de ct-DNA.

Por fim, a constante de ligagéo intrinseca de ligacdo dos complexos com o0 DNA
(Ky) foi calculada utilizando-se a analise de regressao, considerando as alteragdes na

intensidade de absorcédo de acordo com 0 aumento da concentracao de ct-DNA.

4.10.7 Estudo dainteracdo com a albumina de soro humano (HSA)

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios antiproliferativo e citotoxico
in vitro de células tumorais, 0s complexos que apresentaram maior atividade tiveram
sua capacidade de interagir com a HSA estudada. As andlises foram realizadas em
triplicata em um fluorimetro Cary Eclipse (Varian) utilizando-se uma cubeta de quartzo
com caminho optico de 10 mm, presente no Laboratério de Bioquimica da Unifal-MG.

As interagdes dos complexos com a HSA foram avaliadas por meio da medida

de supressao de fluorescéncia dos residuos de triptofano presentes na proteina.
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Preparou-se uma solugéo 5,0 yM de HSA em tampao Tris-HCI (4,50 mM de Tris HCI,
0,50 mM de Tris base e 50,00 mM de NaCl) com pH 7,40 e adicionou-se solu¢des dos
complexos preparadas em diferentes concentragdes (0-50,00 pM). O comprimento de
onda de excitacdo da HSA foi fixado em 280 nm e as medidas foram realizadas em
trés temperaturas de incubacao (298, 304 e 310 K), adquirindo-se os espectros de
emissao na faixa de 290-450 nm. Uma solucéo padréo foi preparada com 900,0 uL de
albumina e 100,0 uL de DMSO e sua fluorescéncia foi medida, atuando como

referéncia.

4.11 ESTUDO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA

A avaliacdo da atividade antiparasitaria e citotoxica dos complexos foi realizada
no Laboratério de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia (LETI), Instituto Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ -BA) sob a supervisdao da Dra. Elisalva Teixeira Guimardes e

colaboracéo da aluna Jéssica Silva Teixeira.

4.11.1 Parasitos

Promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa Leila MHOM/ BR88/ BA-125
Leila) foram cultivadas em meio de infusdo de figado e triptose (LIT) ou meio
Schneider (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementado com soro fetal bovino
a 10% (Gibco Invitogen Co., Tastrup, Dinamarca), 50 ug-mL* de gentamicina (Life,
Carlsbad, CA, EUA), em pH 7,2 a 26 °C. Os parasitos foram contados diariamente na
camara de Neubauer por cinco dias. Ao atingir a fase estacionaria de crescimento,
novas passagens in vitro dos parasitos foram realizadas. A infectividade dos parasitos

foi mantida através de passagens em camundongos BALBI/c.

4.11.2 Screening: atividade in vitro contra promastigotas de L. amazonensis

Promastigotas de L. amazonensis em fase estacionaria foram semeados em
uma placa de 96 pocos (densidade de 2 x 10° parasitos/mL) em 200,0 yL de meio
Schneider completo. As células foram tratadas com os compostos (ligantes e
complexos) na concentracao de 10 uM e incubadas por 72 h. A anfotericina B foi usada

como controle positivo (10 uM) e a viabilidade de promastigotas foi medida pelo
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metabolismo de Alamar Blue (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). As leituras
colorimétricas foram realizadas a 570 e 600 nm, utilizando-se como branco o meio

com Alamar Blue sem parasitos.

4.11.3 Determinacao do Clsp para promastigotas de L. amazonensis

Promastigotas de L. amazonensis em fase estacionéaria foram incubados (2 x
10° parasitos/mL em 200,0 pL) e tratados com os compostos mais ativos em
concentracdes variaveis de 0,625 a 20 pM (diluigdo 1: 2) por 72 h. A anfotericina B foi
utilizada como controle positivo (0,06 a 2,00 uM). A viabilidade de promastigotas foi
medida pelo metabolismo de Alamar Blue (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e as leituras
colorimétricas foram realizadas a 570 e 600 nm. O branco utilizado neste ensaio foi 0
meio mais Alamar Blue sem parasitos. A concentracao inibitoria para 50% dos
parasitos (Clsp) foi calculada com base na porcentagem de inibigéo do crescimento do
parasito, relacionada a controles negativos, e acessada através dos valores do
logaritmo da concentracdo seguidos pelo ajuste da curva de regressédo nao linear
utilizando o programa GraphPad Prism versao 5.01 (GUEDES et al., 2018).

4.11.4 Ensaio de citotoxicidade

Macréfagos J774 (1 x 10* por pogo em 200 pL) foram cultivados em placas de
96 pocos na presenca dos compostos em concentragdes variaveis (de 0,41 a 100 uM)
durante 72 h a 37 °C em 5% de CO.. As células foram incubadas com 20,0 yL de
Alamar Blue por poco (Invitrogen) por mais 6 h. As leituras de absorbancia foram
realizadas em 570 e 600 nm e usadas para calcular a porcentagem de inibicdo de
crescimento apds o tratamento. O branco utilizado neste ensaio foi 0 meio mais
Alamar Blue sem as células. A concentracdo citotoxica para 50% dos macrofagos
(CCso) foi calculada atraves de regressao néo linear usando o GraphPad Prism verséo
5.01 (GraphPad Prism, San Diego, CA, USA) (MEIRA et al., 2017).

4.11.5 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por testes de comparacdo

unidirecional (ANOVA) e multipla (Newman-Keuls) utilizando o software GraphPad
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Prism versdo 5.01 (San Diego, CA, USA). O nivel critico de significancia foi

estabelecido em p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os complexos sintetizados nesse trabalho e levando em
consideracdo a semelhanca estrutural entre eles optou-se por apresentar 0s
resultados e discussdo em séries, as quais sao identificadas na Figura 46 - a) e b),
sendo a série 1 composta por seis complexos de Ru(lll) com HB (1-6) de formula geral
cis-[RuCl>(HB)(dppb)] e a série 2 formada por dois complexos com HQ, um de Ru(lll)
cis-[RuCl2(HQ)(dppb)] (7) e o outro de Ru(ll) trans-[Ru(HQ)(PPhs)2(bipy)]PFs (8).

Figura 46 - Complexos sintetizados: a) série 1 e b) série 2.
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Fonte: Da autora.

5.1 SERIE 1

5.1.1 Espectroscopia naregido do infravermelho

A fim de observar informacfes importantes sobre a natureza da ligacdo metal-

ligante foram obtidos espectros de FTIR do precursor (Figura 47 e Tabela 4), das HB

livres e dos complexos sintetizados.
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Figura 47 - Espectro de FTIR do complexo precursor mer-[RuClz(dppb)(H20)].
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Tabela 4 - Principais bandas e atribuicdes dos espectros de IV do mer-[RuClz(dppb)(H20)].

Atribuicdes mer-[RuCls(dppb)(H20)] Referéncias
(intensidades) (cm™)
v(O-H) (m) 3331
v(C-H) aromatico (f) 3049
v(C-H) alifatico (f) 2931, 2866 (BARBOSA et
0(0O-H) (F) 1612 al., 2014;
v(C=C) (m-F) 1485-1433 NAKAMOTO,
v(P — C) aromatico 1192 (f), 20009;
1088 (m) e 1009 (1) SILVERSTEIN
6(C-H) aromatico (m) 814 : WEBSTER,;
y(C-H) aromatico (m) 745 KIEMLE,
v(C-H) (F) 690 2006)
v(Ru- P) (F/f) 514/499
v(Ru-0) (f) 488

Fonte: Da autora.

Notas: F =forte, m =média e f = fraca. v = estiramento ou deformacéao axial, & = deformacao

angular no plano e y = deformacéo angular fora do plano.
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O espectro do precursor mer-[RuCls(dppb)(H20)] apresentou bandas
caracteristicas em 3331 cm™ v(O-H) e 1612 cm™ §(O-H) referentes as vibracdes da
molécula de agua coordenada (BARBOSA et al., 2014; DINELLI et al., 1999). Na
regido entre 514-499 cm? duas bandas foram observadas e correspondem aos
estiramentos assimétrico e simétrico da ligacdo Ru-P. Em 488 cm™ uma banda de
fraca intensidade foi atribuida ao estiramento Ru-O (NAKAMOTO, 2009). As demais
bandas e respectivas atribuicdes encontram-se sumarizadas na Tabela 4.

Cetonas aromaticas conjugadas ao grupo fenol como as HB apresentaram
bandas na regido entre 1627-1637 cm™ referentes ao v(C=0) (Figura 48). Observou-
se também bandas de forte intensidade na regido entre 1222-1278 cm!, atribuidas ao
v(C-0O) de fendis (SUTHAN et al., 2011) (Tabela 5).

Figura 48 - Espectros de FTIR das hidroxibenzofenonas.
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Fonte: Da autora.

A banda correspondente ao v(O-H) é sensivel as ligacdes de hidrogénio,
podendo sofrer influéncia de grupos adjacentes. Assim, a hidroxila livre de fendis
absorve fortemente na regiéo entre 3584-3700 cm™, no entanto ligacdes de hidrogénio
intermolecular comecam a aparecer em menores nimeros de onda 3200-3550 cm?,

sendo muitas vezes a ampla absorgéo proveniente de possiveis estruturas poliméricas
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(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006). Os ligantes HB3, HB4, HB5 e HB6
apresentaram estas bandas em 3236 cm™, 3232 cm?, 3186 cm' e 3500 cmY,
respectivamente. Enfatiza-se ainda bandas mais intensas para HB5 e HB6 devido
possuirem um e dois grupos hidroxilas para a carbonila, respectivamente.

Opostamente, HB1 e HB2 nao apresentaram bandas nesta regido do espectro,
possivelmente por possuirem hidroxilas somente na posi¢ao orto ao grupo carbonila,
facilitando a formacéo de fortes ligagGes de hidrogénio intramolecular e gerando um
anel quelato de seis atomos (Figura 49) (MERRILL, 1961). Em alguns casos, a
reducéo da frequéncia de absorcao possibilita a combinacdo das bandas referentes
ao v(O-H) e v(C-H), as quais muitas vezes se misturam na regido de 3030 cm
(CULLINANE; WOOLHOUSE; BAILEY-WOOD, 1961).

Figura 49 - Ligag&o de hidrogénio intramolecular
para HB2.
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Fonte: Da autora.

Nos espectros de IV de todos os complexos (1-6) (Figuras 50-56 e Tabela 5)
observou-se que a banda referente ao v(C=0) deslocou-se para menores nimeros de
onda (1598, 1598, 1614, 1616, 1595 e 1591 cm™) em relacéo ao seus respectivos
ligantes (HB1-HB6) (1628, 1637, 1630, 1633, 1627 e 1634 cm™), sugerindo portanto
o envolvimento do oxigénio carbonilico na coordenacdo com o centro metalico,
conforme relatado em outros trabalhos com diferentes ions de metais de transicao:
Cu(ll), Zn(ll) e Co(ll) (GONCALVES et al., 2017; LALIA-KANTOURI et al., 2013;
LASHANIZADEGAN; ALAVIJEH; ANAFCHEH, 2017; MRKALIC et al., 2014).

Outra banda importante para estudo corresponde ao v(C-O) do grupo fenol, o
gual seguiu 0 mesmo comportamento para os complexos (1), (2) e (6), de modo que
deslocou-se para maiores niimeros de onda (1265, 1267 e 1280/1252/1238 cm™,
respectivamente), fato que pode ser atribuido ao maior efeito ressonante entre as
ligacbes C=0 e C-O (CARUSO et al., 2009) (Figuras 50-52).
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Figura 50 - a) Espectros de FTIR de (1) e HB1 b) regido ampliada dos espectros (1800-1100 cm™?).
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Fonte: Da autora.
Notas: HB1 3053 cm (f) v(C-H) aromatico; 2954, 2920 e 2855 cm (F) v(C-H) alifatico; 1628 cm™ (F)

v(C=0) carbonila; 1597, 1574, 1510 e 1469 cm™ (m a F) v(C=C) aromatico; 1350 cm™ (F) &(C-
H)CHs; 1261 cm™ (F) v(C-O) fenol; 806 (F) 5(C-H) aromatico; 698 e 628 cm™ (F) y(C-H)
aromatico.

(1) 3055 cm? (f) v(C-H) aromatico; 2924 (m) e 2853 cm (f) v(C-H) alifatico; 1598 cm™ (F)
v(C=0) carbonila; 1584,1560, 1508 e 1435 cm™ (m a F) v(C=C) aromatico; 1363 cm™ (m) §(C-
H)CHs; 1265 cm™* (m) v(C-O) fenol; 810 (f) 5(C-H) aromatico; 743 (m) e 696 cm™ (F) y(C-H)
aromatico; 513 e 501 cm™ (m) v(Ru-P). F = forte, m = média, f = fraca, v = estiramento ou

deformacdao axial, & = deformacao angular no plano e y = deformacéo angular fora do plano.
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Figura 51 - a) Espectros de FTIR de (2) e HB2 b) regido ampliada dos espectros (1800-1100 cm™?).
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Notas: HB2 3061 cm™ (f) v(C-H) aromaético; 3015, 2993 e 2947 cm (f) v(C-H) alifatico; 1637 cm™ (F)
v(C=0) carbonila; 1593, 1572, 1506 e 1435 cm™ (m a F) v(C=C) aromatico; 1348 cm™ (F) &(C-
H)CHs; 1260 cm™ (F) v(C-O) fenol; 1112 cm (F) v(CHs-O); 818 cm™* (F) d(C-H) aromético, 750
e 708 cm™ (F) y(C-H) aromatico.
(2) 3053 cm (f) v(C-H) aromatico; 3008 e 2905 cm™ (f) v(C-H) alifatico; 1598 cm* (m) v(C=0)
carbonila; 1579,1556, 1506 e 1432 cm™* (m a F) v(C=C) aromatico; 1360 cm™ (m) (C-H)CHs;
1267 cm™ (m) v(C-O) fenol; 1119 cm™ (m) v(CHs-O); 813 cm™ (f) 5(C-H) aromético, 743 e 691
cm™ (m e F) y(C-H) aromatico; 511 e 496 cm™ (m) v(Ru-P). F = forte, m = média, f = fraca, v =
estiramento ou deformacao axial, & = deformacédo angular no plano e y = deformacgéo angular

fora do plano.
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Figura 52 - a) Espectros de FTIR de (6) e HB6 b) regido ampliada dos espectros (1800-1100 cm™?).
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Notas: HB6 3500 cm™? (F) v(O-H); 2806 cm™ (f) v(C-H) alifatico; 1634 cm™ (F) v(C=0) carbonila;
1599,1562, 1514 e 1447 cm* (m a F) v(C=C) aromatico; 1278, 1246 e 1222 cm™* (m) v(C-O)
fenol; 923 cm™* (F) 8(C-H) aromatico, 839 e 775 cm™ y(F e m) §(C-H) aromatico.

(6) 3526 (f) e 3188 cm™ (f) v(O-H); 3053 cm™ (f) v(C-H) aromatico; 2920 e 2860 cm (f) v(C-H)
alifatico; 1638 cm™ (m) 8(OH); 1591 cm™ (F) v(C=0) carbonila; 1568,1512, 1483 e 1433 cm*
(m a F) v(C=C) aromatico; 1280, 1252 e 1238 cm™ (m a F) v(C-O) fenol; 854 cm™ (m) &(C-H)
aromatico; 810 e 743 cm™ (m) y(C-H) aromatico e 513 e 498 cm™ (F e m).F = forte, m = média,
f = fraca, v = estiramento ou deformacdo axial, & = deformacdo angular no plano e y =

deformacéao angular fora do plano.
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Observou-se no espectro de (6) uma banda de intensidade média em 1638 cm-
!, caracteristica de deformacdo angular (O-H), uma vez que a estrutura desta HB
possui dois grupos hidroxilas livres apds a coordenacgdo, cuja as vibracdes podem
acoplar com os estiramentos axiais das ligagcdes C=0 e C=C na mesma regiao.

Os demais complexos (3-5) apresentaram comportamento distinto em relacao
ao v(C-0), o qual € indicado pelo deslocamento da banda para menores niumeros de
onda: 1261/1230 cm (3), 1267/1223 cm™ (4) e 1251/1238 cm™ (5).

As estruturas de HB3 e HB4 possuem em comum um segundo grupo hidroxila
na posicao 2’ do sistema aromatico, que interagem por meio de liga¢des de hidrogénio
intramolecular com a carbonila vizinha conforme representado na Figura 53, infere-se
portanto a manutencdo deste comportamento apds a coordenacdo, o que foi
confirmado pelos estudos cristalograficos a serem discutidos posteriormente. Por sua
vez, HB5 apresenta uma hidroxila para a carbonila que permite a formacao de ligacbes
de hidrogénio intermolecular (também confirmado pelo estudo cristalografico),

podendo ocasionar o enfraquecimento das ligacées C-O observadas.

Figura 53 - Representacédo das ligacdes de hidrogénio intramolecular de (3) e (4).

° 3) ° 4

Fonte: Da autora.

Outra justificativa pode estar voltada para os grupos substituintes na posicao 4
do anel aromatico, pois ambos atuam por ressonancia aumentando a densidade
eletrbnica na carbonila, uma vez que o oxigénio possui pares de elétrons livres que
podem deslocalizar-se pelo sistema aroméatico (CHAUDET; TAMBLYN, 1961).
Entretanto, por efeito indutivo tais grupos podem retirar densidade eletrénica do
sistema, devido serem mais eletronegativos do que o carbono ao qual estéo ligados
(VOLLHARDT; SCHORE, 2013). Desta forma, sugere-se que 0 aumento ou
diminuicdo do numero de onda referente ao v(C-O) apdés a coordenacdo seja

influenciado pelo somatdério de efeitos eletrdnicos e estéricos atuantes nas moléculas.
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Figura 54 - a) Espectros de FTIR de (3) e HB3 b) regido ampliada dos espectros (1800-1100 cm™™).
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Fonte: Da autora.

Notas: HB3 3236 (F) v(O-H), 3078 e 3022 cm™ (f) v(C-H) aromatico; 2974, 2933 e 2839 cm™ (f) v(C-H)

alifatico; 1630 cm™ (F) v(C=0) carbonila; 1595,1570, 1506 e 1438 cm™ (m a F) v(C=C)
aromatico; 1350 cm (F) 5(C-H)CHs; 1265 e 1240 cm™ (F) v(C-O) fenol; 1117 e 1099 cm® (m)
v(CH3-0), 922 cm! (F) §(C-H) aromaético, 848 e 761 cm™* (F) y(C-H) aromético.
(3) 3250 cm™ (f) v(O-H); 3053 cm (f) v(C-H) aromatico; 2924 e 2846 cm (f) v(C-H) alifatico;
1614 cm™ (F) v(C=0) carbonila; 1597, 1568,1545, 1502 e 1435 cm™ (m a F) v(C=C) aromatico;
1352 cm(m) §(C-H)CHz; 1261 e 1230 cm™ (m e F) v(C-O) fenol; 1134 e 1097 cm™* (m) v(CHzs-
0); 908 cm™ (f) 5(C-H) aromaético, 814 e 750 cm™ (m) y(C-H) aromatico; 515 e 501 cm™ (m)
v(Ru-P). F = forte, m = média, f = fraca, v = estiramento ou deformacao axial, & = deformacéo
angular no plano e y = deformacéo angular fora do plano.
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Figura 55 - a) Espectros de FTIR de (4) e HB4 b) regido ampliada dos espectros (1800-1100 cm™).
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Fonte: Da autora.

Notas: HB4 3232 cm™ (F) v(O-H), 3078 cm™ (f) v(C-H) aromaético; 2974, 2936 e 2839 cm™ (f) v(C-H)

alifatico; 1633 cm™ (F) v(C=0) carbonila; 1595,1568, 1506 e 1438 cm™ (m a F) v(C=C)
aromatico; 1352 cm (F) 5(C-H)CHs; 1269 e 1238 cm (F) v(C-O) fenol; 1121 cm® (m) v(CHs-
0); 920 cm (F) 8(C-H) aromatico; 848 e 761 cm™* (F) y(C-H) aromético.
(4) 3302 cm™ (f) v(O-H); 3053 cm™ (f) v(C-H) aromatico; 2924 e 2860 cm (f) v(C-H) alifatico;
1616 cm* (F) v(C=0) carbonila; 1598, 1550, 1506 e 1435 cm™ (m a F) v(C=C) aromatico; 1367
cm}(F) 8(C-H)CHs; 1267 e 1223 cm™ (m e F) v(C-O) fenol; 1118 cm™* (m) v(CHs-O); 912 cm*
(m) 8(C-H) aromatico, 816 e 752 cm™ (m e F) y(C-H) aromatico; 513 e 499 cm™* (F) v(Ru-P). F
= forte, m = média, f = fraca, v = estiramento ou deformacao axial, & = deformacédo angular no
plano e y = deformacé&o angular fora do plano.
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Figura 56 - a) Espectros de FTIR de (5) e HB5 b) regido ampliada dos espectros (1800-1100 cm™?).
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Notas: HB5 - 3186 cm™ (F) v(O-H); 3062 cm (f) v(C-H) aromatico; 3014, 2958 e 2925 cm™ (f) v(C-H)
alifatico; 1627 cm* (F) v(C=0) carbonila; 1597, 1558, 1490 e 1447 cm™* (F) v(C=C) aromético;
1278 e 1253 cm (F) v(C-0) fenol; 853 cm* (m) §(C-H) aromatico, 781 e 698 cm™ (F) y(C-H)

aromatico.

(5) 3190 cm™ (f) v(O-H); 3053 cm™ (f) v(C-H) aromatico; 2926 e 2860 cm (f) v(C-H) alifatico;
1637 cm* (m) 8(OH); 1595 cm® (F) v(C=0) carbonila; 1533, 1481 e 1433 cm™* (m a F) v(C=C)
aromatico; 1251 e 1238 cm™* (F) v(C-O) fenol; 856 cm™ (m) 8(C-H) aromatico, 745 e 694 cm*
(m e F) (C-H) aromatico; 513 e 499 cm™ (m) v(Ru-P). F = forte, m = média, f = fraca, v =

estiramento ou deformacao axial, & = deformacédo angular no plano e y = deformacgéo angular

fora do plano.



Tabela 5 - Principais bandas e atribui¢es dos espectros de IV das HB e complexos (1-6).

Atribuicdes HB1 HB2 HB3 HB4 HB5 HB6
v(O-H) (F) - - 3236 3232 3186 3500
V(C-H)aromatico (f) 3053 3061 3078 3078 3062 -
V(C-H)aiitatico () 2954a 3015a 2974a 2974a 3014a 2806
2855 2947 2839 2839 2925
V(C=0)carbonila (F) 1628 1637 1630 1633 1627 1634
V(C=C)aromatico 1597a 1593a 1595a 1595a 1597a 1599a
(maF) 1469 1435 1438 1438 1447 1447
O(C-H)CHa (F) 1350 1348 1350 1352 - -
V(C-O)ftenal (F) 1261 1260 1265, 1269, 1278, 1278,
1240 1238 1253 1246,
1222
v(CHs-O) (F) - 1112 1117, 1121 - -
1099
O(C-H)aromatico (F) 806a 818a 922a 920a 853a 923a
628 708 761 761 698 775
V(Ru-P)(maF) - - - - - -
Atribuicbes (1) (2) (3) 4) (5) (6)
v(O-H) (f) - - 3250 3302 3190 3526,
3188
V(C-H)aromatico (f) 3055 3053 3053 3053 3053 3053
V(C-H)aitatico () 2924 a 3008a 2924a 2924, 2926, 2920,
2853 2905 2846 2860 2860 2860
V(C=0)carbonila (F) 1598 1598 1614 1616 1595 1591
V(C=C)aromatico 1584a 1579a 1597a 1598a 1533 a 1568 a
(maF) 1435 1432 1435 1435 1433 1433
O(C-H)CHa (F) 1363 1360 1352 1367 - -
V(C-O)tenal (F) 1265 1267 1261, 1267, 1251, 1280
1230 1223 1238 1252,
1238
v(CHs-0O) (F) - 1119 1134, 1118 - -

1097
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Tabela 5 - Principais bandas e atribui¢es dos espectros de IV das HB e complexos (1-6).

(concluséo)

Atribuicdes (1) (2) (3) 4) (5) (6)
0(C-H) aromatico 810 a 813 a 908a 912a 856a 845a
(F) 696 691 750 752 694 743
v(Ru- P)(maF) 513, 511, 515, 513, 513, 513,
501 496 501 499 499 498

Fonte: Da autora.
Notas: - = auséncia de banda, F = forte, m = média e f = fraca. v = estiramento ou deformacéo

axial, & = deformacédo angular no plano e y = deformagdo angular fora do plano.

O espectro de IV do complexo (5) também apresentou uma banda de média
intensidade em 1637 cm* de forma analoga a (6), sendo esta atribuida a 5(OH) que
pode estar acoplando com os v(C=C) e v(C=0) na mesma regido espectral. Nota-se
esta banda apenas nos ligantes que possuem hidroxilas em posicdes para a carbonila,
assim a maior distancia entre os grupos permite maior vibracéo devido a auséncia de
ligacbes de hidrogénio intramolecular.

Todos os complexos (1-6) apresentaram o surgimento de bandas na regido
entre 496-515 cm* referentes ao estiramento assimétrico e simétrico da ligacdo Ru-P
(NAKAMOTO, 2009), bem como bandas de fraca intensidade variando entre 472-492
cm? atribuidas ao v(Ru-0) (NAKAMOTO, 2009).

5.1.2 Espectroscopia de absorcéo na regido do ultravioleta-visivel

A analise dos espectros de UV-vis dos ligantes, precursores e novos complexos
sdo importantes para observar modificacdes no perfil espectral, como: deslocamentos,
e/ou surgimento de bandas, a fim de inferir sobre a coordenacéo.

O precursor mer-[RuClz(dppb)(H20)] apresentou o espectro de UV-vis
representado na Figura 57, onde foi possivel identificar quatro bandas (260, 355, 416
e 538 nm) sendo a primeira, de elevada absortividade molar atribuida a transferéncias
de carga intraligante (TCIL) T—1* oriundas dos anéis aromaticos da dppb, enquanto
as demais sdo atribuidas a transferéncias de carga ligante metal (TCLM) entre os
orbitais hibridos da dppb para o orbital dr do metal (3pox*dtr (dppb)—dtr (Ru(lll)), dos
orbitais pm(Cl)—dt Ru(lll) e dos orbitais p1r(O)—dt Ru(lll), conforme relatado no
trabalho de WOHNRATH, 1999.
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Figura 57 - Espectro de UV-vis do precursor mer-
[RuCls(dppb)(H20)] em CHzCl2 3,37 x
10 mol-L 1.

1,0 4

09¢

0,8 +

0,6 4

Absorbéancia

0,4

= mer-[RuCl,(dppb)(H,0)]

0,2 4

0,0

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Da autora.

As HB apresentaram duas bandas de absorc¢éo na regido UVB (~290-320 nm)
e UVA (320-400 nm), respectivamente (Figura 58), sendo ambas atribuidas a TCIL
m—T1* (Tabela 6), proveniente principalmente dos elétrons presentes nos anéis
aromaticos das HB (CORREA et al., 2012) e menor contribuicdo do par de elétrons
dos atomos de oxigénio, conforme demonstrado pelos célculos computacionais
(Apéndice A).

Nos espectros de HB3 e HB4 (Figura 58 - ¢ e d) notou-se deslocamento
batocrémico (descolamento para a regido do vermelho) da banda de 328 nm (HB1 e
HB2) para 355 nm e 351 nm respectivamente, indicando que a presenca de um
segundo grupo hidroxila na posicédo orto a carbonila promove transicdes de menor
energia, devido & proximidade entre os orbitais dos grupos substituintes (CORREA et
al., 2012).

Os espectros de todos os complexos da série 1 (em vermelho Figura 58)
demonstraram deslocamentos das bandas caracteristicas das HB para regides de
maiores comprimentos de onda (296-370 nm).

Adicionalmente, ocorreu o surgimento de uma banda ampla na regiao visivel
entre 550-850 nm, a qual é a principal responsavel pela coloracdo verde observada
(Figura 59).

A ampla absorcao na regido espectral do vermelho resulta na visualizagéo da

cor verde dos complexos, uma vez que esta é complementar da primeira.
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Figura 58 - Espectros de UV-vis dos complexos e ligantes (série 1) em CH2Cl>.
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Fonte: Da autora.
Notas: a) HB1 9,88 x 10° mol-L* e (1) 8,82 x 10° mol-L*, b) HB2 5,52 x 10° mol-L* e (2) 5,48 x 10

mol-L?, ¢) HB3 5,84 x 10° mol-L* e (3) 5,51 x 10° mol-L?, d) HB4 1,56 x 10* mol-L* e (4) 5,94
x 105 mol-L%, e) HB5 1,60 x 10 mol-L* e (5) 6,16 x 10° mol-L?! e f) HB6 7,85 x 10° mol-L* e
(6) 5,32 x 105 mol-LL.
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Figura 59 - Cor verde dos complexos (série 1).

Fonte: Da autora.

O ion Ru(lll) em um campo octaédrico, pode apresentar duas configuracdes
eletrbnicas: t239 e; (spin alto) ou t25g (spin baixo) (Figura 60). Levando em consideragao
a alta carga do ion metalico, o carater doador e aceptor dos ligantes envolvidos, 0s
elevados valores de absortividade molar (da ordem de 103 a 10* L- mol?t.cm™)
associados as bandas de UV-vis nos espectros de (1-6) e outros trabalhos de
complexos de Ru(lll) (EJIDIKE; AJIBADE, 2015, 2016), sugere-se que as transi¢cdes
mais provaveis sejam transferéncias de carga ligante metal (TCLM), onde a
configuracdo eletrénica do ion Ru(lll) seria (t2g)®> e ocorreriam transicdes do tipo

Lmy—t2g que destacam-se em regides de baixa energia.

Figura 60 - Representacdo dos orbitais d em um campo

octaédrico para a configuragéo eletrénica d®.

T N

Fonte: Da autora.

Enfatiza-se ainda que as bandas referentes as transicdes d-d ndo foram
visualizadas nos espectros de UV-vis, possivelmente por apresentarem pequenos

valores de absortividade molar (da ordem de 20 L- moll.cm? ou menores)
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(MIESSLER; FISCHER; TARR, 2014) e estarem suprimidas por bandas
correspondentes as transferéncias de carga.

Na Tabela 6 estdo reunidos os comprimentos de onda de absorgéo (A),
absorbancias (Abs), coeficientes de absortividade molar (g) para o precursor, ligantes
e novos complexos, bem como as atribuicbes para as bandas observadas na Figura
58.

Tabela 6 - Coeficientes de absortividade molar (g) e atribuigdes das bandas (série 1).

(continua)
Com- A € Transicdes eletronicas
postos (nm)(Abs*) (L- molt-cm™)
260 (0,8392) 24.902 TCIL ™ — 1* (dppb)
mer 355 (0,0754) 2.237 TCLM (dppb) — d1r Ru(lll)
416 (0,0584) 1.733 TCLM ptr (O) — d1r Ru(lll)
538 (0,0714) 2.119 TCLM pr (CI) — d1r Ru(ll)
HB1 290 (0,9925) 9.925 TCIL T —> 1T*
328 (0,6891) 6.891 TCILTT —> TT*
297 (1,0874) 12.329 TCIL T — m* e TCLM
(2) 346 (0,5750) 6.520 TCIL T — m* e TCLM
682 (0,2415) 2.738 TCLM
HB2 288 (1,061) 19.220 TCIL T — mT*
328 (0,6967) 12.620 TCIL T — mT*
296 (1,1593) 21.138 TCIL T — m* e TCLM
(2) 353 (0,6072) 11.072 TCIL T — m* e TCLM
680 (0,2612) 4.763 TCLM
HB3 288 (0,7392) 12.658 TCIL T — 1T*
355 (1,1827) 20.252 TCIL T — mT*
302 (1,1933) 21.671 TCIL T — m* e TCLM
3) 368 (1,2510) 22.719 TCIL T — m* e TCLM
472 (0,1821) ombro TCIL T > m* e TCLM

674 (0,1943) 3.529 TCLM
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Tabela 6 - Coeficientes de absortividade molar () e atribuigdes das bandas (série 1).

(concluséo)

Com- A € Transicdes eletronicas
postos (nm)(Abs*) (L. mol*t.cm™)
HB4 298 (0,9075) 5.833 TCIL T — *
351 (1,2739) 8.188 TCIL T — m*
302 (0,9144) 15.393 TCIL ™ — m* e TCLM
4) 370 (0,8161) 13.738 TCIL T — m* e TCLM
481 (0,1555) ombro TCIL T — m* e TCLM
671 (0,1903) 3.203 TCLM
HB5 284 (1,0120) 6.307 TCIL T — T*
326 (0,6237) 3.882 TCIL T — m*
293 (0,9826) 15.951 TCIL T — m* e TCLM
(5) 352 (0,4594) 7.458 TCIL ™ — T* e TCLM
654 (0,1915) 3.109 TCLM
HB6 287 (1,0201) 12.995 TCIL T —> 1
328 (0,7044) 8.973 TCIL T — 1*
295 (1,1269) 21.198 TCIL T —> " e TCLM
(6) 348 (0,6149) 11.567 TCIL T —> " e TCLM
658 (0,1939) 3.647 TCLM

Fonte: Da autora.

Utilizando-se dos célculos computacionais é possivel ainda predizer e
classificar as transicOes eletronicas de uma forma mais aprofundada, levando em
consideracao a complexidade das interacdes metal-ligante, bem como a mistura dos
orbitais, denominando-as como transferéncias de carga: metal/metal-ligante
(TCMML), ligante-metal/metal (TCLMM), metal-ligante/ligante (TCMLL), ligante-
metal/ligante (TCLML) e metal/ligante-metal/ligante (TCMLML) (MISHRA; MISHRA,
2018).

Desta forma, embasado nos célculos TD-DFT, os resultados apontaram que as
bandas na regido entre 296-370 nm resultam de dois tipos de transferéncias (TCLML
e TCMLML), podendo também dispor de uma grande contribuicdo de TCIL das HB,
TThe — The*. As bandas de ampla absor¢cdo entre 550 e 850 nm séo atribuidas

principalmente as TCLML, com uma ligeira contribuicdo de TCMLML na regido
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superior a 800 nm. Uma descricdo mais detalhada obtida por meio dos célculos
computacionais descrevem o0s orbitais envolvidos e encontram-se reunidos nos

Apéndices B-G.

5.1.3 Condutimetria

Os valores de condutividade molar indicam o grau de ionizagdo dos complexos
em solucéo, de modo que quanto maior a quantidade de ions liberados pelo composto
maior sera sua condutividade molar e vice-versa, indicando portanto se um anion
encontra-se ausente, dentro ou fora da esfera de coordenacéo (REFAT et al., 2013).

Devido a importancia e praticidade da técnica, os complexos sintetizados
tiveram suas medidas de condutividade molar adquiridas apos solubilizagdo em

diclorometano (Tabela 7).

Tabela 7 - Condutividade molar dos complexos (série 1).

Complexos Condutividade Molar
ohmtcm2mol™ (T °C)

Q) 0,69 (24,2)

(2 0,19 (24,2)

3) 0,34 (23,5)

4) 0,29 (24,1)

(5) 0,33 (24,5)

(6) 0,18 (22,9)

Fonte: Da autora.
Nota: Faixa de condutividade molar em CH:Cl.: complexo

neutro<12 ohm-=cm2mol?, 1:1 12-77 ohm-*cm? mol.

Os resultados obtidos indicaram eletrdlitos neutros, uma vez que a
condutividade molar manteve-se abaixo de 12 ohm*cm?mol? (faixa do CH2Cl; =
complexo neutro < 12 ohmicm?mol? ) (GEARY, 1971), sugerindo portanto a
coordenacao das HB na forma anibénica, devido a desprotonacéo da hidroxila do grupo

fendlico.

5.1.4 Difracédo de Raios X por monocristal (DRXM)
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A obtencdo de monocristais dos complexos (2), (3), (4) e (5) permitiu a
aplicacéo da presente técnica e determinagéo das estruturas, as quais encontram-se
representadas na Figura 61 e demonstraram que o cation Ru(lll) encontra-se em um
ambiente hexacoordenado apresentando uma geometria octaédrica levemente
distorcida.

A esfera de coordenacdo dos complexos é composta por dois atomos de cloro
em posicao cis, dois a&tomos de fésforo da dppb e os ligantes HB coordenados de
forma bidentada por meio dos 4tomos de oxigénio.

Os principais dados cristalograficos, de coleta e refinamento estédo reunidos na
Tabela 8, sendo possivel observar que todas estruturas cristalizaram-se em grupos

espaciais centrossimétricos.

Figura 61 - Representacdes estruturais da unidade assimétrica dos complexos: a) (2), b) (3), c) (4) e

d) (5) com poliedros demonstrando geometria octaédrica distorcida ao redor do cation
Ru(lll).

Fonte: software MERCURY (verséo 4.2.0), MACRAE et al. (2008) para as representacdes gréficas.

Nota: Os atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza.
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Tabela 8 — Principais dados cristalograficos dos complexos: a) (2), b) (3), ¢) (4) e d) (5).

(continua)
Complexo (2) (3) (4) (5)
Foérmula C42H39Cl203P2 C43H41Cl,05P> C42H30Cl,04P> C41H37Cl,03P;
empirica Ru Ru Ru Ru
Peso
molecular 825,64 871,67 825,64 811,62
(g/mol)
Temperatur 296 296 296 296
a (K)
A (A) 0,71073 0,71073 0,71073 1,54178
Sistema Ortorrdbmbico Monoclinico Ortorrombico Monoclinico
Cristalino
Grupo Pbca C2/c Pbca C2/c
Espacial
Parametros a = 14,965(5) a=41,380(5) a =15,043(11) a = 25,485(7)
de célula b =20,980(6) b =10,222(9) b =20,453(9) b =22,425(7)
(A) € =23,6937(8) c =19,164(15) c =24,108(10) c =17,599(5)
® B =90 B =102,57(7) B =90 B =124,34(2)
Volume(A3) 7439,6(4) 7912 (1) 7418,1(7) 8304,49(4)
4 8 8 8 8
Densidade 1,474 1,464 1,507 1,298
(Mg.m)
Coeficiente
de 0,690 0,657 0,692 5,237
absorcao
(mm-?)
F(000) 3384 3576 3448 3320
Intervalo® 1,879a25,413 2,055a25,422 2,612a25994 2,880 a 68,382

da coleta
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Tabela 8 — Principais dados cristalograficos dos complexos: a) (2), b) (3), ¢) (4) e d) (5).

(concluséo)

Complexo (2) (3) 4) (5)
Limite de indices -14<h<18 -28<h<49 -16<h<18 -30<h<29
25<k<20 -12<k<12 -25<k=<25 -26<k<26
28<1<26 -22<1<22 -29=<|=<29 -21<1=<19
Reflexdes 22133/ 6815 19249/ 7187 74772/ 7286 20886/ 7216
coletadas/Reflexbes [R(int) = [R(int) = [R(int) = [R(int) =
independentes 0,0535] 0,0869] 0,1166] 0,0966]
Completeza de 6 (%) 99,8 98,4 99,9 96,7
Método de refinamento Minimos Minimos Minimos Minimos
quadrados quadrados quadrados quadrados
de matriz de matriz de matriz de matriz
completa completa completa completa
Dados / restri¢cdes / 6815/0/  7187/539/ 7286/0/462 7216/0/
parametros 452 480 468
GooF 1,018 0,938 1,090 1,032
indices R R1= R1= R1= R1=
final[I>2sigma(l)] 0,0403, 0,0675, 0,0567, 0,0567,
WR2 = wR2 = 0,653 WR2 = WR2 =
0,0873 0,0941 0,1475
indices R (todos os R1= R1= R1= R1=
dados) 0,0653, 0,1760, 0,1062, 0,0648,
WR2 = WR2 = WR2 = WR2 =
0,0992 0,2206 0,1209 0,1551

Fonte: Da autora.

Torna-se importante mencionar que os atomos de oxigénio Ol1 e O2 das HB

encontram-se trans aos atomos P1 e CI2, respectivamente, fazendo com que estas

estruturas cristalinas compreendam o primeiro relato de complexos obtidos a partir do
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precursor mer-[RuCls(dppb)(H20)] com ligantes bidentados em uma geometria cis e
com um centro metalico de Ru(lll).

Na literatura hd um unico exemplo de um complexo de Ru(lll) com os ligantes
dicloro/ dppb/ lapachol (Apéndice H), no qual os atomos de cloro estédo posicionados
trans (BARBOSA et al.,, 2014b). Ademais, (2-5) se juntam a apenas duas outras
estruturas de Ru-benzofenonas (Apéndice I) conhecidas até o momento: dicloro-((5-
cloro-2-(hidroxi)-4-metilfenil)-(fenil)metanoato)-bis(trifenilfosfina)-ruténio(lll)  (RAJA,
RAMESH,; LIU, 2012) e cloro-(n®-cimeno)-(2-(6xido(fenil)metilfenolato-0,0")-ruténio(ll)
(HABTEMARIAM et al., 2006).

A sobreposicéo de (2-5) evidenciou a similaridade da geometria intramolecular
das estruturas, principalmente das unidades dppb e cloro, conforme representado na
Figura 62.

Figura 62 - Sobreposicdo das estruturas (2-5) selecionando os céations Ru(lll)

e os seis atomos homaélogos na esfera de coordenagéo.

Fonte: software MERCURY (verséo 4.2.0) MACRAE et al. (2008).

Nota: Os &tomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza.

Entretanto, ao comparar os respectivos ligantes HB notou-se diferencas
significativas demonstradas pelos angulos de tor¢cdo formados entre os atomos C30-
C29-C36-C37:-139,0° (4) (2), 144,7° (9) (3), -147,8° (6) (4) € 138,2 ° (5) (5). Portanto,

a principal diferenca consiste nos anéis aromaticos ndo coordenados das HB que
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rotacionam aproximadamente 90° em torno das ligagcdes C29-C36 quando (2) ou (4)
séo comparados com (3) ou (5).
Os comprimentos das ligacdes homdlogas em (2-5) sado semelhantes e

encontram-se reunidos na Tabela 9.

Tabela 9 - Principais comprimentos de ligacdes (A) e angulos (°) dos complexos (2-5).

LigacOes (2) (3) (4) (5)
Ru-P1 2,295(1) 2,297(2) 2292(1)  2,317(2)
Ru-P2 2,393(1) 2,385(3) 2,393(1)  2,362(1)

Ru—CI1 2,375(1) 2,387(2) 2379(2)  2,448(1)
Ru—CI2 2,352(1) 2,335(2) 2,350(2)  2,348(2)
Ru—O1 2,121(2) 2,114(6) 2,135(4)  2,094(3)
Ru—O2 1,964(2) 1,955(5) 1,969(4)  1,966(4)

C29—O01 1,250(4) 1,29(1) 1,265(7)  1,248(7)

C31—02 1,315(4) 1,297(9) 1,305(7)  1,313(5)

C33—03 - - - 1,335(6)

C37—04 - 1,38(1) 1,350(8) -

P1—Ru—P2  94,28(4) 93,00(8) 93,37(5)  92,18(5)
P1—Ru—CI1  89,08(4) 92,58(9) 89,25(6)  93,19(5)
P1—Ru—Cl2  98,06(4) 97,34(9) 98,87(6)  94,89(5)
P1—Ru—02  87,71(7) 89,7(2) 88,0(1) 91,5(1)
P2—Ru—Cl2  85,68(3) 86,62(9) 85,50(5)  89,65(5)
P2—Ru—O1  91,66(7) 89,6(2) 93,0(1)  90,41(1)
P2—Ru—02  93,17(7) 91,0(2) 94,1(1) 88,3(1)
Cl1l—Ru—CI2  91,26(4) 92,59(9) 91,58(6)  91,84(5)
Cll—Ru—O1  85,19(7) 84,8(2) 84,7(1)  84,20(9)
Cll—Ru—O02  89,58(7) 89,1(2) 88,6(1) 89,6(1)
Cl2—Ru—O1  86,49(7) 87,4(2) 86,5(1)  85,92(9)
O1—Ru—02  87,85(9) 85,6(2) 86,6(2) 87,8(1)

Fonte: software Mercury (versdo 4.2.0) MACRAE et al. (2008).

Como esperado, as ligacbes Ru-P2 (trans para o atomo CI1) apresentam

maiores comprimentos (~ 0,1 A) do que Ru-P1 (trans para o atomo O1), devido aos
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efeitos trans dos atomos de fosforo. A diferenga também pode ser justificada pelo
maior carater o doador do atomo de cloro em relagdo ao oxigénio do grupo carbonila.

Da mesma forma, as ligagBes Ru-Cl1 (trans para atomo P2) séo ligeiramente
mais longas (<0,05 A) do que Ru-CI2 (trans para atomo 02), devido ao efeito trans
exercido pelos atomos de cloro. Para o complexo (5), a diferenca é significativamente
superior (~ 0,1 A), podendo ser atribuida a um efeito extra envolvendo a ligagéo de
hidrogénio intermolecular O3-H3 ... CI1, que retira a densidade eletronica da ligacao
Ru-CI1 (Figura 63).

Figura 63 - Dimero constituido por ligacdes de hidrogénio intermolecular

entre as moléculas de (5).

Fonte: software MERCURY (verséo 4.2.0) MACRAE et al. (2008).
Nota: Os atomos de hidrogénio (exceto o &tomo de hidrogénio do grupo

hidroxila) foram omitidos para maior clareza.

O efeito trans exercido pelos atomos de fésforo para O1 vs cloro para O2
também contribui para a diferenca observada nos comprimentos das ligacbes Ru-
oxigénio, uma vez que as ligacdes Ru-O1 (metal-carbonila) sdo mais longas (~ 0,15
A) do que Ru-O2 (metal-fenolato) (BARBOSA et al., 2014b; RAJA; RAMESH:; LIU,
2012).

Finalmente, as ligacdes C31-0O2 sdo mais longas do que as ligacbes C29-01,
confirmando o carater de ligacdo simples e dupla, respectivamente. As distancias
C29-01 e C31-02 ap0ss a coordenacao demonstraram o mesmo comportamento dos
ligantes isolados, indicando a regido ressonante da molécula (DORIGUETTO et al.,
2007; MARTINS et al.,, 2009). Os angulos P1-Ru-CI2 e CI1-Ru-O1 (Tabela 11)
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correspondem aos maiores (~ 97°) e menores (~ 85°) desvios ortogonais,
respectivamente, apontando uma geometria octaédrica levemente distorcida.
Observa-se que (2) e (4) séo isoestruturais (DIAS et al., 2018; GONCALVES
et al., 2017; ROSA et al.,, 2016). Além de apresentarem geometria intramolecular
equivalentes, levando em consideracdo o0s atomos homologos (Figura 64),
cristalizaram no mesmo grupo espacial (Pbca), tém parametros de cela unitaria e
unidade assimétrica (coordenadas fracionarias dos atomos) comparaveis (Tabela 8)
e consequentemente demonstram empacotamento cristalino semelhante (Figura 65).
Portanto, a hidroxila extra em (4) néo foi um fator determinante para se mudar o

empacotamento cristalino.

Figura 64 - Sobreposicdo dos cristais isoestruturais (2) e (4)

considerando atomos homoélogos.

Fonte: software MERCURY (versdo 4.2.0) MACRAE et al. (2008).

Nota: Os atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza.

Do ponto de vista supramolecular, observou-se que a for¢ca intermolecular mais
forte estabilizando o empacotamento cristalino de (2) e (4) foi uma ligacdo de
hidrogénio ndo classica envolvendo os atomos de carbono C27 (doador) e oxigénio
03 do grupo metoxila (receptor) (D ... H=0,93A, D...A=3,201 (5) A, H ... A=2,456
A, DH ... A=137,2°), conforme representado na Figura 66.
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Figura 65 - Empacotamento cristalino parcial de (2) (superior) e
(4) (inferior) em seus respectivos planos [0 1 -1]

destacando o isotopismo estrutural.

W,

Fonte: software MERCURY (verséo 4.2.0) MACRAE et al. (2008).
Nota: Os circulos pontilhados vermelhos destacam a diferenca
molecular. Os atomos de hidrogénio (exceto para o &tomo
de hidrogénio do grupo hidroxila) foram omitidos por uma

questao de clareza.

A estrutura (5) (Figura 63) forma um sinton supramolecular contendo um
dimero centrossimétrico estabilizado por ligac6es de hidrogénio intermoleculares. O
grupo hidroxila extra em (5) (O3) atua como um doador de ligacéo de hidrogénio para
oatomoCI1(D..H=0,821R3)A, D..A=3115B)A H..A=230B3)A, DH..A=
174 (3)°, codigo de simetria = 1,5-x, 1,5-y, 1-z) resultando em um motivo grafico de
representacdo de ligacGes de hidrogéniuo do tipo R2?> (20). O empacotamento
cristalino de (5) ao longo do plano ac (Figura 67) destaca as vacancias continuas ao
longo da direcdo [101] e os procedimentos de refinamento da estrutura apontaram que
estas, provavelmente, encontram-se preenchidas por moléculas de agua

desordenadas.
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Figura 66 - Empacotamento cristalino parcial de (4) mostrando a cadeia
supramolecular estabilizada por ligacdes de hidrogénio nao
classicas ao longo do eixo ¢ da célula unitaria.

o C

Fonte: software MERCURY (verséo 4.2.0) MACRAE et al. (2008).

Nota: As linhas azuis tracejadas representam as ligacdes de hidrogénio.

Figura 67 - Empacotamento cristalino de (3) (direita) e (5) (esquerda) visto ao longo das dire¢bes
(101) (esquerda) e (110) (direita) mostrando as vacancias (em laranja) calculadas pelo
software Mercury.

o~ 1/ i S, -
YA Y ORIA S Y OCA !
- } TF AN - =Y ey
/ g: ‘ T (“}“. Xy C o
W 7 o [ | L~ [/
P A ar. A2 Naar. s
9'4?_" THEX -,«,e?' FES R
SO=7 pa o SR o
P, P,

Fonte: software MERCURY (verséo 4.2.0) MACRAE et al., (2008).

Nota: Os atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza.

Portanto, a estrutura determinada de (5) pode ser classificada como um hidrato
de canal. O empacotamento cristalino de (3) também gera vacancias semelhantes a
canais (ao longo do eixo b de sua cela unitaria) ocupados possivelmente por

moléculas de 4gua desordenadas. Os canais de solvente observados para (3) e (5)
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contribuem para a estabilizacdo de toda a rede cristalina, caracteristica comum em
complexos metélicos (DIAZ-TORRES; ALVAREZ, 2011).

5.1.5 Difrac&o de Raios X por policristais (DRXP)

Neste trabalho, todas formas solidas dos complexos foram analisadas por
DRXP, de forma que os compostos cujas estruturas foram elucidadas por DRXM (2-
5) tiveram seus difratogramas experimental e simulado comparados, a fim de
confirmar a presenca de uma Unica fase cristalina.

Os difratogramas experimental e simulado dos complexos (2) e (4) (Figura 68)
apresentaram boa concordancia entre os perfis, sendo notavel a presenca dos
principais picos previstos pela estrutura determinada por monocristal e auséncia de
picos espurios indicando, portanto, que o bulk policristalino € constituido por uma
Unica fase cristalina. A similarida dos padrdes de (2) e (4) deve-se ao fato de serem

isoestruturais conforme discutido anteriormente.

Figura 68 - Difratogramas simulado e experimental dos complexos (2) e (4).

(2) Simulado

WL A AN A mrh A Pocrn

(2) Experimental

(4) Simulado

Intensidade (u.a)

L Ll

MA...._._.MWM .

(4) Experimental

MWMMMMMW

10 20 20 (graus)30 40 50

Fonte: Da autora.

Em contraposicao, os difratogramas experimental dos complexos (3) e (5) ndo
mostraram concordancia dos picos com os dados simulados a partir das estruturas

determinadas por DRXM, conforme representado na Figura 69.
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Figura 69 - Difratogramas simulado e experimental dos complexos (3) e (5).

(3) Simulado

(3) Experimental

(5) Simulado

Intensidade (u.a)

(5) Experimental

T T T T T T T T
10 20 30 40 50
20 (graus)

Fonte: Da autora.

A principio, estes resultados foram comparados com os difratogramas dos
respectivos ligantes (HB3 e HB5) e do complexo precursor (Figuras 70 e 71), a fim de
se observar resquicios dos reagentes de partida ou novas fases cristalinas. A analise
demonstrou que o0s picos ndo correspondem as fases das HB ou do mer-
[RuCls(dppb)(H20)] sugerindo, portanto, a formag¢ao de novas fases cristalinas.

Uma vez que as outras técnicas de caracterizacdo empregadas indicaram a
identidade de (3) e (5), a diferenca entre os resultados obtidos por DRXM e o bulk
pode estar relacionado a diferentes formas cristalinas solvatada ou
dessolvatada/anidra. As moléculas de solventes ao preencherem espacgos vacantes
na estrutura cristalina podem formar ligacdes de hidrogénio intermolecular com a
molécula hospedeira e assim fornecer maior estabilidade a rede em relacéo a forma
anidra (INFANTES; MOTHERWELL, 2002).

Importante ressaltar, que a presenca de solventes no reticulo cristalino em
complexos é um fato muito comum (DIAZ-TORRES; ALVAREZ, 2011) e n&o inviabiliza
a utilizacdo destes para testes bioldgicos, desde que respeitada a identidade e a
concentracdo permitida de alguns solventes organicos residuais, uma vez que serao
solubilizados e, por conseguinte estes serdo liberados conforme descrito na resolucéo

a sequir.
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Figura 70 - Difratogramas do precursor mer-[RuClz(dppb)(H20)], (HB3) e (3).

mer-[RuCl;(dppb)(H,0)]

(HB3)

Intensidade (u.a)

3

T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50

20 (graus)

Fonte: Da autora.

Figura 71 - Difratogramas do precursor mer-[RuClz(dppb)(H20)], (HB5) e (5).

mer-[RuCl;(dppb)(H,0)]

(HB5)

Intensidade (u.a)

®)

T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50
20 (graus)

Fonte: Da autora.

O emprego de solvatos farmacéuticos no desenvolvimento de medicamentos
ja é abordado com enfoque regulatério, como exposto neste trecho traduzido abaixo,
extraido do documento publicado pela Agéncia Reguladora Europeia (EMA-21 MAY
2015 EMA/CHMP/CVMP/QWP/284008/2015): “Cocristais, hidratos e solvatos sao

mantidos juntos por interacdes fracas, que sdo na maioria dos casos quebradas apos
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a dissolucéo. Isto € 0 mesmo que ocorre com 0s sais. Assim, no que diz respeito a
administracéo oral, a dissolucéo de diferentes formas de um farmaco no estémago ou
no canal intestinal conduzira a liberacdo da mesma substancia, independentemente
da forma administrada.

A validade da presente suposicdo é verificada pela demonstracdo da
bioequivaléncia. Portanto cocristais, hidratos e solvatos podem ser considerados
elegiveis para aplicacdes em medicamentos genéricos, da mesma forma como os sais
séo (artigo 10 (2)(b) da Diretiva 2001/83/CE e artigo 13 (2)(b) da Diretiva 2001/82/CE)
a menos que difira com respeito a seguranca e/ou eficacia” (ANVISA, 2017).

Os demais complexos (1 e 6), para os quais nao foram obtidos cristais para a
determinacao estrutural, também foram submetidos a analise experimental de DRXP
(Figuras 72 e 73) e comparados com seus respectivos ligantes (HB1 e HB6) e
precursor, com o0 proposito de observar fases cristalinas distintas dos reagentes de

partida.

Figura 72 - Difratogramas experimentais do precursor mer-[RuCls(dppb)(H20)],

HB1 e complexo (1).

mer-[RuCl;(dppb)(H,0)]

HBI1

Intensidade (u.a)

1)

10 30 40 50
20 (graus)

Fonte: Da autora.

O difratograma de (1) (Figura 72) demonstrou a formacdo de uma amostra
amorfa, representada pelo difratograma com dois halos, indicando portanto a perda

da ordem de longo alcance na disposi¢cdo dos atomos (TILLEY, 2014). Importante
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mencionar que a forma solida foi seca antes da analise, a fim de evitar erros

operacionais que pudessem favorecer a amorfizagao.

Figura 73 - Difratogramas experimentais do precursor mer-[RuCls(dppb)(H20)],

HB6 e complexo (6).

mer-[RuCl;(dppb)(H,0)]

HB6

Intensidade (u.a)

(6)

T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50

26 (graus)

Fonte: Da autora.

O difratograma do complexo (6) (Figura 73) apresentou picos néo coincidentes
com as fases cristalinas do precursor ou ligantes, sugerindo portanto que todos os
reagentes foram consumidos na sintese e levaram a formacdo de uma nova fase
cristalina, a qual indica um novo composto.

A fim de confirmar se as estruturas (3) e (5) encontravam-se solvatadas ou
dessolvatada/anidra foram realizadas analises térmicas (TGA/DTA) das amostras, as

guais encontram-se discutidas na se¢ao seguinte.

5.1.6 Analises térmicas

A estabilidade térmica dos ligantes HB e seus respectivos complexos (1-6)
foram avaliadas por TGA e DTA simultaneas, em atmosfera de ar sintético.

Todos ligantes (HB1-HB6) apresentaram curvas TG (Figura 74) que indicam
decomposicéo total das amostras, sem a formacdo de massa residual, uma vez que
correspondem a substancias organicas submetidas a elevadas temperaturas sob

atmosfera oxidante.
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Figura 74 - Curvas TG das HB.
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Fonte: Da autora.

HB1-HB5 (Figura 75) apresentaram curvas TG semelhantes com uma Unica
etapa de decomposicdo, indicando término do evento em aproximadamente 400°C.
Distintamente, HB6 demonstrou perfil de decomposicdo com trés eventos. O primeiro
deles nas curva TG-DTA corresponde a desidratacéo (Figura 76-f), compreendendo a
faixa de temperatura entre 30-98°C (evento endotérmico com pico em 89°C na curva
DTA), correspondente a moléculas de agua de cristalizacdo (ROSA et al., 2012), com
perda de massa de 8,07% (Am calculado = -7,25%) equivalente a saida de uma
molécula de agua. Em seguida, observou-se o segundo evento de decomposicao de
HB6 entre 255-500°C com perda de massa de 71,43% (Am calculado = -72,19%)
caracteristico do fragmento C13H-O.

Por ultimo, a decomposicao total do ligante finalizou em 600°C com perda de
massa de 20,50% (Am calculado = 20,55%) compativel as 3 hidroxilas da molécula.
Propde-se aqui a saida na forma radicalar OH’, semelhante a outros trabalhos que
estudaram moléculas fendlicas (MOLDOVEANU, 2019).



Figura 75 - Curvas TG e DTA das HB.
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Nas curvas TG/DTA das HB foi possivel observar o fenémeno fisico de fuséo,

demonstrado pelo pico endotérmico na curva DTA sem variagdo de massa na curva

TG. As temperaturas de fusdo encontram-se indicadas nas curvas DTA e HB6

apresentou a maior temperatura (199 °C), bem como maior estabilidade térmica
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(255°C), devido ser a HB com maior niumero de grupos hidroxilas, fato que permite a
formacdo de um maior numero de ligacdes de hidrogénio intermolecular (HAN et al.,
2017).

As curvas TG dos complexos encontram-se reunidas na Figura 76, sendo
possivel observar mudancgas na dindmica de decomposi¢do quando comparadas com
0s respectivos ligantes, como por exemplo: aumento do niamero de eventos e da
estabilidade térmica, além da formacdo de residuos a elevadas temperaturas,
indicando a presenca de metais na estrutura.

O inicio da decomposicdo dos complexos (1, 2, 3 e 4) ocorreu em
aproximadamente 250°C, sendo que estes apresentaram curvas TG semelhantes
indicando auséncia de solventes nas estruturas, enquanto para (5) e (6) ha evidéncias
do inicio da decomposicdo a partir de 30°C, com perda de massa compativel a
moléculas de agua fortemente ligadas a estrutura, devido ao término do evento ocorrer
em aproximadamente 200°C (WUDDIVIRA et al., 2012).

Figura 76 - Curvas TG dos complexos.
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Fonte: Da autora.

As curvas TG/DTA dos complexos (1-6) estéo representadas nas Figuras 77-
82 e os dados das analises térmicas, bem como o0s possiveis fragmentos de

decomposicéo encontram-se reunidos nas Tabelas 10-15.
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Figura 77 - Curvas TG e DTA de (1).
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Fonte: Da autora.

Tabela 10 - Dados das anélises térmicas do complexo (1) e atribuicdes dos possiveis fragmentos

decompostos.
Am(%) DTA picos
Etapas | AT (°C) | Exp. Calc. (°C) Atribuicdes
Exo. End.
O\/V\A/CHS
334 @
O
1 250-700 -71,98 75,74 494 ZP\RU//O/ )
s cl
600 Q/é; cl
QWCHS
o
2 700-1099 -9,76 -9,86 950 {\/R/:f@
é,P Cl
Residuo 1100 18,26 14,40 RuOzs)

Fonte: Da autora.



Figura 78 - Curvas TG e DTA de (2).
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Tabela 11 - Dados das andlises térmicas do complexo (2) e atribuicdes dos possiveis fragmentos

decompostos.
Am(%) DTA picos
Etapas | AT (°C) | Exp. Calc. (°C) Atribuicdes
Exo. End.
O/CHS
o O
1 240-698 -70,21 -71,03 250 Po 107
65 S
ol o
P o
2 698-1099 -12,89 -12,85 Sk
ép “&c
Residuo 1100 16,90 16,12 RuOzs)

Fonte: Da autora.



Figura 79 - Curvas TG e DTA de (3).
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Tabela 12 - Dados das anélises térmicas do complexo (3) e atribuicdes dos possiveis fragmentos

decompostos.
Am(%) DTA picos
Etapas | AT (°C) | Exp. Calc. (°C) Atribuicdes
Exo. End.
1 242
256-730 68,48 69,23 317
530

2 730-1099 14,07 15,50

Residuo 1100 17,45 15,27

Fonte: Da autora.
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Figura 80 - Curvas TG e DTA de (4).

T T T T T T T T T T T T -104
100 — L _106
9
- -108 @
@D
80 - 3
_ - 110 ®
S &
© L 112 @
% 60 12 3
© =]
= @
--114 o
<
QD
40 ~-116 —
Q
3
118 &
20 I
~-120
T T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200
Temperatura (°C)

Fonte: Da autora.

Tabela 13 - Dados das andlises térmicas do complexo (4) e atribuicdes dos possiveis fragmentos

decompostos.
Am(%) DTA picos
Etapas | AT (°C) | Exp. Calc. (°C) Atribuicdes
Exo. End.
_CH,
0
230
SNgne
1 245-700 -68,67 -71,58 312 P_ /O O
549 Rl{fHO
ép “ad
o-CHs
ol &
2 700-1099 -11,83 -12,61 991 P L7
/Rl‘J\HIO
ép a©
Residuo 1100 19,50 15,81 RuO2s)

Fonte: Da autora.



Figura 81 - Curvas TG e DTA de (5).
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Tabela 14 - Dados das andlises térmicas do complexo (5) e atribuicdes dos possiveis fragmentos

decompostos.
Am(%) DTA picos
Etapas | AT (°C) | Exp. Calc. (°C) Atribuicdes
Exo. End.
1 30-192 -2,92 -2,17 176 H-0
OH
w oo O
2 192-660 -68,36 -70,69 547 P /07 O
B
(g e
3 660-1099 -11,26 -11,10 ;j OH
QT L
P 0”
W0
é/ Ll
Residuo 1100 17,46 16,04 RuOzs)

Fonte: Da autora.



Figura 82 - Curvas TG e DTA de (6).
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Tabela 15 - Dados das analises térmicas do complexo (6) e atribuices dos possiveis fragmentos

decompostos.
Am(%) DTA picos
Etapas | AT (°C) | Exp. Calc (°C) Atribuicdes
Exo. End.
1 30-194 -299 -2.13 H.0
177
OH
227 @@ O
2 194-610 -68.33 -71,24 547 P_ /0O O
R, o
éda
OH
(:K@ O
3 610-1099 -11,22 -10,89 P /07 O
2 Rl o
(gClCI
Residuo 1100 17,46 15,74 RUO2s)

Fonte: Da autora.
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Importante ressaltar que todos os complexos ndo apresentaram um patamar
residual bem definido apds 1000°C, justificando maiores erros percentuais entre as
perdas de massa tedrica e experimental, bem como as respectivas atribuicdes. Este
comportamento observado nas analises foi descrito em um trabalho envolvendo
complexos de ruténio com derivados de fluoroquinolona (UIVAROSI et al., 2011), o
qual relata a formacéo do residuo RuO»(s) em elevadas temperaturas.

A fim de auxiliar nas atribuicbes dos fragmentos decompostos, principalmente
pelo fato de ndo ocorrer estabilizacdo do patamar final (1100 °C), todos residuos
obtidos apds as analises térmicas dos complexos foram analisados por DRXP (Figura
83). A pequena quantidade de sdlidos residuais para cada amostra justifica os
difratogramas obtidos, com picos mais largos e um halo oriundo do porta amostra, no
entanto ainda assim é possivel confirmar a formacdo de RuOys), devido a

concordéancia dos picos com o difratograma do banco de dados (em preto).

Figura 83 - Difratogramas dos residuos de (1-6) apos TGA/DTA.
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Fonte: Da autora.
Nota: RuO, — Inorganic Crystal Structure Database — 84619-ICSD.

Desta forma, as analises térmicas contribuiram para a caracterizacdo dos
complexos, uma vez que permitiram confirmar a composicdo das estruturas e
indicaram a presenca de moléculas de agua em (5) e auséncia em (3). Conforme

discutido anteriormente na secado 5.1.4 de DRXM, estas estruturas possuem
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vacancias que podem ou néo estar preenchidas por moléculas de solventes. Sendo
assim, os monocristais obtidos podem néo ser representativos do bulk justificando a
discordancia dos difratogramas de raios X calculado e experimental, devido a
presencga ou auséncia de moléculas de solvente na rede cristalina. Os resultados da
andlise de (6) também indicaram moléculas de agua na estrutura, enquanto os demais

complexos apresentam-se anidros.

5.1.7 Voltametria ciclica (VC)

As andlises iniciais compreenderam o estudo eletroquimico das HB e
concomitante pesquisa na literatura sobre os processos redox atuantes na molécula.
Trabalhos publicados anteriormente mostram que o comportamento eletroquimico de
derivados de 2-hidoxibenzofenonas (SCHUBERTOVA; HRDLOVIC, 1969) é muito
semelhante aos dos derivados das benzofenonas (ZUMAN et al., 1968), sendo um
caminho de reducéo tipico para compostos com grupo carbonila (KEMULA, W.,
GRABOWSKI, Z.R., KALINOWSKI, 1960; TSIERKEZOS, 2007). Assim, estas reacdes
ocorrem em duas etapas sucessivas envolvendo um elétron (Figura 84), produzindo
primeiro o radical anibnico livre (Bzf), representando uma reducdo reversivel e
posteriormente a forma dianiénica (Bzf>), em que a transferéncia de elétrons é mais

lenta e ocorre a dimerizacéo, este processo € irreversivel (TSIERKEZOS, 2007).

Figura 84 - Reag¢0bes de reducéo das benzofenonas.

Fonte: Adaptado de KEMULA, W., GRABOWSKI, Z.R., KALINOWSKI (1960).
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Embora existam semelhancas no comportamento eletroquimico das BZF e 2-
hidroxibenzofenonas, grupos substituintes sdo capazes de afetar a reducdo da
carbonila por efeitos indutivo e de ressonéncia via anel benzénico (ZUMAN et al.,
1968), ou mesmo por efeitos estéricos, como por exemplo ligacdes de hidrogénio
(SARASWATHI; NARAYAN, 1986).

Grupos doadores de densidade eletronica podem contribuir para a
deslocalizacdo de elétrons ndo emparelhados (ZUMAN et al., 1968), conforme
representado na Figura 85, assim a carbonila tem um aumento de densidade
eletrbnica, fato que dificulta sua reducdo e promove potenciais mais positivos
(SCHUBERTOVA; HRDLOVIC, 1969).

Figura 85 - Efeito de ressonancia ocasionado por grupos doadores (Y) em posicédo para a

carbonila.
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Fonte: Adaptado de ZUMAN et al. (1968).

A utilizacdo de solventes desaerados e atmosfera inerte de fluxo continuo
esteve descrita frequentemente nos trabalhos com ligantes de estruturas analogas
(CHEN; LIU; THANGAMUTHU, 2006; TSIERKEZQOS, 2007), pois estes procedimentos
retardam a formacdo de varias espécies eletroativas. Outro fator observado nas
analises das HB consistiu na passivacao da superficie do eletrodo de trabalho, devido
a producéo de radicais fenoxi instaveis formados a partir da oxidacao eletroquimica
de compostos fendlicos, os quais polimerizam rapidamente (ANDREESCU;
ANDREESCU; SADIK, 2003). Diante do exposto, optou-se por concentrar o estudo
nos processos redox atribuidos ao centro metéalico dos complexos e suas respectivas
variacoes.

Inicialmente o precursor mer-[RuCls(dppb)(H20)] foi analisado e seu
voltamograma encontra-se representado na Figura 86 onde estdo destacados 0s
processos eletroquimicos atuantes. O pico 1 de oxidacdo com Epa = 1034 mV
demonstra um processo irreversivel devido a oxidacdo da bifosfina (dppb), uma vez
gue estudos eletroquimicos anteriores do ligante livre indicam um Epa = 1160 mV
(WOHNRATH, 1999).



153

Figura 86 - Voltamograma ciclico do complexo mer-
[RuCls(dppb)(H20)], PTBA 0,1 mol-L! em
CHCl2  vs Ag/AgCIl, velocidade de

varredura 100 mV-s™.
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Fonte: Da autora.

Enfatiza-se o processo quasi-reversivel em 5 (Epc = -69 mV) e 4 (Epa= 68 mV),
correspondente ao par redox Ru(l11)/ Ru(ll) (DINELLI et al., 1999). Os demais picos (2,
3 e 6) sdo atribuidos aos processos de oxirreducao envolvendo os centros metalicos
Ru("/ " devido a formacdo de um complexo binuclear de ruténio, relatado em
estudos anteriores (WOHNRATH, 1999).

Ao estudar os voltamogramas dos complexos (1-6) (Figura 87) notou-se
auséncia do processo em -69,00 mV, demonstrando que os produtos estéo livres de
resquicios do precursor. Os voltamogramas ciclicos de (3) e (4) exibiram um processo
quasi-reversivel com E,c de 21,57 mV e -16,87 mV, respectivamente, enquanto 0s
demais complexos apresentaram processos irreversiveis correspondente ao par
redox Ru(lll)/ Ru(ll).

Excetuando-se (1), observou-se para os demais complexos (2-6) valores de Epc
mais positivos (Tabela 16) quando comparados com o precursor (-69,00 mV),
indicando que o centro metalico de ruténio esta mais susceptivel a reducdo, como
esperado apoés a substituicdo de um CI- (o e T doador) e uma molécula de agua por
HBs. Diante desses resultados infere-se, portanto, que os atomos de oxigénio dos
grupos carbonila e fenolato de HB2-HB6 s&o menos doadores quando comparado

com os ligantes iniciais (Cl- e H20) do precursor.
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Figura 87 - Voltamogramas ciclicos dos complexos: a) (1), b) (2), ¢) (3), d) (4), e) (5) ef) (6), eletrdlito
PTBA 0,1 mol-L"* em CH.Cl. vs Ag/AgCl, velocidade de varredura 100 mV-s™.
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Em contraposi¢céo, o complexo (1) apresentou o Epc mais negativo quando

comparado com o0s demais (2-6) e o0 precursor

mer-[RuCls(dppb)(H20)],

demonstrando a influéncia dos grupos substituintes das HBs sob a basicidade da

carbonila.



155

Tabela 16 - Valores de Epc para os complexos da série 1 e estrutura
das respectivas HB.

HB Complexos Epc (mV)
mer-[RuCls(dppb)(H20)] -69,00
HB1 (1) -94,14
HB2 2) -52,34
HB3 (3) -21,57
HB4 (4) -16,87
HB5 (5) -37,08
HB6 (6) -63,19

Fonte: Da autora.

Analisando as estruturas das HB, principalmente 0s grupos que encontram-se
na posicao 4 e 4’ do nucleo benzofendnico é possivel fazer uma correlagdo com os
valores de Epc obtidos para os complexos, uma vez que 0s grupos OCH2(CH2)sCH3
(HB1), OCHs (HB2), OH (HB5) e 20H (HB6) atuam por efeito de ressonancia
aumentando a densidade eletrénica na carbonila (CHAUDET; TAMBLYN, 1961;
KYSEL; JANY, 1974) e promovendo os maiores potenciais catédicos na sequéncia
(1)>(6)>(2)>(5). Os resultados sugerem que a extensa cadeia carboOnica ligada ao
atomo de oxigénio de HB1 contribui de forma mais intensa para o aumento de
densidade eletrénica da carbonila, em seguida os dois grupos hidroxilas em posicao
para a carbonila de HB6 superam, respectivamente, a metoxila de HB2 e a hidroxila
de HB5, justificando o segundo maior Epc.

Por fim, os complexos (3) e (4) apresentaram potenciais catddicos que refletem
efeitos eletronicos e estéricos, devido ao grupo hidroxila orto a carbonila favorecer a
formacédo de ligacbes de hidrogénio intramolecular e assim diminuir a basicidade do
grupo carbonila, (KYSEL; JANY, 1974), proporcionando um potencial catddico mais

positivo quando comparado ao precursor.
5.1.8 Analise elementar
Os teores de carbono e hidrogénio obtidos para os complexos da série 1 estao

reunidos na Tabela 17 e os valores tedricos foram calculados considerando os

complexos anidros e hidratados (com uma molécula de agua).
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Tabela 17 - Dados da analise elementar para os complexos (série 1).
%C %H

Calc Calc
Exp Anidro H.0O Exp Anidro H.O
(1) 64,10 63,70 62,48 6,12 5,78 5,89
(2) 60,81 61,09 59,79 5,08 4,76 4,90
(3) 58,90 59,25 58,05 4,61 4,74 4,87
(4) 60,35 59,93 58,68 4,93 4,67 4,81
(5) 59,72 60,67 59,35 4,78 4,59 4,74
(6) 58,68 59,50 58,23 4,36 4,51 4,65

Fonte: Da autora.

Notas: Exp = valores experimentais e Calc = valores calculados.

Desta forma, ao se comparar as porcentagens de carbono e hidrogénio
experimentais com os valores teoricos observou-se resultados mais proximos de
estruturas anidras para (1-4), enquanto para as demais (5-6) os valores denotaram a
presenca de uma molécula de agua nas estruturas, corroborando os dados obtidos

nas técnicas de DRXP e analises térmicas, principalmente para (3) e (5).

5.1.9 Estudos de Quimica Computacional

Neste trabalho empregou-se calculos DFT para explicar a preferéncia da
geometria cis apresentada pelos complexos de Ru(lll) da série 1, conforme elucidado
por DRXM. Ferramentas complementares foram empregadas para determinar os
mapas de potencial eletrostatico (MEP) das estruturas, bem como as cargas atdbmicas
de Milliken e por ultimo simulacdes TD-DFT foram realizadas para avaliar os
espectros de UV-vis obtidos.

Inicialmente, as estruturas elucidadas por DRXM (em azul) foram comparadas
com as calculadas por DFT (em vermelho) utilizando-se o funcional PBEO e a
sobreposicao entre elas demonstrou uma boa correlacdo conforme representado na
Figura 88, apresentando apenas uma ligeira mudanca na orientacdo dos anéis fenil
dos ligantes dppb e HB. A ordem de ligacdo de Mayer e Wiberg foi estimada para
todos os complexos (1-6) (Tabela 18) e indicou que os centros metalicos séo

compostos principalmente por ligagdes o.



Figura 88 - Sobreposicdo das estruturas obtidas por DRXM (em azul)

e calculadas com o funcional PBEO (em vermelho).

Fonte: Da autora.

Tabela 18 - indices de ordem de ligac&o de Mayer e Wiberg na esfera de coordenacéo

dos complexos de ruténio.

indices da ordem de ligac&o de Mayer

Complexos Ru-Cl Ru-P Ru-O C-O
1 0,97 0,98 0,71 0,84 0,40 0,69 1,03 1,47
2 0,98 0,98 0,71 0,85 0,40 0,69 1,02 1,48
3 0,97 1,00 0,71 0,84 0,36 0,69 1,03 1,31
4 0,94 1,02 0,71 0,86 0,34 0,71 1,00 1,33
5 1,00 1,00 0,71 0,84 0,39 0,70 1,01 1,47
6 0,96 1,00 0,71 0,95 0,39 0,71 0,99 1,46

indices da ordem de ligac&o de Wiberg

Ru-O

Complexos

Ru-Cl

Ru-P

C-O

1

o 00~ WD

0,58
0,59
0,60
0,62
0,60
0,62

0,68
0,69
0,67
0,65
0,70
0,68

0,48
0,48
0,48
0,48
0,48
0,48

0,62
0,62
0,62
0,64
0,61
0,63

0,26
0,26
0,25
0,22
0,26
0,24

0,67
0,67
0,67
0,68
0,68
0,69

1,15
1,15
1,15
1,13
1,13
1,13

1,51
1,51
1,39
1,40
1,51
1,50

Fonte: Da autora.

157



158

Tabela 19 - Uma andlise comparativa incluindo a ligagdo o CO em metanol (CHsOH) e a
ligagédo 1 CO em didxido de carbono (CO2), considerando os indices de ordem
de ligacdo de Mayer e Wiberg.

Estrutura Mayer Wiberg
Ligacao-o (CHsOH) 0,95 0,95
Ligacdo-n (COy) 1,97 1,89

Fonte: Da autora.

Informacgdes importantes sobre a distribuicdo de cargas dos complexos foram
obtidas por meio dos mapas de potencial eletrostatico molecular (MEP) (Figura 89),
0s quais indicaram regides de baixa densidade eletronica (em azul) centradas nas
esferas de coordenacdo dos complexos de ruténio, enquanto as regides de alta
densidade eletronica (em vermelho) encontram-se localizadas em dire¢cdo ao anéis
fenil das HB. Particularmente, o complexo (1) apresentou uma extensa cadeia
alquilica proveniente do ligante HB1, denotando uma regido neutra (em verde) com

pequenas regides negativas concentradas nos atomos de carbono.

Figura 89 - Mapas de potencial eletrostatico molecular (MEP)

dos complexos (1) e (2).

-0.001 a.u.

Fonte: Da autora.

Nota: As regides negativas estdo em vermelho, as azuis
estdo associadas as cargas positivas e as verdes
estdo em regides neutras. Os atomos de hidrogénio

foram omitidos nas estruturas para maior clareza.
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A otimizacdo da geometria apresentada pelos complexos também foi estudada
a fim de analisar novas conformacdes de minimo de energia. Observou-se o efeito de
diferentes orientacbes dos atomos de cloro e dos ligantes HB na estabilidade relativa
das estruturas (Figura 90), uma vez que a conformacgéo obtida por DRXM para os
complexos (A) foi a mais estavel e diferencia-se da segunda conformacéo (B) por uma

pequena diferenca de energia (3,0 kcal mol2).

Figura 90 - Andlise comparativa entre: (A) a estrutura otimizada do complexo (2) obtida

por DRXM e (B) o efeito de uma orientacéo diferente dos atomos de cloro e
ligante HB2.

Fonte: Da autora.

Nota: A estabilidade relativa encontra-se entre parénteses (em kcal mol?). Os
momentos de dipolo elétrico (I, em Debye) estdo entre colchetes. Simulacfes
foram realizadas com o funcional PBEO na fase gasosa. Os &atomos de

hidrogénio foram omitidos para maior clareza.

As diferentes possibilidades de coordenacéo dos grupos carbonila e fenolato
das HB também foram avaliadas (Figura 91) e indicaram diferencas de energia quanto
as conformacdes. Analisando o complexo (3) observou-se que a estrutura elucidada
por DRXM (com o atomo de oxigénio da carbonila trans a um fosforo e o atomo de
oxigénio do grupo fenolato trans ao cloro) representada em (A) é mais estavel do que
a estrutura (B) que adota coordenacdo oposta dos grupos coordenantes (atomo de
oxigénio da carbonila trans ao cloro e o atomo de oxigénio do grupo fenolato trans a
um fésforo) e esta variacéo é de aproximadamente 14 kcal mol.

Os resultados discutidos acima enfatizam que as conformacfes obtidas por
DRXM sédo as mais estaveis, entretanto € importante ressaltar que os rearranjos das
estruturas sdo acompanhados por uma grande alteragdo na distribuicdo da carga

atdbmica, levando a uma diminuicao significativa do momento de dipolo elétrico (u) e
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indicando uma distribuicdo mais simétrica da carga liquida, de acordo com a

representacao da Figura 92.

Figura 91 - Andlise comparativa entre a estrutura otimizada do complexo (3) obtida por

DRXM (A) e o efeito de um local de coordenacéo diferente no ligante HB3 (B).

Fonte: Da autora.

Nota: A estabilidade relativa encontra-se entre parénteses (em kcal molt). Os momentos de
dipolo elétrico (4, em Debye) estéo entre colchetes. Simulacdes foram realizadas com
o funcional PBEO na fase gasosa. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para maior

clareza.

Figura 92 - Distribuicdo das cargas atbmicas de Milliken (em u.a.) dos

complexos (2) e (3) apbs o rearranjo unimolecular (B).

-0.6 +0.72

Fonte: Da autora.

Nota: Os &tomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza.
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Avaliou-se também as diferentes geometrias possiveis para os complexos
levando em consideracdo o posicionamento dos atomos de cloro na esfera de
coordenacao (cis ou trans) (Figura 93). Sabendo que o meio no qual a molécula
encontra-se inserida é de grande importancia para estabilidade e dinamica da mesma
(OLIVEIRA, 2018) foi realizado uma simulacéo do solvente empregando-se o modelo
de solvatacao baseado na densidade (SMD). Neste modelo o solvente € levado em
consideracao por meio da sua constante dielétrica, podendo ser polarizado pela
distribuicdo de carga do soluto (OLIVEIRA, 2018). Os resultados do estudo indicaram
uma pequena diferenca da energia livre de Gibbs (AG, a 298,15 K) entre os isbmeros
no estado gasoso, sendo a forma cis obtida por DRXM mais estavel. Entretanto, os
calculos demonstraram que AG pode sofrer aumento em ambas as configuracdes
considerando o efeito de inclusdo do solvente (Figura 94), assim uma constante
dielétrica que aumenta de € = 4,7113 em cloroférmio para € = 24,852 em etanol
desempenha um papel importante na mudanca de configuracdo, devido ao aumento

de AG e indica que a estabilidade relativa do isbmero cis também aumenta.

Figura 93 - Estruturas otimizadas dos complexos de ruténio com os atomos de cloro

posicionados cis e trans.

cis TRANS cis TRANS
O% \m 4
[u=4.9] Lo (=831  [u=34)
0%2 g 5
[u=7.4] (u=1.6)
[u=6.9] [u=2.3]
H“\ 3& 6
[u=9.0] [u=3.0] [u=8.2) [u= 2.4]

Fonte: Da autora.
Nota: Os momentos de dipolo elétrico (4, em Debye) estdo entre colchetes. Os

atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza.
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Figura 94 - Energia livre de Gibbs relativa (AG, a 298,15 K, em kcal
mol™) entre as estruturas com os atomos de cloro cis e
trans na fase gasosa, solventes cloroférmio e etanol
calculados com o modelo SMD.

_ Fase gasosa
6 - P Cloroformio
5.4 I Etanol

Energia livre de Gibbs Relativa kcal mol”

Complexos

Fonte: Da autora.

Observou-se também uma grande diminuicdo do momento de dipolo elétrico,
exceto para a estrutura (1) que apresenta uma grande cadeia alifatica no ligante HB1,
composta por cargas negativas ao longo dos atomos de carbono.

O modelo simples de Hickel (AIHARA, 1999) para avaliacdo dos orbitais
moleculares de fronteira dos complexos demonstrou variacbes de energia
semelhantes entre os orbitais HOMO e LUMO (Figura 95), refletindo uma estabilidade
cinética similar entre os complexos (1-6). Estes sistemas mostraram pequenos valores
de energia quando comparados com outros complexos de ruténio, 0s quais possuem
maior contribuicdo dos orbitais d do ion metalico (DIAS et al., 2020; TABARES et al.,
2019).

O estudo demonstrou que os HOMOs dos complexos (1), (2) e (5) possuem
uma grande contribuicdo dos orbitais d do ion ruténio, dppb e dos cloretos, enquanto
os demais complexos (3, 4 e 6) apresentam os HOMOs essencialmente concentrados
nos orbitais ™ das HB. Os LUMOs estao localizados principalmente na esfera de
coordenacdo, com a contribuicdo dos elétrons do metal e dos pares de elétrons

isolados dos atomos de cloro e oxigénio, bem como dos orbitais m* das HB.
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Figura 95 - Analise dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO (autovalor = 0.05 u.a.) dos complexos da
série 1.

LUMO

1.8

Fonte: Da autora.

Nota: A diferenca de energia entre os orbitais de fronteira esta expressa em elétron-volt (Ev).

Os calculos de TD-DFT para os espectros de UV-vis dos complexos revelaram
contribuicao principal dos LUMOSs que séo caracterizados por uma mistura substancial
entre 0s orbitais metal-ligante. A ampla banda de absorcdo apresentada pelos
complexos na regido visivel do espectro (550-800 nm) é atribuida a TCLML, com uma

pequena contribuicdo de TCMLML na regido acima de 800 nm (Apéndices B-G).

5.2 SERIE 2

5.2.1 Espectroscopia naregido do infravermelho

Os complexos da série 2 (7-8), o ligante HQ e o0s precursores mer-
[RuCls(dppb)(H20)] e cis,trans-[RuClx(PPhs)2(bipy)] foram caracterizados por
espectroscopia na regido do infravermelho (Figura 96-97), a fim de se observar
modificacdes nos espectros, como deslocamentos e/ou auséncias de bandas (Tabela

20), resultados que poderiam indicar a coordenacao.
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A HQ apresenta grande semelhanca estrutural com as HB, desta forma foi
possivel analisar a mesma regido espectral (Figura 96-a). Enfatiza-se a auséncia de
bandas na regido de 3500 cm™ correspondente ao v(O-H), devido ao grupo hidroxila
orto a carbonila facilitar a formacédo de fortes ligacdes de hidrogénio intramolecular
(MERRILL, 1961), de forma analoga as estruturas de HB1 e HB2. Destaca-se também
as bandas em 1672 cm e 1636 cm! referentes ao v(C=0), bem como em 1290 cm™
correspondente ao v(C-O) (SAHA et al., 2013).

Nota-se para o espectro de IV do complexo (7) (Figura 96-a) desaparecimento
das bandas em 3331 e 1612 cm™ referentes ao v(O-H) e 5(0-H) da molécula de 4gua
coordenada, presente no precursor mer-[RuClz(dppb)(H20)] (DINELLI et al., 1999).
Simultaneamente, ocorreu o surgimento das bandas em 511 e 496 cm* atribuidas ao
v(Ru— P) e 476 cm* referente ao v(Ru—0) (NAKAMOTO, 2009).

Observou-se para (7) comportamento analogo ao da maioria dos complexos da
série 1, com deslocamento da banda correspondente ao v(C=0) para menores
ndmeros de onda, indicando enfraquecimento da ligacdo (de 1672/1636 cm™ para
1662/1611 cm™).

Simultaneamente, a ligacao C-O é fortalecida como indica o deslocamento da
banda para maiores nimeros de onda (de 1290 cm™ para 1298 cm™), sugerindo a
coordenacao por meio dos atomos de oxigénio dos grupos carbonila e fenolato,
comportamento similar a outros trabalhos envolvendo diferentes metais com HQ
(DUTTA; HUTT, 1987; WALKER, 1971).

O precursor de (8), cis,trans-[RuCl>(PPhz)2(bipy)] apresentou no espectro de IV
(Figura 97-a) bandas caracteristicas em 1481 e 1433 cm™ correspondentes ao v(C=N)
do anel bipiridinico, 515 e 496 cm™ v(Ru—P) e 459 cm v(Ru-N). As bandas referentes
aos V(Ru-Cl) ndo foram observadas, devido surgirem abaixo de 400 cm™, mais
especificamente em 301 e 267 cm™ (SANTOS et al., 2013).

O espectro de IV do complexo (8) (Figura 97) demonstrou deslocamentos de
bandas assim como os compostos anteriores, principalmente referente aos v(C=0) e
v(C-0O) (Figura 97-b).

A primeira delas deslocou-se para menores numeros de onda (de 1672/1636
cm? no ligante livre para 1649/1585 cm™ no complexo), indicando enfraquecimento da
ligacdo dupla nos grupos carbonila. A segunda banda deslocou-se para maior nimero
de onda (de 1290 cm* para 1306 cm?), comportamento que sugere a coordenacdo

por meio da carbonila e do grupo fenolato da HQ.
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Figura 96 - a) Espectros de FTIR do mer-[RuCls(dppb)(H20)], HQ e (7) e b) regido ampliada dos

espectros de HQ e (7) (1800-1100 cm™).
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Fonte: Da autora.
Notas: mer-[RuCls(dppb)(H20)] - 3331 cm™* (m) v(O-H); 3049 cm (f) v(C-H) aromaético; 2931 e 2866

cm (f) v(C-H) alifatico; 1612 cm™ (F) 3(O-H), 1485-1433 cm™ (m-F) v(C=C) aromaético; 1192,
1088 e 1009 cm™ (F a m) v(P-C)aromatico; 814 cm™ (C-H) aromatico (m); 745 cm™* (m) y(C-
H) aromatico; 690 cm® (F) y(C-H); 514, 499 cm™ (F, f) v(Ru-P) e 488 cm™ (f) v(Ru-O).

HQ - 3040 cm (f) v(C-H) aromatico; 1672, 1636 cm™ (F) v(C=0) carbonila; 1587, 1506 e 1454
cm™(m aF)v(C=C) aromatico; 1360, 837 cm™* (F) 8(C-H) aromatico; 1290 cm™* (F) v(C-O) fenol;
777 e 705 cm* (F) y(C-H) aromatico.

(7) 3055 cm™ (f) v(C-H) aromatico; 2940, 2910 e 2848 cm™ (f) v(C-H) alifatico; 1662, 1611 cm"
1 (F) v(C=0) carbonila; 1572,1528, 1483 e 1433 cm™ (f a F) v(C=C) aromatico; 1368 (F) e 808
cm™(m) 8(C-H)aromatico, 1298 cm™* (F) v(C-O) fenol; 736 e 694 cm™* (F) y(C-H) aromatico; 511
e 496 cm™ (m) v(Ru-P) e 476 cm™ (f) v(Ru-O). F = forte, m = média, f = fraca, v = estiramento

ou deformacdo axial, & = deformacéo angular no plano e y = deformacgé&o angular fora do plano.
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Figura 97 - a) Espectros de FTIR de cis,trans-[RuClz(PPhz)z(bipy)], HQ e (8) e b) regido ampliada dos
espectros de HQ e (8) (1800-1100 cm™™).
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Fonte: Da autora.

Notas: cis,trans-[RuClz(PPhs)(bipy)] - 3061 cm™? (f) v(C-H) aromatico; 1481, 1433 cm™ (m e F)
v(C=N); 773 cm™ (m) 3(C-H) aromatico, 746 e 696 cm™ (m e F) y(C-H) aromatico; 515 e 496
cm? (F) v(P-F); 459 cm™ (f) v(Ru-N).

HQ - 3040 cm (f) v(C-H) aromatico; 1672, 1636 cm™ (F) v(C=0) carbonila; 1587, 1506 e 1454
cm™(m a F) v(C=C) aromatico; 1360, 837 cm* (F) 5(C-H)aromatico; 1290 cm* (F) v(C-O) fenol;
777 e 705 cm* (F) y(C-H) aromatico.

(8) 3057 cm™ (f) v(C-H) aromatico; 1649, 1585 cm™ (m) v(C=0) carbonila; 1502,1433 e 1396
cm™(m a F) v(C=C) aromatico; 1306 cm™* (m) v(C-O) fenol; 839 e 557 cm™ (F e m) v(P-F); 738
(f) 3(C-H) aromaético; 696 cm™ (m) y(C-H) aromatico; 518 e 513 cm™ (m) v(Ru-P); 492 cm™ (f)
v(Ru-0); 461 cm? (f) v(Ru-N); F = forte, m = média, f = fraca, v = estiramento ou deformacéo

axial, & = deformacao angular no plano e y = deformacéo angular fora do plano.
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Tabela 20 - Principais bandas e atribui¢cdes dos espectros de IV dos precursores, HQ e novos

complexos.
Atribuicdes mer- C,t- HQ (7) (8)
(intensidades) [RuClz(dp [RuCly(PP
pb)(H20)]  ha)2(bipy)]
v(O-H) (m) 3331 - - - -
v(C-H) aromatico(f) 3049 3061 3040 3055 3057
v(C=0) carbonila (F) 1672, 1662, 1649,
- - 1636 1611 1585
6(0O-H) (F) 1612 - - - -
v(C=N) (F) - 1481,1433 - - -
1192 (f)
V(P — C)aromatico 1088 (m) - - - -
1009 (f)
v(C=C) aromatico 1485-1433 - 1587a 1572a 1502 a
(m-F) 1454 1433 1396
v(C-O) aromético 1290 1298 1306
(F-m) - -
0(C-H) aromatico
(m-f) 814 773 837 808 738
y(C-H) aromatico
(m-F) 745 746, 777,705 736, 696
696 (F) 694
v(Ru- P) (m) 514, 499 515, 496 - 511, 518,
496 513
V(P-F) (F) e 5(P-F) - - - - 839 e
(m) 557
v(Ru-0) (f) 488 - - 476 492
v(Ru-N) (f) - 459 - - 461

Fonte: Da autora.

Notas: - = auséncia de banda, F = forte, m = média e f = fraca. v = estiramento ou deformacéo

axial, & = deformacao angular no plano e y = deformacéo angular fora do plano.
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Bandas de forte intensidade também foram identificadas no espectro de (8) em
839 e 557 cm! correspondentes ao v(P-F) e 5(P-F), respectivamente, indicando a
presenca do contra ion PF¢™ na estrutura. Bandas em 518 e 513 cm! referentes aos
v(Ru-P) também foram identificadas, assim como as de fraca intensidade em 492 cm
1 v(Ru-0) e 461 cm? v(Ru-N) (NAKAMOTO, 2009).

5.2.2 Espectroscopia de absorcdo naregido do ultravioleta-visivel

A presenca de ligacdes duplas conjugadas em um sistema extenso como as
antraquinonas faz com que absorvam comprimentos de onda na regiéo ultravioleta e
visivel (DIAZ-MUNOZ et al., 2018), fato que foi observado no espectro de UV-vis da
HQ (Figura 98), o qual apresentou trés bandas em 257, 333 e 407 nm, sendo ambas
de elevada absortividade molar (¢ = 10* L-molt-cm) atribuidas a TCIL T—Tm*
(ANOUAR et al., 2014). Embora a molécula apresente dois grupos carbonilas, infere-
se que as transicdes n—1* do par de elétrons dos atomos de oxigénio das carbonilas
sejam suprimidas pelas bandas citadas anteriormente, devido este tipo de transicao

eletrbnica apresentar baixa intensidade de absorgao (Al = 0), caso ocorra.

Figura 98 - Espectro de UV-vis de HQ em
CH2Cl2 2,65 x 10° mol-L™.
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Fonte: Da autora.

A posicao e intensidade das bandas de absorcéo sao fortemente afetadas pela
natureza dos substituintes auxocromos (hidroxilas) e do ambiente (solventes polares

ou apolares), pois ligacdes de hidrogénio intramoleculares causam deslocamentos
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para maiores comprimentos de onda devido a formacdo de um pseudo-anel,
ocasionando a extensdo do sistema conjugado (ANOUAR et al., 2014) conforme

representado na Figura 99.

Figura 99 - Ligacéo de hidrogénio
intramolecular da HQ.
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Fonte: Da autora.

O espectro de UV-vis de (7) (em vermelho) (Figura 100) apresentou
deslocamento das bandas caracteristicas de HQ para maiores comprimentos de onda,
além do surgimento de uma banda em 668 nm, justificando a coloracdo verde do

complexo (Figura 101).

Figura 100 - Espectros de UV-vis dos complexos (7) e (8) em CH2Cl..
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Fonte: Da autora.
Nota: Concentracgdes de (7) 1,63 x 10° mol-L* e (8) 1,27 x 10° mol-L™.

Sugere-se, portanto, que a banda em 248 nm com elevada absortividade molar
e o ombro em 286 nm sejam originadas por TCIL m—1* provenientes dos anéis
aromaticos da dppb (WOHNRATH, 1999) e HQ (ANOUAR et al., 2014), enquanto as

demais (341, 455 e 668 nm) estejam relacionadas a TCLM, conforme relatado para
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outros complexos de Ru(lll) (EJIDIKE; AJIBADE, 2015, 2016; RAJU et al., 2012;
VENKATACHALAM).

Figura 101 - Cores dos
complexos
da série 2.
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Fonte: Da autora.

Da mesma maneira, as bandas com maiores absortividades molares (252 e 296
nm) no espectro de (8) sdo atribuidas a TCIL m—1*dos anéis aromaticos da PPhs,
bipy e HQ. O Ru(ll) em um campo octaédrico, pode apresentar duas configuracdes
eletrénicas para o ion metalico: tg*g e5 (spin alto) ou t26g (spin baixo) (Figura 102).
Considerando que a maioria dos ligantes que compdem a esfera de coordenacéo de
(8) séo de campo forte, ou seja, sdo bons receptores m (PPhs e bipy), a carga do
metal, as absortividades molares associadas as bandas de absor¢céo observadas no
espectro, infere-se que este complexo seja de spin baixo e as bandas observadas
sejam originadas de TCML, podendo envolver os orbitais dmmRu—1*(bipy),
comumente observadas em complexos analogos de Ru(ll) (BARBOSA et al., 2014a;
SANTOS et al., 2013).

A cor roxa de (8) (Figura 101) ndo pbde ser prevista facilmente observando o
espectro de UV-vis, uma vez que ocorreu a presenca de duas bandas de diferentes
energias (425 e 528 nm) na regido visivel e, portanto, a cor final visualizada é
resultante da cor predominante apoés as diversas absor¢des serem removidas da luz
branca (MIESSLER; FISCHER; TARR, 2014).

Enfatiza-se ainda que as bandas referentes as transicdes d-d ndo foram

visualizadas nos espectros de UV-vis de (7-8), possivelmente por apresentarem
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pequenos valores de absortividade molar (MIESSLER; FISCHER; TARR, 2014) e

estarem suprimidas pelas bandas correspondentes as transferéncias de carga.

Figura 102 - Representacdo dos orbitais d em um
campo octaédrico para a configuragdo

eletrénica db.

1T TN
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Fonte: Da autora.

Na Tabela 21 estdo reunidos os comprimentos de onda de absorgao (A),
absorbancia (Abs), absortividades molares (g) do ligante HQ e novos complexos, bem

como suas atribuicdes.

Tabela 21 - Coeficientes de absortividade molar (€) e atribuicbes das bandas (série 2).

(continua)
Compostos A (nm) € Transicoes eletronicas
(Abs) (L- mol™*-cm™)
257 (0,9543) 36.011 TCIL T — m*
272 (0,4715) ombro TCIL T —> 1
HQ 282 (0,4113) ombro TCIL T —> 1
333 (0.0944) 3.562 TCIL T — m*
407 (0,1923) 7.257 TCIL T — m*
248 (1,1663) 71.552 TCIL T — m*
286 (0,3841) ombro TCIL T —> 1™
(7 341 (0,1886) ombro TCIL T — m* e TCLM
455 (0,1768) 10.847 TCIL T — m* e TCLM

668 (0,0955) 5.859 TCLM
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Tabela 21 - Coeficientes de absortividade molar (g) e atribuigbes das bandas (série 2).

(concluséo)

Compostos A (nm) g TransicOes eletronicas
(Abs) (L- molt.cm™)
252 (1,0400) 81.889 TCIL T — m*
296 (0,5614) 44.204 TCIL T — m*
(8) 350 (0,1611) ombro TCML dmRu — 1*(bipy)
425 (0,1531) ombro TCML d1mRu — 11*(bipy)
528 (0,2354) 18.535 TCML dmrRu —1*(bipy)

Fonte: Da autora.

Célculos TD-DFT semelhantes aos que foram realizados para a série 1 serdo
incluidos no artigo que se pretende publicar com a série 2 de forma a confirmar as

transicOes eletrbnicas propostas nesta se¢cao

5.2.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Importante ressaltar neste trabalho que apenas o complexo (8) contendo Ru(ll)
foi analisado por esta técnica, os demais compostos apesar de possuirem ligantes
fosfinicos apresentam um centro paramagnético Ru(lll), o qual afeta fortemente o
campo magnético local de cada nucleo que apresenta momento angular resultante,
originando sinais ndo tdo bem definidos quanto os de compostos diamagnéticos
(HOUSECROFT; SHARPE, 2012). Os elétrons desemparelhados geram um grande
campo magnético local causando uma diferenca de energia entre os estados de spin
nuclear e induzindo um relaxamento rapido dos mesmos, fato que aumenta
significativamente a ressonancia e da origem a sinais intensos e alargados no
espectro (NOVOTNY et al., 2018).

Diante do exposto, estudou-se inicialmente o espectro de RMN de 3'P{*H} do
precursor cis,trans-[RuCl>(PPhs)2(bipy)], o qual apresenta um singleto em 21,53 ppm
demonstrando equivaléncia entre os atomos de fosforo em um ambiente quimico em
gue os ligantes PPhs estéo trans entre si (BATISTA et al., 2001; OLIVEIRA, 2014).

O complexo (8) exibiu um singleto em 25,05 ppm (Figura 103), o qual
demonstra a manutencgéo da equivaléncia dos nucleos de fosforo, indicando que eles

permanecem trans entre si. Entretanto, o deslocamento do sinal para maior frequéncia
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sugere maior desblindagem dos &tomos de fosforo apontando a coordenacdo do
ligante HQ, devido ao menor carater doador de densidade eletrénica dos atomos de
oxigénio quando comparado aos dois atomos de cloro. Notou-se também um septeto
em -144,50 ppm, que representa o acoplamento mutuo entre diferentes nucleos

magneticamente ativos como ocorre com o fésforo e flior do contra-ion PFe-

Figura 103 - Espectro de RMN *'P{*H} do complexo (8) em CH.Cl/D-0.
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Fonte: Da autora.

Os espectros de RMN *H do ligante isolado (HQ) e do complexo (8) estdo
representados na Figura 104 - a) e b) respectivamente, onde comparando-se ambos
nota-se como primeira evidéncia da coordenacédo ao metal auséncia do sinal em 12,60
ppm referente a hidroxila do ligante, confirmando a desprotonacéao.

Observou-se também a blindagem dos hidrogénios H5 e H8 (Figura 104-b),
indicado através dos deslocamento dos sinais para menores frequéncias (de 8,33-
8,28 ppm para 8,09-8,02 ppm).

Na Tabela 22 encontram-se reunidos os deslocamentos quimicos observados
nos espectros de RMN H, no entanto alguns destes ndo foram possiveis serem
atribuidos devido as sobreposicdes de sinais, principalmente na regiao referente aos
hidrogénios dos anéis aromaticos. Ressalta-se ainda a concordancia dos valores

dasintegrais com a estrutura esperada.
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Figura 104 - a) Espectro de RMN *H da HQ em CDCls.
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Tabela 22 - Deslocamentos quimicos dos espectros de RMN 'H da HQ e (8).

Compostos H1 H5, H8 H4, H6 e H7 H3 H2
7,681t 7,291
HQ 12,60s 8,33-8,28 m 7,84-7,78 m 2Jpp = 2Jp.p =

7,50 Hz 7,00 Hz
(8) - 8,09-8,02 m - - -

Fonte: Da autora.

Notas: - = auséncia de sinal, s = singleto, m = multipleto e t = tripleto.

Analisando os espectros de RMN 3C{*H} do ligante livre e do respectivo
complexo (Figura 105 - a e b) observou-se significativas mudangas, como por exemplo
no espectro de (8) o sinal referente ao C1 deslocou-se para maiores frequéncias (de
162,90 para 170,56 ppm) apontando a desblindagem do nucleo, assim como 0s
carbonos vizinhos C2 e C13 (Tabela 23).

Figura 105 - a) Espectro de RMN *3C{*H} da HQ em CDCls.
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Fonte: Da autora.
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Tabela 23 - Deslocamentos quimicos dos espectros de RMN 3C {*H} da HQ e (8).
C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7
HQ 162,90 124,69 137,08 119,88 127,24 134,51 135,00
(8) 170,56 124,77 135,93 119,26 126,12 134,51 134,88
Ad -766 -0,08 +1,15 +0,62 +1,12 0 +0,12

C8 C9 C10 Cl1 C12 C13 Cl4
HQ 127,75 188,99 182,72 133,53 133,95 116,48 133,79
(8) 126,69 182,92 178,18 133,49 133,62 118,42 133,56
Ad +1,06 +6,07 +4,54 +0,04 +0,33 -1,94 +0,23

Fonte: Da autora.

Em contraposicéo, os carbonos 9 e 10 foram fortemente blindados, fato que
sugere a coordenacéo pelos grupos carbonila e fenolato. A blindagem da carbonila
(C9) pode ser justificada pela natureza aceptora de densidade eletronica (orbital 1)
deste grupo (GOODEN et al., 1997), o qual pode receber elétrons do Ru(ll). Os
deslocamentos quimicos e respectivas atribuicbes encontram-se reunidos na Tabela
23. Os sinais referentes aos demais carbonos demonstraram redistribuicdo da
densidade eletronica deslocando-se para menores frequéncias, devido HQ possuir um

extenso sistema 11 deslocalizado.

5.2.4 Condutimetria

As medidas de condutividade molar obtidas em diclorometano para os

complexos desta série encontram reunidas na Tabela 24.

Tabela 24 - Condutividade molar dos complexos da série 2.

Complexos Condutividade Molar
ohm*cm? mol* (T °C)

@) 0,34 (20,1)

(8) 46,50 (20,2)

Fonte: Da autora.
Nota: Faixa de condutividade molar em CH2Cl2: Composto

neutro < 12 ohm-cm2mol?; 1:1 12-77 ohm-*cm?mol?
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Os resultados indicaram eletrélito neutro para (7), pois sua condutividade molar
manteve-se abaixo de 12 ohm*cm?mol? (faixa do CH2Cl; neutro < 12 ohmtcm?mol?
) (GEARY, 1971), enquanto para (8) foi confirmado a presenca de um contra ion,
devido o valor de condutividade molar encontrar-se na faixa entre (12-77 ohm*cm?
mol?) (GEARY, 1971) (Tabela 24).

Os resultados sugerem, portanto, coordenacéo da HQ na forma anidnica apés
a desprotonacao da hidroxila do grupo fendlico, de forma analoga as HB.

5.2.5 Difrag&o de raios X por monocristal

A elucidacéo estrutural do complexo (7) por meio de DRXM (Figura 106)
permitiu confirmar os resultados obtidos nas técnicas anteriores e 0s principais dados
cristalogréficos, de coleta e refinamento encontram-se sumarizados na Tabela 25.

Analogamente aos complexos da série 1, (7) € hexacoordenado e apresenta
geometria octaédrica distorcida, sendo que os atomos de cloro encontram-se em
posicao cis, uma vez que o atomo O1 do grupo carbonila esta trans ao atomo P1 da
dppb e o atomo de O2 do grupo fenolato esta trans ao atomo Cl2. A estrutura

apresenta-se anidra.

Figura 106 - Representacéo estrutural da unidade assimétrica do
complexo (7) com poliedro demonstrando
geometria octaédrica distorcida ao redor do cétion
Ru(ll).

Cl1

Fonte: software Mercury (versdo 4.2.0) MACRAE et al. (2008).
Nota: Os &tomos de hidrogénio foram omitidos para maior

clareza as representacgoes.



178

Tabela 25 — Principais dados cristalograficos do complexo (7).

Complexo (7)
Foérmula empirica Ca2H35Cl203P2RuU
Peso molecular (g/mol) 821,61
Temperatura (K) 296
Comprimento de onda (A) 0,71073
Sistema Cristalino Monoclinico
Grupo Espacial P2i/c

Parametros de célula (A)

)
Volume(A3)
Z
Densidade (Mg.m3)
Coeficiente de absorcdo(mm-?)
F(000)
Intervalo © da coleta de dados (°)

Limite de indices

Reflexdes coletadas/ Reflexdes
independentes
Completeza de 6 (%)

Método de refinamento

Dados / restricbes / parametros

GooF

indices R final[I>2sigma(l)]

a=12,7580(6)
b =10,1642(4)
c =27,9431(10)
B =94,237(4)
3613,6(3)
4
1,510
0,710
1676
2,565 a 27,103
-16<h=<14
-13<k=<13
-35<1=<35
39931/ 7953
[R(int) = 0,0361]
99,9
Minimos quadrados de matriz
completa
7953/ 0 /451

1,147
R1 =0,0343,
wR2 = 0,0704

Fonte: Da autora.
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Observa-se que (7) possui geometria intramolecular comparavel as
observadas para a série 1 (2-5), como exemplificado fazendo-se a sobreposicédo de
(2) e (7), considerando no célculo os pares de atomos homologos da esfera de

coordenacao (metal e os seis atomos a ele ligados) (Figura 107).

Figura 107 - Sobreposi¢cédo das estruturas (2) e (7) selecionando

os cations Ru(lll) e os seis atomos homologos na

esfera de coordenacéo.

Fonte: software Mercury (versdo 4.2.0) MACRAE et al. (2008).
Nota: Os atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza

as representacoes.

Os principais comprimentos de ligacBes e angulos apresentados por (7)
encontram-se reunidos na Tabela 26. Nota-se comportamento semelhante aos
complexos da série 1, em que a ligacdo Ru-P2 2,3715(7) A é maior do que a ligagéo
Ru-P1 2,2957(7) A. Tal comportamento se deve aos atomos de fosforo estarem
suscetiveis a diferentes efeitos trans (DIAS et al., 2018; MONTEIRO et al., 2010), CI1
por possuir maior carater o-doador em relacdo ao atomo de oxigénio carbonilico (O1)
compete de forma mais intensa com o atomo trans a ele (P2), gerando repulséo
eletrbnica devido compartilharem os mesmos orbitais do metal e assim a ligacdo Ru-
P2 possui maior comprimento (MIESSLER; FISCHER; TARR, 2014).

Os diferentes efeitos ocasionados pelos atomos trans também explicam o
maior comprimento da ligacdo Ru-Cl1 2,3780(7) A em relacdo a Ru-CI2 2,3260(7) A.

Neste caso, o atomo P2 tem um efeito trans mais forte do que o atomo O2, devido a
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capacidade do atomo de fésforo fazer retroligagdo com o cation metalico (MIESSLER,;
FISCHER; TARR, 2014).

Em contraposic¢io, a ligagdo Ru-02 (1,9963(18) A) é a mais curta da esfera de
coordenacio de (7), inferior inclusive a Ru-O1 (2,1013(17) A), consequéncia da carga
negativa de O2 e também devido ao efeito exercido pelo atomo trans a ele (CI2).

O efeito trans exercido pelos &tomos e discutido anteriormente em (7) também
contribui para a distorcdo da geometria octaédrica, apresentando como maiores e
menores desvios os angulos formados entre as ligagdes P1-Ru-CI2 95,85(3)° e Cl1—
Ru—O1 83,71(6)°, respectivamente.

Tabela 26 - Principais comprimentos de ligagdes (A) e angulos (°) de (7).

Comprimentos de ligac6es (A) Angulos (°)
Ru-P1 2,2957(7) P1—Ru—P2 93,84(3)
Ru-P2 2,3715(7)  P1—Ru—cCl1 90,46(3)

Ru—Cl1 2,3780(7)  P1—Ru—ClI2 95,85(3)
Ru—ClI2 2,3260(7)  P1—Ru—O02 93,37(5)
Ru—O1 2,1013(17)  P2—Ru—ClI2 86,67(3)
Ru—O02 1,9963(18)  P2—Ru—O1 92,00(6)
C29—01 1,228(3) P2—Ru—02 87,59(6)
C31—02 1,288(3)  CI1—Ru—CI2  93,99(3)
C33—03 1,215(4) Cl1—Ru—O1 83,71(6)

Cl1—Ru—02 91,06(6)

Cl2—Ru—O01 83,76(6)

O1—Ru—02 87,60(6)
Fonte: software Mercury (versdo 4.2.0) MACRAE et al. (2008) para as medidas de

angulos e comprimentos das ligacdes.

O empacotamento cristalino de (7) € estabilizado por ligacdes de hidrogénio
classicas e nédo classicas, sendo que a primeira ocorre entre os atomos de hidrogénio
H7 (doador) e cloro CI32 (receptor) (D...A = 2,863 A), enquanto a segunda envolve os
atomos de carbono C27 (doador) e cloro CI33 (receptor) (D ... H=093A D .. A=

3,418 (5) A, H ... A=2,670 A, DH ... A = 138,0°), conforme representado na Figura
108.
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Figura 108 - Empacotamento cristalino do complexo (7) estabilizado por
ligagcdes de hidrogénio classicas e ndo classicas ao longo

do eixo c.

Fonte: software Mercury (versdo 4.2.0) MACRAE et al. (2008).
5.2.6Difrac&o de raios X por policristais

A forma sélida do complexo (7) foi analisada por DRXP (Figura 109), a fim de
se comparar com o difratograma simulado a partir do monocristal. Observou-se boa
concordancia entre os difratogramas, com a presenca dos principais picos previstos e

auséncia de picos espurios, confirmando a pureza do bulk.

Figura 109 - Difratogramas simulado e experimental do complexo (7).

(7) Simulado

Intensidade (u.a)

(7) Experimental

10 20 30 40 50
20 (graus)

Fonte: Da autora.
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Para esta série de complexos também foi realizado DRXP do precursor
cis,trans-[RuClx(PPhz)2(bipy)], ligante HQ e do complexo (8) (Figura 110) com o

objetivo de identificar fases cristalinas diferentes dos reagentes de partida.

Figura 110 - Difratogramas de cis,trans-[RuClz(PPhz)2(bipy)], HQ e (8).

cis,trans-[RuCl,(PPh,),(bipy)]

HB

Intensidade (u.a)

®)

T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50
20 (graus)

Fonte: Da autora.

O difratograma de (8) apresentou um perfil de difracdo distinto do ligante e
precursor, demonstrando a formacdo de uma nova fase cristalina que atribuimos ser
do complexo. A aparente auséncia dos picos mais intensos dos reagentes de partida
sugerem que 0s mesmos nao estado presentes no produto obtido e que o bulk possa

ser monofasico contedo apenas o complexo.

5.2.7 Andlises térmicas

O ligante HQ e os complexos sintetizados tiveram suas estabilidades térmicas
avaliadas por meio de TG e DTA, buscando estudar possiveis fendmenos fisicos e/ou
guimicos das moléculas, bem como informacfes sobre a presenca de solventes
pertencentes as estruturas.

De acordo com a curva TG da HQ (Figura 111) a decomposicdo total da
molécula ocorreu em uma Unica etapa até aproximadamente a temperatura de 300°C.
Trés picos endotérmicos foram observados na DTA, sendo o primeiro em 178 °C muito

pequeno analogo a um ombro e refere-se provavelmente a alguma contaminacgéo,
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comportamento similar ao observado para 9,10-fenantrenoquinona (SOUSA et al.,
2012). Embora os dados da literatura apontem que a temperatura de fusédo da HQ
ocorra entre 192-194°C, nas condi¢Bes deste experimento ndo foi possivel obter
resultados que pudessem ser correlacionadas ao evento fusao, uma vez que 0s outros
dois picos endotérmicos apontados na DTA sdo acompanhados por perda de massa
na curva TG, assim ha evidéncias de que ocorram os fendmenos de sublimacéo
(201°C) seguido de decomposicéo (275°C).

Figura 111 - Curvas TG e DTA da HQ.
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Fonte: Da autora.

A sublimacdo de outras antraquinonas antes de atingir a temperatura de
decomposicéo ja foi relatada na literatura (MOLDOVEANU, 2019) e pode também ser
justificada pela pequena massa molar do ligante, quantidade de amostra utilizada e/ou
condi¢cBes de aquecimento da analise (SOUSA et al., 2012; ZHANG et al., 2010).

As curvas TG e DTA dos complexos (7) (Figura 112) e (8) (Figura 113)
mostraram-se distintas do respectivo ligante, sendo possivel observar aumento do
namero de eventos de decomposicdo e presenca de massa residual indicando,
portanto, a formacdo dos complexos. Os dados das analises térmicas de (7), bem

como os possiveis fragmentos de decomposi¢cdo encontram-se reunidos na Tabela
27.
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Figura 112 - Curvas TG e DTA de (7).
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Fonte: Da autora.

Tabela 27 - Dados das analises térmicas do complexo (7) e atribuicbes dos possiveis fragmentos

decompostos.

Am(%) DTA picos
Etapas | AT (°C) | Exp. Calc. (°C) Atribuicdes
Exo. End.

C O
1 250-600 -66,89 -68,82 248 @g\?/o

515 2 P

560 Q/é cl

o5
2 600-1099 -12,55 -14,98 (iE; o Q

Residuo 1100 20,56 16,20 RuOz)

Fonte: Da autora.



185

A estabilidade térmica de (7) até aproximadamente 250°C (Figura 112), revelou
auséncia de solventes na estrutura, conforme demonstrado também por técnicas
citadas anteriormente (IV, DRXM).

Duas etapas de decomposicao foram observadas, a primeira com término em
aproximadamente 600°C e a segunda ndo ¢ finalizada até 1100°C, demonstrando
comportamento analogo aos complexos da série 1. Como relatado anteriormente, a
auséncia de um patamar residual apés 1000°C implica em maiores erros percetuais
entre as perdas de massa teorica e experimental, bem como as respectivas
atribuicoes.

O complexo (8) demonstrou estabilidade térmica até a temperatura de 245°C
(Figura 113), indicando auséncia de solventes na estrutura. A decomposi¢&o ocorreu
em uma unica etapa (Tabela 28) com término em aproximadamente 600°C, seguido

de ganho de massa com posterior formacao do residuo.

Figura 113 - Curvas TG e DTA de (8).
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Fonte: Da autora.

Os residuos obtidos apés as andlises térmicas dos complexos (7) e (8) foram

analisados por DRXP (Figura 114) com a finalidade de auxiliar nas proposi¢coes dos
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fragmentos decompostos, principalmente porque ambos nao apresentaram um

patamar até 1100 °C na curva TG.

Tabela 28 - Dados das analises térmicas do complexo (8) e atribuicbes dos possiveis fragmentos

decompostos.
Am(%) DTA picos
Etapas AT (°C) Exp. Calc. (°C) Atribuicdes
Exo. End.
278 @KPQ F
1 245630 -91,77 -91,21 336 SN0
7z N/Ru\oi'o F \F
420 I |
530 o é@
2 630-1100 +3,69 +2,78 02
Residuo 1100 11,92 11,57 RuUOzs)

Fonte: Da autora.

Figura 114 - Difratogramas dos residuos de (7) e (8) apds TGA/DTA.
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Fonte: Da autora.
Nota: RuO, - Inorganic Crystal Structure Database — 84619-ICSD.
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A pequena quantidade de amostra justifica o halo amorfo, a baixa cristalidade
do produto residual (cristalitos provavelmente nanométricos) e 0os picos mais largos
da fase RuO: nos difratogramas. Entretanto, é possivel confirmar a formacédo de
RuO2s), devido a concordancia entre os picos com o difratograma do banco de dados
(em azul) (Figura 114).

Desta forma, os resultados obtidos por meio das andlises térmicas indicaram
auséncia de solventes nas estruturas e estdo de acordo com as propostas iniciais de
(7) e (8) para suas formulas estruturais. Adicionalmente, notou-se distinta dindmica de
decomposicdo térmica de (8) em relacédo a (7), a qual pode estar relacionada aos
diferentes estados de oxidag&o do ion metélico e dos demais ligantes envolvidos na
esfera de coordenagdao.

5.2.8 Voltametria ciclica

Analogamente as HB, o ligante HQ quando submetido a analise por voltametria
ciclica é reduzido em duas etapas (Figura 115), inicialmente o radical aniénico é
formado (semiquinona) e em seguida a forma dianibnica ocorre em potenciais mais
negativos (MACIAS-RUVALCABA; EVANS, 2010), gerando dois processos catédicos,
sendo o primeiro completamente reversivel e o segundo quasi-reversivel (GUIN; DAS;
MANDAL, 2011). Em uma ultima etapa, quando a acidez do meio é alta pode ocorrer
rapidamente a protonacdo gerando como produto derivados de hidroquinona (GUIN;
DAS; MANDAL, 2011).

Diversos parametros na medida eletroquimica devem ser levados em
consideracdo ao estudar quinonas, como por exemplo: polaridade de solventes,
natureza do eletrélito suporte, ligacbes de hidrogénio intra ou intermoleculares e
presenca de aditivos acidos ou basicos, uma vez que estes desempenham papel
crucial na estabilizacdo de formas reduzidas da molécula (GUIN; DAS; MANDAL,
2011).

Assim como as HB, o ligante HQ pode produzir radicais fenéxi instaveis que
polimerizam sob a superficie do eletrodo (ANDREESCU; ANDREESCU; SADIK, 2003)
dificultando as andlises.

Diante do exposto, o0 estudo eletroquimico da série 2 também concentrou-se na
investigacdo dos processos redox relacionados ao ion metalico central dos complexos

e suas variagoes.
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Figura 115 - Reacdes de reducédo de HQ.

o} OH

Fonte: Adaptado de GUIN; DAS; MANDAL (2011).

Analisando o complexo (7), obteve-se um voltamograma ciclico (Figura 116) de
um processo quasi-reversivel e Epc = 40,36 mV, denotando maior facilidade de
reducdo do centro metalico, quando comparado com o0 respectivo precursor mer-
[RuCls(dppb)(H20)], o qual apresenta Epc = -69,00 mV.

Figura 116 — Voltamograma ciclico do complexo (7), eletrélito
PTBA 0,1 mol-L! em CHxCl: vs Ag/AgCl,
velocidade de varredura 100 mV-s™.
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Fonte: Da autora.
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Embora o comportamento eletroquimico de (7) seja semelhante a maioria dos
complexos da série 1, seu Epc atingiu valores positivos, indicando que o Ru(lll) do
complexo com HQ é mais facilmente reduzido do que os complexos (1-6) com HB.

Este comportamento eletroquimico pode estar relacionado a estrutura da HQ,
a qual apresenta um extenso sistema conjugado formado por trés anéis aromaticos
fundidos. A deslocalizagédo eletrdnica na molécula pode influenciar os atomos de
oxigénio diminuindo a basicidade dos grupos carbonilas. Assim, o &tomo de oxigénio
coordenado adquire um menor carater doador de densidade eletrénica em relacéo
aos ligantes iniciais, contribuindo para que o Ru(lll) seja reduzido mais facilmente.

Para o complexo (8) observou-se um processo quasi-reversivel com Epa=
917,36 mV (Figura 117), superior ao valor apresentado pelo seu precursor cis, trans-
[RuCl2(PPhs3)2(bipy)] que ocorre em 600 mV (BATISTA et al., 2001).

Figura 117 — Voltamograma ciclico do complexo (8),
eletrdlito PTBA 0,1 mol-L™* em CH:Cl2
vs Ag/AgCl, velocidade de varredura
100 mV-s™.
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Fonte: Da autora.

O maior potencial de oxidacdo do complexo (8) em relacédo ao precursor deve-
se a substituicdo dos atomos de cloro, bons doadores ¢ e T, por dois atomos de
oxigénio da HQ que possuem menor carater doador de densidade eletrénica, devido
ao sistema altamente conjugado da molécula provocar diminuicdo da basicidade dos
grupos carbonila e fenolato. Assim, o Ru(ll) encontra-se mais deficiente em elétrons,

justificando sua maior dificuldade em oxidar.
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5.2.9 Anédlise elementar

Os resultados obtidos para os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos
complexos da série 2 estdo de acordo com as formula¢des propostas e encontram-se
reunidos na Tabela 29, assim como os valores teéricos que encontram-se entre
parénteses. Importante ressaltar que os dados ndo apontaram solventes nas

estruturas, assim como as analises térmicas realizadas.

Tabela 29 - Dados de andlise elementar para os complexos da série 2.
Complexos % C (Calc) % H (Calc) % N (Calc)

(7 61,68 (61,39) 4,27 (4,29)
(8) 62,86 (62,66) 3,96 (3,94) 2,32 (2,44)

Fonte: Da autora.

Nota: Calc = valores calculados.

5.3 ESTUDO DE ESTABILIDADE DOS COMPLEXOS EM SOLUCAO

Solventes organicos como: acetona, etanol, dimetilsulféxido (DMSO) e
dimetilformamida (DMF) s&o frequentemente empregados em experimentos
biologicos para otimizar a dissolucdo de compostos hidrofébicos (JAMALZADEH et
al., 2016). Além do alto poder de solubilizacéo, os solventes empregados necessitam
ser compativeis com o meio de cultura e ndo podem exercer efeitos citotoxicos, uma
vez que sao utilizados em meio de crescimento das células, desta forma utiliza-se uma
porcentagem final de solvente de até 0,5% (v/v) em protocolos de dosagem
(TANNEBERGER et al., 2010; TIMM et al., 2013).

Inicialmente, testou-se a solubilidade dos complexos nos solventes
anteriormente citados e todas as estruturas (1-8) demonstraram ser mais sollveis em
DMSO (Figura 118) e DMF. Assim, a fim de reproduzir condicdes semelhantes dos
ensaios biolégicos, os complexos das séries 1 e 2 foram solubilizados inicialmente em
DMSO.

Notou-se apds 24 horas diferencas nos espectros de (1-6) quando comparados
com os dados obtidos inicialmente (t = 0 h), auséncias e mudancas nos formatos das

bandas foram observados, demonstrando instabilidade dos complexos quando
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solubilizados. As analises permitiram acompanhar a diminuicdo de intensidade da
banda em aproximadamente 650 nm até o completo desaparecimento em alguns

deles (3), sugerindo, portanto, mudanca estrutural dos compostos.

Figura 118 - Espectros de UV-vis dos complexos de Ru(lll) (série 1) em DMSO, no intervalo de

0, 24 e 48 horas.
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Devido a instabilidade dos complexos em DMSO, evidenciada por meio dos

espectros de UV-vis, estes foram testados utilizando-se o solvente DMF, no entanto o

mesmo comportamento foi notado para todos os compostos ao final das 48 horas

(Figura 119).

Figura 119 - Espectros de UV-vis dos complexos de Ru(lll) (série 1) em DMF, no intervalo de 0, 24

e 48 horas.
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Uma possivel justificativa para este comportamento, deve-se ao fato dos
solventes DMSO e DMF serem coordenantes, podendo promover a troca de ligantes
ao centro metalico. Adicionalmente, o atomo de cloro mais labil (trans ao &tomo de
fosforo) da esfera de coordenacao poderia favorecer também essa substituicao.

Outra justificativa consistiria na saida das HB e coordenacdo do DMSO ou
DMF, no entanto todas proposic¢des citadas anteriormente alterariam a condutividade
molar dos complexos. Objetivando confirmar tal proposicdo, as medidas de
condutividade das solucBes foram realizadas ap6s 48 horas (Tabela 30) e os
resultados demonstraram a manutencdo de eletrélitos neutros (condutancia molar
abaixo de 20 ohm*cm? molt em DMSO e abaixo de 37 ohm*cm? mol* em DMF)
(GEARY, 1971).

Tabela 30 - Condutividade molar dos complexos apés 48 h em DMSO

e DMF.
Complexos Condutividade (ohm™2cm? mol?)

DMSO DMF

1) 2,84 4,55

(2) 2,55 4,23

3) 6,51 6,07

(4) 2,69 4,23

(5) 2,95 4,72

(6) 3,05 5,05

Fonte: Da autora.

Ademais, foi realizado RMN de 3'P{*H}, a fim de verificar a possivel reducédo do
metal Ru(ll)—>Ru(ll), no entanto o mesmo permaneceu como Ru(lll), devido auséncia
de sinais no espectro (Figura 120), assim uma possivel explicacdo para tais resultados
seria a troca de apenas um dos grupos coordenantes das HB pelos solventes (DMSO
ou DMF), conforme representado no Apéndice J.

Embora os complexos das série 1 ndo tenham demonstrado estabilidade em
DMSO e DMF, o estudo prosseguiu com a solubilizacdo dos compostos em meio de
cultivo das células (DMEM) (2985 pL) e DMSO (15 uL), uma vez que poderia levar a
uma maior compreensao dos resultados obtidos anteriormente. Os espectros de UV-

vis adquiridos em 0, 24 e 48 horas estao representados na Figura 121.
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Figura 120 - Espectro de RMN *'P{*H} do complexo (3) em DMSOQ/D-0.

f1 (ppm)

Fonte: Da autora.

Figura 121 - Espectros de UV-vis dos complexos de Ru(lll) (série 1) em DMSO e DMEM, no

intervalo de 0, 24 e 48 horas.
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Os espectros comprovaram alteracdes no perfil espectral de todos complexos
da série 1, repetindo o comportamento evidenciado em DMSO e DMF como
deslocamentos e/ou desaparecimento de bandas, no entanto este ocorreu mais
rapidamente na presenca do DMEM, provavelmente devido a composi¢do do meio
(sais, aminoécidos, tidis e vitaminas) favorecer diversas reacoes.

Para o complexo (7) realizou-se 0 mesmo estudo, inicialmente em DMSO
(Figura 122-a) e posteriormente em DMF (Figura 122-b), entretanto em ambos
solventes observou-se modificagbes nos espectros de UV-vis, indicando que o
instabilidade do complexo no meio, possivelmente devido a troca de ligantes com as

moléculas de solvente.

Figura 122 - Espectros de UV-vis do complexo (7) a) em DMSO b) em DMF ¢) em DMSO e
DMEM, no intervalo de 0, 24 e 48 horas.
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As mudancas no perfil espectral foram mais drasticas apds adicdo do meio
biolégico, conforme representado no espectro de UV-vis do composto (Figura 122-
c), provavelmente pela composi¢cdo do meio biolégico possuir diversas moléculas
potencialmente coordenantes que favorecem a troca.

Os resultados do estudo de estabilidade dos complexos de Ru(lll) (1-7)
demonstraram, portanto, que 0s compostos sao instaveis nos solventes DMSO, DMF
e no meio de cultivo das células DMEM, possivelmente pela troca de ligantes com os
solventes na esfera de coordenacdo e ou moléculas potencialmente coordenantes
(vitaminas e aminoacidos).

Entretanto, os dados obtidos n&o inviabilizaram o prosseguimento dos ensaios
para investigacao da atividade bioldgica, pois alguns complexos de ruténio muito
citados na literatura e que ja participaram de ensaios clinicos apresentaram
comportamento similar. O NAMI-A, por exemplo, embora seja estavel no estado
soélido, quando solubilizado degrada-se rapidamente ao aumentar o pH do meio e a
hidrolise de dois cloretos ocorre em poucos minutos em pH 7,4 (LEIJEN et al., 2015).

Assim, a instabilidade em solucdo dos complexos néo é fator limitante caso as
moléculas demonstrem atividade bioldgica, pois existem estratégias para superar
esse comportamento, como o encapsulamento de complexos metalicos em veiculos:
micelas poliméricas, microparticulas, nanoparticulas e hibridos de polimero-lipidio,
gue possibilitam a entrega e liberacdo controlada do candidato a metalofarmaco
(VILLEMIN et al., 2019).

O complexo (8), por sua vez, teve sua estabilidade avaliada por meio da técnica
de RMN 3'P{*H}, devido possuir somente nucleos diamagnéticos que permitem sinais
bem definidos para analise. Inicialmente a amostra foi solubilizada em DMSO e os
espectros foram adquiridos no intervalo de 0, 24 e 48 horas (Figura 123).

Observou-se apo6s a solubilizacdo da amostra (tempo = 0 h) surgimento de
sinais em -6,0; 33,0 e 52,0 ppm, indicando a formacdo de novas espécies,
possivelmente devido a troca de ligantes pelo solvente. Acima dos sinais encontram-
se a porcentagem de cada espécie presente em solucédo. O sinal em -6,00 ppm &
caracteristico da trifenilfosfina livre, enquanto os demais indicam um ambiente quimico
mais desblindado para o nacleo de fosforo.

Apesar de (8) demonstrar ser instavel quando solubilizado, é possivel concluir
gue ao final das 48 horas o produto majoritario continua sendo o complexo (8),

indicado pela manutencéo do singleto em 25,84 ppm.
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Comportamento analogo ocorreu quando solubilizou-se (8) em DMF (Figura
124), demonstrando o surgimento de dois sinais (-5,0 e 58,0 ppm) e a manutenc¢ao do

singleto em 26,34 ppm.

Figura 123 - Espectro de RMN de 3'P{*H} do complexo (8) em DMSO /D20:t=0h, 24 h e 48 h.
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Fonte: Da autora.

Figura 124 - Espectro de RMN de 3!P{*H} do complexo (8) em DMF /D20:t=0h, 24 h e 48 h.
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Interessantemente, ao solubilizar o complexo (8) em DMSO e meio bioldgico
(DMEM) respeitando-se a quantidade maxima de solvente (0,5% v/v) notou-se em 0
h o surgimento de apenas um singleto referente a trifenilfosfina (-6,0 ppm) (Figura
125), entretanto este corresponde somente a 5% da espécie em solu¢do, sendo que
apos 48 horas houve o completo desaparecimento do sinal e surgimento de um
pequeno singleto em 28,51 ppm compreendendo apenas 6% da substancia em
solucdo.

Em 0 h surgiu um singleto referente a trifenilfosfina (-6,0 ppm), entretanto este
corresponde somente a 5% da espécie em solucdo, sendo que apés 48 h ha o
completo desaparecimento do sinal e surgimento de um pequeno singleto em 28,51
ppm que compreende apenas 6% da substancia em solucgao.

Figura 125 - Espectro de RMN de 3!P{*H} do complexo (8) em DMSO e DMEM / D20:t=0h, 24 he
48 h.
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Fonte: Da autora.

Os resultados deste ensaio de estabilidade indicam, portanto, que apos 48 h o
complexo (8) continua sendo a espécie majoritaria em solucdo justificando o
prosseguimento dos ensaios biolégicos, uma vez que os resultados futuros serao
provenientes de (8).

5.4 TESTES BIOLOGICOS
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5.4.1 Estudo da atividade citotoxica

O estudo de viabilidade celular foi realizado tratando-se as as linhagens HepG2
(carcinoma  hepatocelular), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), A549
(adenocarcinoma de pulméo) e SK-MEL-147 (melanoma) com os ligantes (HB e HQ)
(80 uM), precursores (80 uM) e novos complexos obtidos (1-8) (40,0 uM) e a taxa de

viabilidade celular foi avaliada ap6s 48 horas (Figuras 126-127).

Figura 126 — Viabilidade celular determinada por ensaio de MTS, apds 48 h de
tratamento com os complexos (1-8) na concentragao de 40 uM.
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Notas: Estatisticamente diferente (*** p < 0,001, **p < 0,01 e * p < 0,05) do grupo
controle de acordo com analise de variancia ANOVA e pds-teste de Tukey.
HepG2 (carcinoma hepatocelular), MCF-7 (adenocarcinoma de mama),

A549 (adenocarcinoma de pulméo) e SK-MEL-147 (melanoma).

Os resultados mostraram que os complexos foram pouco efetivos em reduzir a

viabilidade das células tumorais testadas, com excecao de (8), o qual foi ativo frente
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as linhagens HepG2 e SK-MEL-147, reduzindo em 40 e 60% a viabilidade celular,
respectivamente (Figura 126). Os ligantes e precursores avaliados também né&o
demonstraram reducdo significativa na taxa de viabilidade nas condigbes
experimentais avaliadas (Figura 127).

Figura 127 — Viabilidade celular determinada por ensaio de MTS, ap6s 48 h de
tratamento com os ligantes e precursores na concentragao de 80 uM.
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Notas: Estatisticamente diferente (*** p < 0,001, ** p < 0,01 e * p < 0,05) do grupo
controle de acordo com analise de variancia ANOVA e pds-teste de Tukey.
HepG2 (carcinoma hepatocelular), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), A549
(adenocarcinoma de pulméo) e SK-MEL-147 (melanoma). P1 = mer-
[RuClz(dppb)(H20)] e P2 = cis, trans-[RuCl,(PPhs3),(bipy)].

O complexo (8) foi selecionado para analises subsequentes considerando sua
capacidade de reduzir em mais de 50 % a taxa de viabilidade em culturas de SKMEL-
147 quando usado a 40 uM. Desta forma, os efeitos de (8) sobre o comportamento
proliferativo de linhagens de melanoma foram avaliados (SK-MEL-147, WM1366 e
CHL-1).
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Para determinacdo dos valores de Clso, as culturas foram tratadas com o
complexo (8) em diferentes concentracdes por 48 horas. Os valores de Clsp obtidos
foram 37,35 £ 5,88 uM; 33,51 £ 3,38 uM e 14,50 + 1,99 uM para as linhagens WM1366,
SK-MEL-147 e CHL-1, respectivamente.

A linhagem CHL-1 mostrou-se mais responsiva ao tratamento com (8),
guando comparada as demais (WM1366 e SK-MEL-147), considerando que o0s
valores de Clso determinados para tais linhagens foram, em média, duas vezes
maiores que o valor encontrado para CHL-1. A cisplatina foi utilizada como controle
positivo e apresentou valor de Clso igual a 44,92 + 1,71 uM na linhagem CHL-1, ou
seja, resultado em média trés vezes maior que a Clsp do complexo (8) na mesma
linhagem. Considerando as condi¢cdes experimentais avaliadas, os dados obtidos
indicaram que (8) apresentou maior seletividade para a linhagem CHL-1 em
comparacao a cisplatina.

Posteriormente, (8) foi testado em culturas de CCD-1059Sk que sdao
fibroblastos provenientes de pele humana normal. O valor de Clso obtido para CCD-
1059Sk (Clsp de 105,9 + 1,09 uM) foi superior aos valores de Clsg determinados para
as linhagens provenientes de melanoma, indicando menor citotoxicidade para
linhagem normal em comparacao a linhagem tumoral (Tabela 31). Considerando os
valores de Clsp, a cisplatina mostrou-se mais citotoxica para a linhagem CCD-1059Sk

guando comparada ao complexo (8).

Tabela 31 — Valores de Clso (uM) determinados por ensaio colorimétrico MTS ap0s tratamento por 48
h com (8), HQ e cis, trans-[RuCl,(PPh3),(bipy)].

CCD-
SK-MEL-147 WM1366 CHL-1
Compostos 1059Sk

8 33,51+0,84 37,35+0,62 1450+1,09 105,9+ 1,09

HQ - - n.d -

cis, trans-
. - - n.d -
[RuClz(PPh3)z(bipy)]

Cisplatina - - 44902 +171 24,70+4,78

Fonte: Da autora.

Notas: n.d: ndo determinando, considerando que o tratamento ndo reduziu em 50% a viabilidade na
faixa de concentracé@o avaliada (2,5 a 100 pM). Cisplatina foi utilizada como controle positivo.
SK-MEL-147, WM1366 e CHL-1 (linhagens derivadas de melanoma).
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Os valores de indice de seletividade (IS), determinados por meio da razao entre
0 Clso obtido para a linhagem normal e o Clsp para linhagem tumoral, demonstraram
boa seletividade do complexo (8) para as linhagens de melanoma (Tabela 32).

Vale ressaltar que o IS constitui um bom indicativo do potencial uso das
substancias testadas em ensaios in vivo. Indices maiores que dois indicam boa
seletividade (SUFFNESS; PEZZUTO, 1990).

Tabela 32 — Valores de indice de Seletividade (IS)
determinados apos tratamento por 48 h

com (8) e a cisplatina.

Linhagens IS* [S**
SK-MEL-147 3,16 -
WM1366 2,78 -

CHL-1 7,3 0,54

Fonte: Da autora.

Notas: IS*: indice de Seletividade determinado pela raz&o
entre ClsoCCD-1059Sk/Clso SK-MEL-147, WM1366
e CHL-1 para o complexo (8). I1S**: indice de
Seletividade determinado pela razdo entre
Cls0CCD-1059Sk/ClsoCHL-1 para a Cisplatina. SK-
MEL-147, WM1366 e CHL-1 (linhagens derivadas
de melanoma).

O ensaio de exclusdo com azul de tripano foi utilizado como parametro
adicional para avaliar os efeitos de (8) frente a viabilidade da linhagem CHL-1, a qual
mostrou-se mais responsiva ao tratamento.

Este ensaio permite a determinacao na frequéncia de células viaveis (vivas) e
inviaveis (mortas), pois o corante azul de tripano penetra somente nas células que
perderam a integridade de membrana o que deixa as células inviaveis com uma
coloracdo azul-arroxeada (AVELAR-FREITAS et al., 2014).

Nesta abordagem experimental as culturas de CHL-1 foram tratadas com
complexo (8) nas concentracdes de 7,5 e 15,0 uM, que equivalem a metade e o valor
de Clso, respectivamente, e as populagbes de células viaveis e inviaveis foram

guantificadas apés 24 e 48 horas.
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O complexo (8), quando utilizado na concentragcédo de 7,5 pM, reduziu em
31,00 e 58,00 % o numero de células viaveis em culturas de CHL-1 apos 24 e 48 horas
de tratamento, respectivamente (Figura 128).

Figura 128 — Populacdo de células viaveis e inviaveis
obtidas por meio do ensaio de exclusdo
com azul de tripano na linhagem CHL-1
apos 24 e 48 h de tratamento com (8) nas

concentragdes de 7,5 e 15,0 uM.
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Fonte: Da autora.

Nota: CHL-1 (linhagem derivada de melanoma)

O numero de células inviaveis foi 3,81 vezes maior nas amostras tratadas por
48 horas com (8) na concentracdo de 7,5 UM em relacdo ao controle. Na concentracao
de 15,0 uM (8) reduziu em 49,8 e 70,6 % o numero de células viaveis apos 24 e 48
horas de tratamento, respectivamente; enquanto o numero de células inviaveis foi, em
média, 8 vezes maior em relagcdo as amostras controle apos 24 e 48 horas.
Considerando os dados obtidos em culturas de CHL-1 tratadas com o complexo (8)
apos 24 horas, novas abordagens experimentais foram utilizadas para investigar a
influéncia deste complexo na dinamica de progressao do ciclo de celular e na inducéo

de apoptose.



204

A Figura 129 mostra o padrdo morfologico das culturas de CHL-1 tratadas por
24 h com o complexo (8) nas concentracdes de 7,5 e 15 pM. Nas culturas tratadas a
7,5 uM foi possivel observar células, aparentemente, maiores e com uma quantidade
maior de granulos citoplasmaticos em relagdo as amostras controle. Drasticas
alterac6es morfoldgicas foram observadas em culturas de CHL-1 tratadas com (8) a
15,0 puM. Foi possivel observar maior frequéncia de células arredondadas, restos
celulares e células que perderam a aderéncia, indicando que o complexo (8)

apresenta alta citotoxicidade nessa concentragao.

Figura 129 - Imagens representativas das culturas
de CHL-1 obtidas por microscopia de
contraste de fase apos 24 h de
tratamento com (8) nas
concentracdes de 7,5 e 15,0 uM. E

possivel observar alteracdo do

aspecto morfolégico das células.

7,5 uM Controle

15,0 uM

Fonte: Da autora.
Nota: CHL-1 (linhagem derivada de melanoma).
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O ensaio de ciclo celular foi utilizado para determinagéo da frequéncia de
células nas diferentes fases do ciclo. Para esta abordagem as culturas de CHL-1 foram
tratadas por 24 h com o complexo (8) nas concentracfes de 7,5 e 15,0 uM. As analises
de ciclo celular foram realizadas apds 24 horas de tratamento considerando o0s
resultados obtidos por meio do ensaio de exclusdo com azul de tripano que
evidenciaram alteracdo do comportamento proliferativo de culturas de CHL-1 ap6s 24
h de tratamento com (8).

Os resultados obtidos por meio da técnica de citometria de fluxo mostraram
gue areducéo das taxas de proliferacdo da linhagem CHL-1 mediante ao tratamento
com (8) pode estar envolvida com a alteracdo da progressao do ciclo celular na
linhagem CHL-1 (Figura 130).

Figura 130 — Efeitos do complexo (8) sobre a cinética de progresséo do ciclo celular de

culturas de CHL-1 apos 24 h de tratamento nas concentracdes de 7,5 e

15,0 uM.
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Fonte: Da autora.

Notas: Andlise da progresséo do ciclo celular. (A) Histogramas obtidos por citometria
de fluxo. Marrom — Sub-G1; Rosa — GO/G1; Verde — S; Azul — G2/M. A populacao
de células hiper tetraploides nao foi analisada (verde escuro). (B) Quantificagcdo
da populacédo de células nas diferentes fases do ciclo. Os resultados referem-se
a média de trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. ***
p<0,001 e **p<0,01. CHL-1 (linhagem derivada de melanoma).
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Quando as culturas foram tratadas com o complexo (8) a 7,5 uM houve
aumento do numero de células em GO/G1 e reducdo da populacdo de células nas
fases S e G2/M, o que constitui um indicativo de bloqueio na transicdo de G1 para S
(Figura 130).

Quando as culturas foram tratadas com (8) a 15,0 uM nao foram observadas
alteraces significativas na frequéncia de células nas fases GO/G1l, S e G2/M,
entretanto, ocorreu aumento de células em Sub-G1. A populacdo Sub-G1 apresenta
células com contetdo de DNA inferior a 2C, fato que ocorre quando ha fragmentacéo
do DNA e representa um indicativo de morte celular.

Considerando as imagens obtidas por microscopia de contraste de fase que
evidenciaram além de alteracdes morfolégicas, aumento da frequéncia de células
arredondadas com perda de aderéncia e restos celulares, aliadas as andlises da
progresséao do ciclo celular que demonstraram aumento da frequéncia de células em
Sub-G1 mediante tratamento das culturas de CHL-1 tratadas com o complexo (8), o
ensaio de anexina V foi utilizado para avaliar se o tratamento induz apoptose em
culturas de células CHL-1 (Figura 131).

Os resultados obtidos por citometria de fluxo mostraram aumento de células
positivas para anexina V apos 24 h de tratamento com (8) (Figura 131). Quando as
culturas foram tratadas com 7,5 e 15,0 uM cerca de 9 e 17 % de células apresentaram
marcacao positiva para anexina V, respectivamente.

Em contrapartida, no controle, apenas 5% das células apresentaram marcacao
positiva. Assim sendo, o0 numero de células positivas para anexina V nas amostras
tratadas com o complexo (8) nas concentracdes de 7,5 e 15,0 uM foi em média 2,3 e
3,5 vezes maior quando comparadas ao controle, respectivamente.

Em conjunto, os dados apresentados neste estudo indicam que (8) tem
promissora atividade citotoxica frente as linhagens celulares provenientes de
melanoma. O complexo (8) efetivamente inibe a proliferacao de células CHL-1 e induz
apoptose.

Foi demonstrado que esses eventos estdo associados, pelo menos em parte,
com a inibicdo da progressdo do ciclo celular na transicdo G1/S. Estudos
subsequentes serdo realizados para investigar os alvos moleculares responsaveis

pelos efeitos do complexo (8) sobre células de melanoma.
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Figura 131 — Ensaio de anexina V em culturas de CHL-1 tratadas por 24 horas
com o complexo (8) nas concentracdes de 7,5 e 15,0 pM.
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Fonte: Da autora.

Notas: Ensaio de anexina V. (A) Dot plots evidenciando as diferentes
populagBes celulares apds o ensaio de anexina V/7-AAD. Quadrante
inferior esquerdo — células negativa para Anexina V e 7-AAD. Inferior
direito — células positivas para anexina V e negativas para 7-AAD.
Superior direito - células positivas para anexina V e 7-AAD. Superior
esquerdo - células positivas para 7-AAD e negativas para anexina V.
(B) Quantificac@o da populag&o de células. Os resultados referem-se a
média de trés experimentos independentes realizados em triplicata. ***
p<0,001 e **p<0,01. CHL-1 (linhagem derivada de melanoma).

5.4.2 Avaliacdo dainteracdo dos complexos com DNA

Os estudos de atividade citotoxica demonstraram resultados promissores para
o complexo (8), portanto a interacao deste com possiveis alvos terapéuticos contra o
cancer foi investigada.

A Figura 132 representa o espectro obtido para (8) durante o ensaio de titulacéo

com o ct-DNA, sendo que o espectro inicial (em preto) corresponde ao complexo na
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auséncia de DNA e os demais correspondem as sucessivas adi¢cdes de ct-DNA a

solucdao inicial.

Figura 132 — Espectros de UV-vis de titulagdes espectroscopicas do complexo
(8) 1,00 - 10 mol-L* com [ct-DNA] = 0-1,29 -10°® mol-L ™.
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Fonte: Da autora.

Nota-se nos espectros de UV-vis que a adicdo de ct-DNA na solucdo do
complexo ocasionou hipocromismo, indicando alteracéo estrutural da dupla hélice de
DNA. Observa-se também batocromismo, fato que sugere intercalacdo com a
macromolécula, comportamento analogo observado em outros trabalhos com
complexos contendo derivados de antraquinonas (MANDAL et al., 2017; MARKOVIC
et al., 2013).

Utilizando-se os dados obtidos nas titulacbes na regido espectral de
aproximadamente 430 nm e aplicando-se na equacdo de Neighbor Exclusion (eq. 1)
foi possivel calcular o valor de Kb e a porcentagem de hipocromismo (%H) do
complexo, 0s quais encontram-se reunidos na Tabela 33.

O valor obtido para Kb possui a mesma ordem de grandeza (10’ M) de
moléculas intercaladoras classicas como o brometo de etidio (7-:107 MY) (WARING,

1965), indicando, portanto, uma forte afinidade do complexo com o DNA.
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Tabela 33 - Valores de Kb e % H (porcentagem de hipocromismo) do complexo (8).
Complexo Kb (M) %H

(8) 1,18 - 107 14,79

Fonte: Da autora.

Quando uma molécula intercaladora insere-se entre os pares de bases
nitrogenadas do DNA ocorre uma grande modificacdo na estrutura, resultando em
alongamento, enrijecimento e desenrolamento da dupla fita, fatores que inibem a
replicacdo do DNA (BARRA; NETTO, 2015; WHEATE et al.,, 2007) e portanto,
desfavorecem o crescimento de canceres e/ou provocam a morte celular, conforme
confirmado para (8) segundo os resultados dos ensaios bioldgicos relatados

anteriormente.

5.4.3 Avaliacado dainteracdo dos complexos com HSA

O complexo (8) também foi investigado quanto a capacidade de interagir com
a HSA. Desta forma, o experimento foi realizado em trés temperaturas diferentes (298,
304 e 310 K), adicionando-se concentragdes crescentes do complexo (0-50 pmol?)
em HSA (5,0 umol?), excitando-se a proteina em 280 nm e fazendo-se a leitura na
faixa espectral de 290 a 450 nm, a fim de se determinar 0 mecanismo de supressao
de fluorescéncia predominante.

Importante ressaltar que a correcdo de filtro interno fez-se necessaria para o
complexo analisado, devido este absorver na regido préxima ao comprimento de onda
de excitacao do triptofano (280 nm). Assim, os valores da fluorescéncia obtidos foram

corrigidos empregando-se a equacao (7) (GRAMINHA et al., 2020):

Fecorr = Fobs 10(Aex+ Aem)/2 (7)

Em que Fcor € Fons cOrrespondem as intensidades de fluorescéncia corrigida e
observada, e Aex € Aem cOmpreendem as absorbancias no comprimento de onda de
excitacdo e emissao, respectivamente. Observou-se que a adicdo do complexo
ocasionou diminuicdo da intensidade de fluorescéncia, conforme representado no

espectro de emissdo da HSA (Figura 133).
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Figura 133 - Espectro de emissdo da HSA com concentragfes
crescentes do complexo (8).
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Fonte: Da autora.
Nota: [HSA] = 5,0 umol-L* em solucéo tampéo Tris-HCI pH = 7,4, Aex.
=280nme T =298 K.

Esta modificacdo no perfil espectral € conferida a alteragdes conformacionais
na solucao proteica (MOREIRA et al., 2015), principalmente nos residuos de triptofano
sugerindo, portanto, a interacdo do complexo estudado com a HSA.Utilizando-se a
equacao de Stern-Volmer (eq. 2) e fazendo-se o tratamento matematico dos dados
obteve-se os graficos de Fo/F em funcdo da concentracdo do complexo [Q] (Figura
134) e por meio de regressodes lineares determinou-se os valores de Ksy e Kg em

diferentes temperaturas (Tabela 34).

Tabela 34 - Resultados obtidos para as constantes Ksv e Kq.

Complexo T Ksy £ DP 10* Kq 101 R?
(K) (M) (Mts™)
8) 298 (1,72 £ 0,01) 1,72 0,9966
304 (1,86 £ 0,06) 1,86 0,9959
310 (2,04 £ 0,06) 2,04 0,9962

Fonte: Da autora.
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Figura 134 - Gréfico de Stern-Volmer de Fo/F vs [Q] para HSA
na presenca de diferentes concentracdes de (8).
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Fonte: Da autora.
Nota: [HSA] = 5,0 pmol-L* em solugdo tampé&o Tris-HCI pH =
7,4, Aex. = 280 nm.

Embora (8) tenha demonstrado aumento de Ksy com a elevagéo da temperatura
sugerindo mecanismo dinamico, os valores de Kqobtidos sdo superiores a constante
de difusdo maxima (Kgr = 2.0 x 10° M s™%) (WARE, 1962; ZHAO et al., 2011),
indicando mecanismo estatico. Desta forma, os resultados sugerem a ocorréncia de
ambos tipos de mecanismos de supresséao de fluorescéncia para (8).

Posteriormente, foram obtidos os graficos de log (Fo-F)/F vs log [Q] (Figura 135)
que permitiram determinar os valores de Ky e n (Tabela 35) atraveés dos coeficientes

angular e linear da reta, respectivamente.

Tabela 35 - Resultados obtidos para as constantes K, € n do complexo (8).

Complexos T Kp n R?
(K) (M%)
(8) 298 (6,22 +0,07) x 10> 0,65 0,9931
304 (6,88 £0,17) x 10> 0,66 0,9988
310 (2,60 £0,32) x 10® 0,79 0,9962

Fonte: Da autora.
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Figura 135 - Graficos de log (Fo - F)/F vs log [Q] para HSA na
presenca de diferentes concentracdes de (8).
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Fonte: Da autora.
Nota: [HSA] = 5,0 ymol-L* em solucdo tamp&o Tris-HCI pH = 7,4,
Aex. =280 nm.

O namero de sitios ligantes obtido foi aproximadamente 1 (n = 1), indicando a
insercdo de apenas uma molécula de (8) na estrutura proteica. Os valores de Ky
demonstraram interacdes nao tao significativas com a proteina, uma vez que muitos
complexos de ruténio que interagem fortemente com a biomolécula e sdo descritos
na literatura possuem Ky da ordem de grandeza 10° mol* (DEMORO et al., 2019;
SIMOVIC et al., 2019).

Aplicando-se os valores obtidos de K, na equacéao de van’t Hoff (eqg. 8 e 9) foi
possivel a determinacdo dos parametros termodinamicos destas interacfes (Tabela
36), como variagdes da energia livre de Gibbs (AG®), entropia (AS°) e entalpia (AH®),
a fim de relaciona-los com diferentes tipos de forcas intermoleculares possiveis entre

pequenas moléculas e a HSA (NETO et al., 2020).

AG® = - RTIn Ky = AH® - TAS® 8)

AH AS
In Kb:'ﬁ"'? (9)



213

A relacdo entre os parametros termodinamicos e forgcas quimicas foi descrita
na década de 1980 e podem ser reperesentados por um modelo termodinamico
hipotético (Figura 136), o qual esta relatado em topicos a seguir: AS >0 e AH >0
indicam interacdes hidrofébicas entre o composto estudado e a proteina; AS <0 e AH
< 0 ligacdes de hidrogénio ou forcas de van der Waals predominantes e AS <0 e AH
> 0 atracoes eletrostaticas (ROSS; SUBRAMANIAN, 1981).

Figura 136 - Modelo termodinamico hipotético de associacao entre proteina e uma espécie ligante.

interacoes eletrostiticas
AG<0; aH~0
4520
-
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Proteina ngante (Proteina e Ligante) (Proteina e Ligante)

Espécies hidratadas individualmente Associacao hidrofébica Complexo interagindo

Fonte: Adaptado de ROSS; SUBRAMANIAN (1981).

Nota: O contorno difuso em torno das espécies da reacdo denota o dominio de moléculas de agua.

Tabela 36 - Parametros termodindmicos de (8): energia livre de Gibbs (AG®), variagédo de entalpia (AH°)

e variagao de entropia (AS®).

Complexos T AG® AH° AS°
(K) (kJ mol?t) (kJ mol?t) (J mol"“K)
(8) 298 -15,90
304 -16,50 91,57 360,76
310 -20,30

Fonte: Da autora.

O valor negativo obtido de AG° para (8) sugere que o complexo interage de
forma espontanea com HSA, e os valores positivos dos demais parametros (AH° e
AS°®) indicam que ocorre por meio de interacdes hidrofobicas. Estas sao responsaveis
por alterar momentaneamente a estrutura da HSA evidenciando fragmentos protéicos
apolares, os quais induzem uma reorganizacdo das moléculas de agua que passam

a envolver o novo sistema, conforme representado na figura acima.

5.4.4 Ensaio de viabilidade de promastigotas de Leishmania amazonensis
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Os ligantes (HB e HQ), precursores e novos complexos (série 1 e 2) foram
avaliados contra a forma promastigota de Leishmania amazonensis in vitro. Os
compostos foram submetidos a um screening inicial utilizando-se o0 método
colorimétrico Alamar Blue, nome comercial do corante resazurin (7-hidroxi-3H-
fenoxazina-3,10-6xido).

Utilizou-se a Anfotericina B como controle positivo, devido ser um medicamento
de referéncia para o tratamento da leishmaniose. Os resultados obtidos para a série
1 encontram-se representados na Figura 137.

Figura 137 - Porcentagem de promastigotas de L. amazonensis
viaveis em cultura axénica ap0os 0s parasitos serem
tratados a 10 uM por 72 horas com a) HB1-HB6 b)
mer-[RuCls(dppb)(H20)] e os complexos (1-6).
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Fonte: Da autora.
Nota: A anfotericina B foi usada como controle positivo. A
viabilidade parasitaria foi avaliada pelo método Alamar
Blue. C-: controle ndo tratado; C+: controle tratado com

anfotericina B; *** P <0,001; ns: ndo significativo.
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Os complexos da série 1 e o precursor nao apresentaram atividade
leishmanicida, entretanto trés ligantes demonstraram resultados significativos contra
promastigotas de L. amazonensis (HB4, HB5 e HBG6) e tiveram os valores de Clso,
CCsxo e IS determinados (Tabela 37).

Tabela 37- Concentracgéo inibitéria para 50% dos parasitos (Clso), concentracao citotoxica para 50%
das células (CCso) e indice de seletividade (IS) dos compostos mais ativos.

M@ J774 Promastigotas .
Compostos Indice de
CCsp = D.P. (UM) Clso £ D.P. (UM) seletividade

HB4 138,4+1,3 22,1+1,7 6,3

HB5 113,9+0,9 11,2+0,7 10,2

HB6 82,1+0,7 152+1,1 54
Anfotericina B 3,6+04 0,09 + 0,02 40,0
Violeta de Genciana 0,7 +£0,04 N.D. N.D.

Fonte: Da autora.

Nota: D.P. = desvio padrdo e N.D. = ndo determinado.

Embora os resultados de Clso evidenciaram menor atividade dos trés ligantes
(HB4, HB5 e HB6) em relacéo a Anfotericina B, ambos foram menos citotoxicos para
0s macroéfagos J774, uma vez que apresentaram CCso de 138,4 +1,3 uM, 113,9 + 0,9
UM e 82,1 + 0,7 uM, respectivamente, enquanto a Anfotericina B exibiu um CCso de
3,6 £ 0,4 uM e o Violeta de Genciana 0,7 £ 0,04 puM.

O IS foi calculado entre a razéo de CCso e Clspe demonstrou que HB5 foi cerca
de 10,2 vezes mais seletivo para as formas promastigotas do que para os macréfagos,
enquanto HB4 e HB6 foram 6,3 e 5,4 vezes, respectivamente.

A classe das HB é muito estudada quanto ao seu potencial leishmanicida
conforme descrito anteriormente na secdo 2.1, sendo assim ja haviam relatos na
literatura sobre a atividade desta classe, incluindo o ligante HB5 contra a forma
amastigota (MACIEL-REZENDE et al., 2013), entretanto para HB4 e HB6 nao foram
encontrados nenhum estudo, fato que motivou a descricdo da atividade biol6gica
destes ligantes no artigo publicado (DIAS et al., 2021).

A diminuicao da atividade leishmanicida das HB apds a coordenacdo com o

metal instigou a investigacdo da possivel causa. Sabe-se que muitos derivados de
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HB atuam como inibidores de cisteino proteases, como por exemplo: cruzaina,
catepsina L (ALMEIDA et al., 2015) e papaina (MARTINS et al., 2009).

Estudos anteriores de docking molecular da 2-hidroxi-4-O-butilbenzofenona
com a cruzaina indicaram a importancia das interacées de hidrogénio entre os atomos
do ligante e da enzima, bem como a energia e o comprimento destas, uma vez que
os residuos do sitio ativo (Cys25 e His159) estiveram presentes nas interacfes com
o ligante (Figura 138). Posteriormente, foram realizados ensaios para avaliagdo do
potencial de inibicdo enzimético do ligante citado anteriormente e estes exibiram
resultados concordantes com o estudo tedrico, denotando inibicdo da enzima cruzaina
(ALMEIDA, 2013).

Figura 138 - Interagao cruzaina e 2-hidroxi-4-O-butilbenzofenona.

Fonte: ALMEIDA (2013, p. 85).

Notas: Atomos de carbono estdo representados em azul, de
nitrogénio em lilds, oxigénio em vermelho, enxofre em
amarelo. Ligante representado em verde. Interacdes de
hidrogénio estdo representadas em preto, em destaque os

residuos da proteina envolvidos em tal interagéo.

Considerando a semelhanca estrutural do ligante 2-hidroxi-4-O-
butilbenzofenona com as HB deste trabalho uma possivel explicacdo para a
diminuicdo da atividade leishmanicida poderia ser a inviabilizacdo dos grupos

farmacoforicos dos ligantes ap6s a coordenacéo (carbonila e fenolato), entretanto uma
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investigacdo aprofundada faz-se necessario, podendo sustentar novos esforcos em
trabalhos futuros envolvendo docking molecular e inibicdo enzimatica.

Os resultados do ensaio de viabilidade para os complexos da série 2
encontram-se representados na Figura 139 e indicaram inibigdo mais significativa dos
parasitos (90,70%) quando tratados com o complexo (8).

Observa-se também que o ligante HQ apresentou pequena porcentagem de
inibicdo dos parasitos (2,33%), enquanto o precursor cis,trans-[RuCl>(PPhs)(bipy)]
demonstrou valor mais significativo (20,0%), portanto os dados refletem que a
coordenacao potencializou a atividade leishmanicida do ligante. Entretanto, ao se
determinar os valores de Clsg = 2,2 uM, CCs0 = 0,5 uM e IS = 0,2 de (8) notou-se que
0 complexo atua também sobre os macrofagos apresentando citotoxicidade e
inviabilizando, portanto, o prosseguimento dos ensaios sugeridos inicialmente neste

trabalho.

Figura 139 - Porcentagem de promastigotas de L. amazonensis viaveis
em cultura axénica ap6és os parasitos serem tratados a 10
MM por 72 horas com HQ, precursores, (7) e (8).
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Fonte: Da autora.
Notas: A anfotericina B foi usada como controle positivo. A viabilidade
parasitaria foi avaliada pelo método Alamar Blue. C-: controle

ndo tratado; C+: controle tratado com anfotericina B; *** P

<0,001; ns: nao significativo.
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6 PERSPECTIVAS

Diversas tentativas para obter complexos de Ru(ll) contendo as HB (Tabela 38)
foram realizadas. Inicialmente com o precursor cis,trans-[RuCl2(PPhs)2(bipy)] (P2) e
em uma segunda etapa com o [RuCl2(PPhz3)3] (P3) e cis-[RuClx(dppb)(fen)] (P4) (Figura
140).

Figura 140 - Precursores de Ru(ll) utilizados nas tentativas de sinteses.
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cis,trans-[RuCl2(PPhs)z(bipy)] [RuCl2(PPhz)s]  cis-[RuClz(fen)(dppb)]
(P2) (P3) (P4)

Tabela 38 - Tentativas de sinteses de complexos de Ru(ll) com HB e suas variacoes.

CondicGes P, P3 P4
Desprotonagéo NaOH, EtsN NaOH, EtsN NaOH, EtsN
Estequiometria 1:1 2:1 1:1
(ligante/metal) 1:1

Temperatura Refluxo Ambiente Ambiente
Refluxo Refluxo
Contra-ion 1:1, excesso - 1:1, excesso
Solventes C2HsOH/CHCI> C2oHsOH/CHCI> C2HsOH/CH:Cl2
CHxCl> CH2Cl> CH2Cl>

Fonte: Da autora.

Nota: - = ndo adicionado.

A dificuldade de obtencdo dos complexos de Ru(ll) planejados pode
fundamentar-se na teoria Acido-Base de Pearson, a qual prediz que a interacdo entre

acidos e bases moles ou acidos e bases duras é mais efetiva (PEARSON, 1997).
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Tendo em vista que o Ru(ll) € um acido macio e as HB s&@o bases duras, a
formacéo de seus complexos é desfavorecida, enquanto compostos de Ru(lll) foram
obtidos mais facilmente devido ao seu carater acido intermediario. Além disso, cabe
ressaltar a presenca das bifosfinas, o que aumenta ainda mais a acidez do ion Ru(lll).

Como mencionado anteriormente, a pesquisa por complexos de ruténio com
HB na base de dados cristalinos CSD (The Cambridge Structural Database) apontou
apenas duas estruturas determinadas, uma de Ruténio(lll) com 2-hidroxi-4-metoxi-
benzofenona (HB2) (RAJA; RAMESH; LIU, 2012) (Figura 141 - a) e a outra de
Ruténio(ll) com 2-hidroxibenzofenona (HABTEMARIAM et al., 2006) (Figura 141 - b).

Figura 141 - a) Estrutura do complexo de Ru(lll) com HB2, b) Estrutura do
complexo de Ru(ll) com 2-hidroxibenzofenona e c) Estruturas

sugeridas para complexos carbonilicos de Ru(ll) com HB

reportadas na literatura.
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Fonte: Adaptado de GOPINATHAN; DESHPANDE; GOPINATHAN
(1993); GOPINATHAN; PARDHY; GOPINATHAN (1986);
HABTEMARIAM et al. (2006); JOSEPH et al. (1984); RAJA;
RAMESH; LIU (2012).
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Enquanto na base Scifinder alguns artigos antigos relataram a sintese de
compostos carbonilicos de Ru(ll) contendo 2-hidroxi benzofenonas (GOPINATHAN;
DESHPANDE; GOPINATHAN, 1993; GOPINATHAN; PARDHY; GOPINATHAN,
1986; JOSEPH et al., 1984) e sugerem a obtencéo das estruturas representadas na
Figura 141 — c). Desta forma, o pequeno numero de estruturas determinadas até o
momento podem ser um indicativo da dificuldade de obtencéo de tais complexos.

Entre as tentativas realizadas a partir dos precursores de Ru(ll), a sintese mais
promissora ocorreu para Pz, cuja reacdo com HB2 formou um Unico produto indicado
por um singleto em 31,65 ppm no espectro de RMN de 3'P{!H} (Figura 142). O
resultado demonstrou a equivaléncia entre os nucleos de fosforo, entretanto estes
encontram-se mais desblindados em relacdo ao precursor, 0 qual apresenta um
singleto em 27,0 ppm e outro sinal em 40,70 ppm (BATISTA et al., 2001; OLIVEIRA,
2014). Os resultados sugerem, portanto, a coordena¢cédo de HB com a manutencao

dos atomos de fosforo trans entre si, conforme representado na Figura 142.

Figura 142 - Espectro de RMN 3!P{*H} do complexo trans-[Ru(HB2)2(PPhsz)2] em CDCls.
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Fonte: Da autora.

Embora os dados de RMN de 3!P{*H} tenham demonstrado a formacédo de
apenas um produto, o espectro de RMN *H apresentou um pequeno sinal em 12,69
ppm referente a hidroxila livre da HB2 e a integracdo dos sinais ndo concordou com a
estrutura proposta (Figura 143), apontando uma reacao incompleta.

A solucao utlizada para o experimento de RMN ao ser deixada para

recristalizagdo por evaporacgéo lenta do solvente originou um Unico monoscristal que
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ao ser submetido a analise por difracdo de raios X (resultados ndo discutidos nessa

tese) confirmou surpreendentemente a formacao do cis-[Ru(HB2)2(PPhs)2] (Figura
144).

Figura 143 - Espectro de RMN *H do complexo trans-[Ru(HB2)2(PPhs)2] em CDCls.
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Fonte: Da autora.

Figura 144 - Estrutura do cis-[Ru(HBz)2(PPhsz)2].

Fonte: software MERCURY (verséo 4.2.0) MACRAE et al. (2008).

Nota: Os &tomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza.

Apods a confirmacédo da estrutura por DRXM novas sinteses foram realizadas e
acompanhadas por RMN na tentativa de se obter espectros que indicassem a

formacdo do isébmero cis. Este foi entdo confirmado apds algumas modificacdes na
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rota sintética que resultaram no surgimento de dois dubletos com deslocamentos
quimicos em 51,27 e 49,80 ppm (Figura 145), entretanto o isolamento do isdmero cis
ndo foi alcancado apos diversos experimentos e ainda ha a necessidade de

purificagdo do produto trans.

Figura 145 - Espectro de RMN 3'P{*H} da sintese a partir de P1 em CH2Cl2/D20.

Fonte: Da autora.

Diante do exposto, 0 complexo mais promissor de Ru(ll) com HB obtido neste
trabalho necessita do témino das caracterizacdes e podera sustentar novos esforcos

por alunos do nosso grupo de pesquisa para futuros estudos.
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7 CONCLUSOES

Na busca por atingir o objetivo principal proposto no projeto de doutorado, que
consistia em obter candidatos a metalofarmacos com atividade citotoxica e
leishmanicida, tendo os cations Ru(ll) e Ru(lll) coordenados a hidroxibenzofenonas (6
diferentes moléculas) e a 1-hidroxi-9,10-antraquinona, foram sintetizados 9 (64%) de
pelo menos 14 possiveis (2 NOX vs 7 ligantes) novos complexos. O fato de né&o ter
sido exaurida todas as possibilidades pode estar associado ao desafio sintético de se
obter complexos de Ru(ll), um acido macio, com o grupo carbonil-fenolato quelante
benzofenbnico, que é uma base dura. Dentre as 9 novas moléculas obtidas, 6 sdo
com o Ru(lll) coordenado a 6 diferentes hidroxibenzofenonas, fechando-se assim uma
série completa (1-6), e 2 com a 1-hidroxi-9,10-antraquinona, uma contendo o Ru(lll)
(7) e outro o Ru(ll) (8).

O nono complexo (n&o discutido nessa tese) contendo, surpreendentemente, 0
Ru(ll) coordenado a 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona, o cis-[Ru(HB2)2(PPhs)2], cuja
identidade foi inambiguamente confirmada por DRXM, foi obtido de forma inesperada
pelo crescimento de cristais a partir da evaporacao lenta de uma solucéo utilizada
para o experimento de RMN durante tentativas de se obter o trans-[Ru(HB2)2(PPhsz)2].
As técnicas de caracterizacdo: espectroscopia de RMN 3P{*H}, 3C{H} e H, UV-vis,
IV, analise elementar, DRXP, condutividade molar, voltametria ciclica e analises
térmicas foram empregadas para a identificacédo de (1-8).

A obtencéo de monocristais de 5 compostos de Ru(lll) e 1 composto de Ru(ll)
possibilitou a elucidacdo estrutural por DRXM, confirmando-se os modos de
coordenacao dos ligantes e permitindo o estabelecimento de suas geometrias intra e
intermolecular no estado sélido cristalino. A determinacao estrutural também também
foi Gtil para a discusséo dos resultados de infravermelho e andlise térmica.

Estudos de modelagem molecular utilizando a DFT permitiram comparar 0s
resultados tedricos com os experimentais das estruturas obtidas e demonstraram que
a geometria cis apresentada pelos complexos de Ru(lll) € energeticamente favorecida
em relacdo aos demais isbmeros possiveis.

Os calculos empregando a TD-DFT proporcionaram informacfes importantes
sobre as transi¢es eletronicas atuantes nos complexos e auxiliaram nas atribuicdes

das bandas obtidas para os espectros de UV-vis.
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O estudo de estabilidade dos compostos em solugcdo constatou que 0s
complexos (1-7) séo instaveis quando solubilizados em DMSO, DMF e DMEM. O
complexo (8), por sua vez, demonstrou formagédo de subprodutos em pequena
proporcao quando dissolvido em DMSO e DMF, entretanto na presenca de DMEM e
DMSO, a espécie sintetizada mostrou-se mais estavel, mantendo-se em maior
proporcgéo ao final das 48 horas.

Os ensaios para investigacao da atividade citotoxica dos complexos mostraram
resultados promissores para (8), que apresentou maior atividade frente a linhagem
CHL-1 (derivada de melanoma) com Clsp (14,50 = 1,99 uM) e IS (7,3) melhores em
comparacao a cisplatina (Clso = 44,92 + 1,71 e IS = 0,54). Estudos subsequentes
apontaram que (8) inibe a proliferacdo de células CHL-1 e induz apoptose, sendo que
esses eventos estdo associados, pelo menos em parte, com a inibicdo da progressao
do ciclo celular na transigdo G1/S.

O estudo de interagdo com o DNA constatou forte afinidade de (8) com a
biomolécula, uma vez que o Ky, apresentou a mesma ordem de grandeza (107 M) de
moléculas intercaladoras classicas. Observou-se também hipocromismo e
batocromismo nos espectros de UV-vis com a adicdo de ct-DNA, sugerindo que a
interacdo mais provavel com a macromolécula é a intercalacao.

Os resultados do ensaio de interacdo com HSA revelaram que (8) ocasiona
supresséao de fluorescéncia através dos mecanismos estatico e dinamico e ocorre a
insercao de apenas uma molécula do complexo na estrutura proteica (n = 1). O valor
de Kp (10%-10° M1) obtido indica que (8) ndo interage significativamente com HSA,
entretanto esta interacdo ocorre de forma espontanea (AG°<0) e por meio de
interacdes hidrofébicas.

Os complexos da série 1 (1-6) ndo apresentaram atividade leishmanicida,
entretanto trés das seis hidroxibenzofenonas (HB4, HB5 e HB6) demonstraram
atividade contra os parasitos da forma promastigota comparavel a anfotericina B, além
de ser varias vezes menos citotoxico do que os farmacos de referéncia. A exemplo da
série 1, o complexo (7) também ndo apresentou atividade leishmanicida. Por outro
lado, o complexo (8) demonstrou resultados significativos, no entanto além de atuar
sobre os parasitos, 0 composto atuou também contra os macrofagos, apresentando
citotoxicidade e inviabilizando ensaios propostos inicialmente, como a analise de

inibicdo de proteases da Leishmania amazonensis.
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GLOSSARIO

ANTIFIBROTICA - Auxilia a reduzir a inflamacdo e a diminuir a velocidade de
cicatrizagéo nos pulmdes.

ANTIPIRETICO — Medicamento que diminui a temperatura do corpo combatendo a
febre.

APOPTOSE - Processo biolégico natural de autodestruicdo de células e que €
essencial para a manutencao do desenvolvimento dos seres vivos, sendo importante
para eliminar células defeituosas.

AUXOCROMOS - Substituintes que aumentam a intensidade da absorcdo e
possivelemnete o comprimento de onda. Sdo exemplos os grupos: metila, hidroxila,
alcoxi, halogénio e amina.

AXENICA - Descreve o estado de uma cultura em que apenas uma Unica espécie,
variedade ou cepa de organismo esta presente e completamente livre de todos os
outros organismos contaminantes

BIOEQUIVALENCIA - Consiste na demonstracéo de equivaléncia farmacéutica entre
produtos apresentados sob a mesma forma farmacéutica, contendo idéntica
composicdo qualitativa e quantitativa de principio(s) ativo(s), e que tenham
comparavel biodisponibilidade, quando estudados sob um mesmo desenho
experimental.

CELULAS BASAIS - S&o as células mais profundas do tecido epitelial que ficam
alinhadas ao longo da lamina basal, sdo mitoticamente ativas e substituem as células
em diferenciacdo das camadas superiores.

CELULAS ESCAMOSAS - Ou ceratinécitos s&o as principais células da epiderme
(camada externa da pele).

CICLINAS - Consiste em uma familia de proteinas que controla a progressao de uma
célula ao longo do ciclo celular, ativando enzimas quinase dependente de ciclina
(CDK) ou um grupo de enzimas necessarias para a sintese do ciclo celular.
CITOCINESE - Fase final dos processos de divisdo celular das células eucaridticas,
caracterizada pela efetiva separacéo das duas células ap6s a formacéo completa dos
dois novos nucleos.

CLUSIACEA - Familia do reino Plantae que designa arvores com seiva leitosa
produtoras de frutos em formato de capsulas. Distribuem-se nas regides tropicais do

planeta.
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DIGENETICO - S&o os parasitos que s6 completam o seu ciclo evolutivo passando
pelo menos por dois hospedeiros.

ENDEMICO - Nativo de, restrito a determinada regido geogréfica (diz-se de espécie,
organismo ou populagao).

FABACEAE - Familia de plantas angiospérmicas (plantas com flor) que pode se
apresentar como arvores, arbustos ou ervas. Consiste na familia de maior
representatividade da Caatinga, contendo cerca de um terco da riqueza de espécies
catalogadas.

HEPATOMA — E o mais frequente cancer originado no figado.
IMUNOSSUPRESSAO - Supresséo das reacdes imunitarias do organismo, induzida
por medicamentos ou agentes imunoterapicos que € utilizada em alergias e doencas
autoimunes.

LIQUEN — Combinacéo de uma alga verde com um fungo, em que 0s organismos
existem por meio de uma relacdo mutualistica (associacdo entre organismos de
espécies diferentes em que ambos parceiros se beneficiam).

MACROFAGO - Célula importante do sistema imunolégico que participa na
imunidade inata e condiciona a adaptativa, através da fagocitose de particulas
estranhas ao hospedeiro.

MIELOTOXICIDADE - Caracterizada basicamente pela leucopenia (diminuicdo do
namero de linfécitos, granuldcitos e neutroéfilos), trombocitopenia (diminuicdo do
numero de plaquetas) e anemia (diminuicdo da concentragcédo de globulos vermelhos
ou eritrocitos circulantes).

MURINO - Parecido, similar ou pertencente a ratos.

NEFROTOXICIDADE - Efeito deletério sobre a funcdo renal causado por um agente
guimico especifico.

POLYGONACEAE - Familia de plantas angiospérmicas, distribuidas principalmente
em regides temperadas do hemisfério Norte. No Brasil ocorrem 9 géneros e 95
espécies com ampla distribuicdo em todos os estados.

QUIMIOPREVENTIVOS — Agentes quimicos naturais ou sintéticos qua atuam na
reversao, blogueio ou prevencgao do surgimento do cancer.

RECOZIMENTO - Uma das etapas de sintese de DNA, em que 0s primers, gue sao
cadeias curtas de DNA personalizadas, sdo projetados especificamente para se
unirem a locais no inicio e no final do segmento a ser copiado. Se os primers forem

projetados incorretamente ou a temperatura nesse estagio estiver errada, o primer se
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ligar4 aleatoriamente ao DNA, resultando na copia do segmento incorreto.
RUBIACEAE - Familia de plantas angiospérmicas que pode se apresentar como
arvores, arbustos ou ervas, principalmente em regides tropicais e subtropicais.
TECIDO EPITELIAL — Camada de células altamente coesas que cobre ou reveste as
superficies do corpo como: pele, intestino, glandulas salivares, figado.
TERATOGENICO — Agentes que provocam malformacdes congénitas (anatdmicas,
funcionais ou estéticas) podendo, muitas vezes, levar a morte.

TRACOMA - Doenca inflamatéria ocular, uma conjuntivite causada pela
bactéria Chlamydia trachomatis que ocorre em areas de maior concentracdo de
pobreza, deficientes condicbes de saneamento basico e acesso a agua.

VIA PARENTERAL - Consiste na administracdo de medicamentos através das
seguintes vias: intradérmica - S&o aplicadas rente a pele, entre a derme e a
epiderme, a agulha ndo chega a camadas profundas. Um exemplo classico de vacina
intradérmica é a BCG; subcutédnea — Sao aplicadas na hipoderme, no tecido
subcutaneo. Os locais para injecao incluem as regides superiores externas (bracos),
0 abdbémen, a regido anterior das coxas e a regido superior do dorso; intramuscular —
Administracao direta do injetavel na massa muscular. Esta via permite a administracao
de medicamentos em solucbes aquosa e oleosa. E a via mais apropriada quando se
trata de vacinas com solu¢des mais irritantes, pois a regido dentro dos musculos tem
menos sensibilidade que as camadas da pele; intravenosa ou endovenosa -
a administracéo intravenosa ou endovenosa é efetuada introduzindo o medicamento
diretamente na veia, na corrente sanguinea. Por estas vias se administram na maioria
das vezes prepara¢gbes aquosas, em menor caso as suspensdes aguosas ou

emulsdes de 6leo em agua.
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APENDICE A — Energias de excitagdo PBEO computadas (Aca.c, em nm) com a
forcado oscilador associada (F, em u.a.) para HB2, bem como a

contribuicdo do processo de transferéncia de carga (em %) para
a transicao eletronica calculada.

Aexp = 328 nm

heare = 302 nm

43%
F=0.27

Aexp = 288 nm

heare = 274 nm

36%
F=0.11
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APENDICE B - Energias de excitagio calculadas de PBEO (AcaLc, em nm) para (1)

com aforcado oscilador associada (F, em u.u.).

AEX Orbitais o
Acarc F Atribuicdes
p moleculares
809. 0.0 H-3-5L(28%)/H- Edppb/hbﬁ(dRu—ﬂ*hbz—nm) LMLCT/MLMLC
1 5 1-L(19%) (dru-mct)—(dru—TT hbz—Nc1) T
H-7-L(21%)/H-
690. 0.0 T ha—
682 8—sL(14%)/H- Tappb—>(dru—TT hbz—mci) // LMLCT
6 3 TThbz/dppb—>(ARu—TT hbz—T\CI)
9-5L(13%)
631. 0.1 H-10—L(33%)/ )
5 1 H-9-5L(14%) TTdppb—>(Aru—TT hbz—Mc1) LMLCT
= 0
H-
606. 0.0 .
3 4 13-L(37%)/H- Tdppb—>(drRu—TT hbz—1C1) LMLCT
14-5L(14%)
H-
344, 00 13-L(15%)H- Mewpr—>(dru—Trhoznc)
346 0 L 1oL (Ohbz—nc))—=>(dru=TT hbz—Mcl LMLCT
- 0)/H-
)
15-5L (14%)
335. 0.0 )
., HLASLEI) Tamo(dee o) LMLCT
324, 0.1 H-L+1(24%)H
297 (dru-mc1)—(dru—mci0) MLMLCT
0 3  -1-5L+1(11%)
H-
315 01 @7y, (drene)->(drincio) MLMLCT/
6 4 TTdppb/hbz—> (drRu—Mcl0) LMLCT

35L+1(12%)
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APENDICE C - Energias de excitagio calculadas de PBEO (AcaLc, em nm) para (2)

com aforcado oscilador associada (F, em u.u.).

Orbitais L
Aexp Acac  F Atribuicoes
moleculares
H-3—L(33%)/H-  Thbzdppb—>(dru—TT hoz—nci)//
802.5 0.05 * LMLCT
1-L(13%) TThoz—>(dRu—TT hbz—T\cCI)
H-7—L(18%)/H-  Tappb—>(dru—TThoz—mc1) //
700.5 0.03 * LMLCT
8—L(15%) TThbz/dppb—>(dRu—TT hbz—Nc1)
H-7—L(18%)/H-  Tappb—>(dru—TT"hoz—mc1) //
680 688.2 0.01 X LMLCT
8—L(15%) TThbz/dppb—>(dRu—TT hbz—NcI)
637.1 0.09 H-10—L(30%) TTdppb—>(dRu=TT hbz—NcI) LMLCT
611.8 0.05 H-13—-L(36%) TTdppb—>(dRu=TT hbz—NcI) LMLCT
H-12—L(24%)/H- TTappb—>(dru=TT hoz—mc1) //
584.0 0.04 * LMLCT
15—L(21%) N—>(dru—TT hbz—1c1)
H-23—>L (18%)/H- )
N—>(dru—TT hoz—mc1) //
353 345.1 0.01 21-L(17%)/ H- X LMLCT
C)'—)(dRu—TI' hbz—T]CI)
2251 (13%)
338.8 0.02 H-21-L(20%) 0—(dru—TT hoz—1C) LMLCT
336.6 0.01 H-22—sL (37%) 0—(dru—TT hbz—1c) LMLCT
H-24-L(17%)/  0—>(dru—TT hoz—nci) // LMLCT/
329.8 0.03 H-1-L+1(15%)  Trappb—>Tnoz // LLCT/
| H—>L+1(15%) dRu-TTdppb—>TT hbz MLLCT
H-24—L (17%)/  0—>(dru=TT"hor—mci) //
323.4 0.07 LMLCT/MLLCT
H-L+1 (15%) dRu—Tpopb—)TT*hbz
H-25—-L(18%) /  Thoz—>(dru—TT"hoz—nc1) //
322.2 0.09 H-3—L+1(15%)/ Trdappbinbz—>TT hoz // LMLCT/LLCT
H-23—L(13%) 0—>(dru—TT hbz—Mcl)
296 302.5 0.06 H-4—L+1(46%) (dru-TTdppbihbz)—>TT hbz MLLCT
300.3 0.01 H-6—L+1 (30%)  Trappbirbz—>TT hbz LLCT
296.7 0.05 H-26—-L (31%) T hoz—>(dRu=TT hbz—Nc1) LMLCT
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APENDICE D - Energias de excitagio calculadas de PBEO (AcaLc, em nm) para (3)

com aforcado oscilador associada (F, em u.u.).

Aex  AcaL .
Orbitais moleculares o
P c Atribuicdes
807. 0.0 H-6—L(20%)/H- .
TTdppbbz—>(dRu—TT dppp—mc))  LMLCT
7 4 5-5L(15%)
707. 0.0 (dru—TTdppbrhbz)—>(drRu—TT dppp— MLMLC
H-8—L(31%)
1 5 ne) T
681. 0.0 H-11-L(22%)/H- .
674 TT dppb/hbz—>(ARu—TT dppb—CI) LMLCT
1 3 8—L(22%)
655. 0.0 X
6 4 H-lO—)L(40%) Trdppb—>(dRu—Tr dppb—ncl) LM LCT
618. 0.0 H-13—L(37%)/H- .
TTdppb—>(dRu—TT dppb—NC1) LMLCT
8 5 11-L(19%)
499. 0.0 )
472 3 . H-16—L(48%) Ncmp—>(dru—TT dppb—Mc1) LMLCT
MMLCT
459. 0.0 H-17—L(24%)/H- dru—>(dru=TT dppb—cI) /
8 3 18—L(16%) (dru—TThbz)—>(dru=TT"dpp—mc))  MLMLC
T
H- *
366. 0.1 Op—>(dru—TT dppb—c1) // LMLCT
368 21-5L(20%)/H—L+1(16
7 3 T hoz—>TT hbz ILCT
%)
363. 0.2 o
8 9 H—L+1(37%) T hbz—>TT hbz ILCT
301. 0.1 )
302 H-5-L+1(38%) TT dppb/hbz—>(dRu—TT dppp—mc))  LMLCT
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APENDICE E - Energias de excitagdo calculadas de PBEO (AcaLc, em nm) para (4)

com aforcado oscilador associada (F, em u.u.).

Aexp Acaic  F

Orbitais

moleculares

Atribuicdes

797.4 0.05

671 671.6 0.02

631.2 0.05

614.2 0.07

586.6 0.06

481 479.7 0.03

454.8 0.05

370 386.0 0.20

H-2—5L(24%)/H-
4—L(24%)/H-
5L (13%)

H-8—5L(29%)/H-
7L (15%)/H-
10—L(15%)

H-9—5L(24%)/H-
10—5L(17%)/H-
13-L(15%)

H_
12—L(25%)/H-
131 (14%)
H_
12—L(24%)/H-
13—L(20%)
H_
16—L(32%)/H-
17-L(17%)
H_
17—L(33%)/H-
16—L(18%)

H—L+1(52%)

Trdppb—>(dRu—Tr*hbz—T]CI)
(dru—mc1) = (dru=TT hoz—nci)//
(dru—TTdppb/mbz—"cl)—>(drRu=TT hbz—Nc1)

Trdppb—>(dRu—Tr*hbz—nCI) /
TThbz—>(dRu=TT hbz—McI)

Trdppb—>(dRu—Tr*hbz—nCI) /
TThbz—>(dru=TT hbz—c1)

TTdppb—>(dRu=TT hbz—McI)

TTdppb—>(dRu=TT hbz—McCI)

(dru=TThbz—Nc1)—>(dru—TT hbz—Nc1)

(dru=TThbz—mc1)—>(dru—TT hbz—Nc1)

TThbz—>(dru=TT "hbz)

LMLCT/
MLMLCT

LMLCT

LMLCT

LMLCT

LMLCT

MLMLCT

MLMLCT

LMLCT
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APENDICE F - Energias de excitagio calculadas de PBEO (AcaLc, em nm) para (5)

com aforcado oscilador associada (F, em u.u.).

Orbitais
Aexp  Acac  F G
moleculares Atribuicdes
H-4—L(19%)/H-  TThbzidppb—>(dru—TT"hbz—nc1) //
764.4 0.03 . LMLCT
6—L(15%) TTdppb—>(dru—TT hbz—Mc1)
H-7—L(33%)/H- .
716.2 0.03 TThbz/dppb—> (Ru—TT hbz—T\CI) LMLCT
4-5L(21%)
H-
654 6719 0.06 11-5L(21%)/H- TThbz/dppb—>(dRu=TT hbz—NcI) LMLCT
10-5L(17%)
625.6 0.05 H-9-L(43%) TThbz/dppb—> (dRu=TT hbz—"Cl) LMLCT
H-
367.1 0.02 19-L(22%)/H- Odppb—>(ArRu—TT hbz—Nc1) LMLCT
20-5L(17%)
H-
(dRu—Tl'dppb)—>(dRu—T]C|/P) Il MLMLCT/
352 352.0 0.02 2-L+2(18%)/H-
Tappb—>(dru—m1c1P) LMLCT
15L+2 (12%)
H- *
TTdppb/hbz—>TT hbz // LLCT
301.5 0.05 7-L+1(23%)/H- .
(dRu_Trdppb)—)Tr hbz MLLCT
3L +1(14%)
H-28— L

TTdppb/hbz—>(dRu=TT hbz—"Cl1)
298.4 0.06 (16%)/H-24— LMLCT

L(11%) Odppb—>(Aru=TT hbz—Nc1)
H-
293 2976 0.11 28-L(13%)/H-
29-5L(10%)

TTdppb/hbz—>(Ru=TT hbz—"Cl1) LMLCT/
(dru=TTdppb/hbz)—>(dru—TT hoz—mc1)) MLMLCT




260

APENDICE G - Energias de excitagido calculadas de PBEO (AcaLc, em nm) para
(6) com afor¢cado oscilador associada (F, em u.u.).

AEXP 7\'CALC F Orbitais AtribUigaeS
moleculares

769.8 0.03 H-5-L(43%) (dru—TThbzidppb—c))—>(dru—TT"hbz—Mc)) MLMLCT

H-7-L(29%)/ depb—)(dRu—'lT*hbz—T]Cl) / LMLCT/
695.4 0.03 )
H-6—L(12%) (dru—TThbz/dppb)—>(dru—TT hbz—mc)  MLMLCT
H-9-L (31%)/ TThbz/dppb—>(dRu=TT hbz—NcI) LMLCT/
658 637.3 0.12 *
H-11-L(14%)  (dru—TThoz—nc)—>(dru—TT hbz—nc) ~ MLMLCT
348 349.7 0.26 H-L+1(37%) TThbz—>TT hbz ILCT
H-
3423 015 21->L(19%)/H- Trappb—>(dru—T hbz—1C1) LMLCT
23-5L(17%)
H-
2 5L+1(12%)/ )
TTdppb—TT hbz
H- ) LLCT/
295 295.1 0.03 (drRu—TThbz—NC1) > TT hbz
3—->L+1(12%)/ MLLCT

H (dru=TThbz/dppb—TCl)—> TT hbz

5L +1(12%)
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APENDICE H - Representacdo da estrutura cristalina do complexo

[RuClx(Lap)(dppb)], onde Lap = lapachol

Fonte: CCDC CIF ZOJHIR (BARBOSA et al., 2014a), software Mercury MACRAE et al. (2008).
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APENDICE | - Representacdo da estrutura cristalina dos complexos (a) dicloro-
((5-cloro-2-(hidroxi)-4-metilfenil)-(fenil)metanoato)-
bis(trifenilfosfina)-ruténio(ll) e (b) cloro-(n®-cimeno)-(2-
(6xido(fenil)metilfenolato-O,0")-ruténio(ll).

(@) (b)

Fonte: CCDC CIF ZOJHIR (BARBOSA et al., 2014a), software Mercury MACRAE et al. (2008).
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APENDICE J - Proposicdo do arranjo estrutural de (2) apos dissolucdo dos
complexos em DMSO e DMF.

ofRo oo

@@ o! O @Q )
o}
P////, \84 o P///, \ NI
RUL Ty Ru




