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RESUMO

O presente trabalho descreve a sintese, caracterizacdo e estudo da atividade citotoxica de
complexos de ruténio(ll) contendo como ligantes o fArmaco cimetidina e 1-metil imidazol. Os
compostos foram sintetizados sob atmosfera inerte e em condi¢Bes anidras através de um
sistema de secagem de gas argbnio, sendo posteriormente caracterizados pelas técnicas:
analise elementar (CHN), andlise termogravimétrica (TG), condutividade molar,
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (IV), espectroscopia de absor¢do na
regido do ultravioleta e visivel (UV-vis), difracdo de raios X por monocristal (DRXM),
difracdo de raios X por policristal (DRXP), voltametria ciclica (VC) e ressonancia magnética
nuclear (RMN) de carbono, hidrogénio e fésforo. Em uma segunda etapa os complexos
sintetizados foram submetidos a ensaios biolégicos a fim de avaliar a atividade citotoxica na
linhagem celular de glioblastoma (U251MG) e os resultados obtidos mostraram efeitos
citostaticos dos complexos contendo a cimetidina quando em comparacéo com o ligante livre.
Estudos sobre as possiveis interacdes dos complexos de ruténio(ll) com o DNA e a albumina

humana (HSA) também foram realizados.

Palavras-Chave: Cimetidina. 1-metil imidazol. Cancer. Compostos de coordenagéo. Ruténio.



ABSTRACT

The present study describes the synthesis, characterization and study of cytotoxic activity of
ruthenium(I1) complexes containing as ligands the drug cimetidine and 1-methylimidazole.
The compounds were synthesized under inert atmosphere and under anhydrous conditions by
means of an argon gas drying system being further characterized by the techniques: elemental
analysis (CHN), thermogravimetric analysis (TG), molar conductivity, absorption
spectroscopy in the infrared region (IR), absorption spectroscopy in the region of
ultravioletand visible (UV-vis), X-ray diffraction for monocrystal (MXRD), X-ray diffraction
for polycristal (PXRD), cyclic voltammetry (CV) and nuclear magnetic resonance (NMR)
carbon, hydrogen and phosphorus. In a second step, the synthesized compounds were
subjected to biological tests in order to assess the cytotoxic activity against glioblastoma cell
line (U251MG), and obtained results shown cytostatic effects of cimetidine complex when
compared with free ligand. Studies on possible interactions of ruthenium(ll) complexes with

DNA and human albumin (HSA) were also performed.

Keywords: Cimetidine. 1-methyl imidazole. Cancer. Coordination compounds. Ruthenium.
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1 INTRODUCAO

A Quimica Inorganica Medicinal é relativamente recente, mas a area desenvolveu-se
rapidamente nas Ultimas décadas. Numerosos ions metalicos desempenham um papel vital em
sistemas bioldgicos e atualmente muitos compostos a base de metais ou sais de metais séo
rotineiramente administrados para fins terapéuticos e de diagndstico (Figura 1). Ademais,
nutrientes metélicos essenciais sdo fornecidos na forma suplementar para superar as
deficiéncias ou inversamente, por meio de quelagcdo em caso de sobrecarga no organismo
(GAYNOR; GRIFFITH, 2012).

Figura 1- Principais areas de aplicagdo da Quimica Inorganica Medicinal.
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Quelacao FeeCu

Fonte: GAYNOR; GRIFFITH, 2012. Adaptada.

A principal vantagem da administragdo de farmacos a base de metal sobre os
organicos é a capacidade de variar o nimero de coordenacdo, geometria e estados redox. Os
metais também podem alterar as propriedades farmacoldgicas de medicamentos organicos
através da formacdo de complexos (GRAF; LIPPARD, 2012). A resultante "pro-farmacos”
tem caracteristicas fisicas e propriedades farmacoldgicas diferentes, permitindo que o farmaco

possa ser liberado de forma controlada ou localizada. Esta abordagem pode conduzir ao
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"resgate” de medicamentos que falharam devido a farmacologia ou alta toxicidade
(HAMBLEY, 2007).

O sucesso da cisplatina como um agente anticancer estimulou a busca por compostos
citotoxicos com perfis de toxicidade mais aceitaveis, retencdo e, se possivel, expansao da
atividade. Tal fato corroborou para o desenvolvimento de outros compostos envolvendo
metais dos grupos 8, 9 e 10 da tabela peridédica. Complexos de ruténio sdo atualmente objeto
de grande atencdo no campo da Quimica Medicinal, principalmente no que diz respeito as
propriedades antitumorais, antimetastaticas, alta seletividade e baixa toxicidade sistémica
(KOSTOVA, 2006).

Nas Ultimas duas décadas ocorreu um crescimento exponencial na sintese de
compostos de ruténio, vislumbrando um potencial farmaco. O aumento do interesse é também
confirmado pelo nimero de artigos de revisdo sobre este topico, destacando as propriedades
desta classe de compostos e salientando as diferencas que caracterizam 0s compostos de
ruténio versus os de platina ou de outros metais de transicdo (BERGAMO; SAVA, 2011).

Dois complexos de ruténio, trans-[tetracloro(DMSO)(imidazol)rutenato(l11)]
conhecido como NAMI-A e o trans-[tetracloro(DMSO)(imidazol)rutenato(l11)] conhecido
como KP1019 estdo atualmente em ensaios clinicos avancados e estudos sobre os efeitos
bioldgicos de potenciais agentes terapéuticos a base do metal estdo sendo publicados. Até o
presente momento, 0 mecanismo de acdo de complexos de ruténio é especulativo. Estudos
mostram que estes tém uma quantidade inumeravel de alvos (DNA, proteinas, membranas,
entre outros) (KOMOR; BARTON, 2013).

Motivada por esta promissora area de concentracdo da Quimica Inorganica, o presente
trabalho fundamenta-se na sintese, caracterizacdo, avaliagdo da atividade citotdxica e
investigacdo do mecanismo de acdo de complexos de ruténio com os ligantes cimetidina e 1-
metil imidazol, uma vez que estes apresentam interessantes propriedades terapéuticas e

quelantes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica relata sobre os ligantes cimetidina, 1-metil imidazol,
bipiridinas e fosfinas, bem como a Quimica de coordenacdo do ruténio e o potencial uso de

metalofarmacos no tratamento do cancer.

21 COMPLEXOS DE CIMETIDINA

Na década de 1970, com o advento da terapia farmacoldgica, houve uma regressao
significativa no nimero de procedimentos cirurgicos. Em 1972, James Black descobriu a
presenca de receptores da histamina nas células parietais. O desenvolvimento de uma
substancia bloqueadora desses receptores resultou na inibi¢do da secrecdo de acido gastrico,
fato que o levou ao Prémio Nobel de Medicina em 1988, resultando na producdo do primeiro
farmaco bloqueador dos receptores tipo Il da histamina: a cimetidina (TONETO; OLIVEIRA;
LOPES, 2011).

A cimetidina, 1-ciano-2-metil-3-[2-[(5-metil-1H-imidazol-4-il)metilsulfanil]etil]-
guanidina é o mais antigo antagonista do receptor de H2 e é comumente prescrito no
tratamento de doencas como refluxo gastro-esofagico, assim como para Ulceras gastricas e
duodenais (ZHENG et al., 2013). Os anti-histaminicos H2, ou bloqueadores, séo
principalmente utilizados para reduzir a secre¢do do &cido gastrico (ABRAHAM, 2003).

Diferentes formas cristalinas sdo assumidas pela molécula da cimetidina, dependendo
do solvente e do método de cristalizacdo adotado. Este fendmeno é conhecido como
polimorfismo e refere-se & habilidade de um composto cristalizar em mais de uma estrutura
cristalina (CABEZA; EDENS; BERNSTEIN, 2015). Esses polimorfos sdo formados através
de uma variedade de ligacGes de hidrogénio intra e/ou intermoleculares. A cimetidina possui
sete formas polimorficas, sendo as formas A, B, C e D anidras e as modificacbes M1, M2 e
M3 as formas monohidratadas (Figura 2). A cristalizagcdo da molécula a partir de uma solucéo
aquosa, por exemplo, pode conduzir a obtencdo dos quatro polimorfos, enquanto trés formas
podem ser obtidas atraves da cristalizagdo em &gua ou em misturas de agua com solventes
organicos (LIMBERGER, 2011).

Apesar de apresentar diferentes formas cristalinas, o fato de ser um farmaco de Classe
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Il (alta solubilidade) no sistema de classificacdo biofamarcéutica segundo Takagi et al.
(2006), minimiza as chances de haver problemas de biodisponibilidade em decorréncia do

polimorfismo.

Figura 2 — Formas polimérficas da cimetidina.
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Nota: (A) Estrutura quimica e sistema de numeracdo para a cimetidina. (B) ConformacGes
moleculares na célula unitaria cristalografica da cimetidina anidra, forma A (a
esquerda) e D (meio), e 0 mono-hidrato de M1 (a direita), como determinado por
difracdo de raios X.

Fonte: MIDDLETON et al., 2000.

Sua estrutura quimica (Figura 3) consiste principalmente de trés unidades funcionais:
um anel imidazoélico 4,5-disubstituido, uma cisteina e um derivado de N-cianoazometina ou

guanidina (ONOA et al., 2002).

Figura 3-Estrutura quimica da Cimetidina.
13

Fonte: Do autor.

A cimetidina comporta-se como um forte agente quelante, podendo atuar como um
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ligante bidentado por meio do nitrogénio imidazolico e pelo &tomo de enxofre, formando um
anel de cinco membros, ou como um ligante tridentado com a coordenagdo ocorrendo no
nitrogénio imidazoélico, no atomo de enxofre e no grupo nitrila (ONOA et al., 2002).

A interacdo da cimetidina com cobre(ll) foi estudada por BIANUCCI et al. (1991) e
por meio da difracdo de raios X verificou-se a formagdo de dois compostos, um verde
[Cu(1)2](CIO4)2 e um azul [Cu(2)CIO4]CIO4 onde 1 e 2 correspondem aos ligantes
mostrados nas Figuras 4-(A) e 4-(B) respectivamente, sendo que esta ultima representa a

molécula da cimetidina modificada pela solvélise metandlica da funcgéo nitrila.

Figura 4- (A) Cimetidina; (B) Cimetidina modificada.
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NS N NN SN
(A) (B)

Fonte: BIANUCCI et al., 1991. Adaptada.

Na literatura (ONOA et al., 2002), ha relatos de sinteses de complexos de Pd(Il) e
Pt(11) com a cimetidina. A Figura 5 mostra um desenho em perspectiva da estrutura molecular
do trans-[Pt(cim)2]Cl,.12H,0 (os ions cloretos ndo sdo mostrados). A platina(ll), que se
encontra em um centro de inversdo, e tetracoordenada por dois atomos de nitrogénio
imidazolicos e dois atomos de enxofre pertencentes a duas moléculas de cimetidina separadas
(ONOA et al., 2002).

Figura 5 - [Pt(Cim),]*". Pt(ll) ambiente e esquema de
numeracdo na cimetidina.
C(16)

N(12) c(12
N(T3) C(19) L )C(12)

C(S)
C(2) N(1)

Fonte: ONOA et al., 2002. Adaptada.
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2.2  CIMETIDINA E ACAO ANTITUMORAL

No momento de sua introducdo no mercado ao final de 1970, a cimetidina raramente
foi considerada um agente com utilidade clinica que ndo sua indicacdo primaria. Os primeiros
relatos sugerindo que a cimetidina exibiu um efeito clinico oncoldgico ocorreu em 1988 no
contexto de cancer gastrico (LEFRANC et al., 2006).

Antes do advento de antieméticos mais fortes este farmaco foi prescrito para tratar a
ndusea associada a quimioterapia. Observou-se que pacientes com cancer tratados com
cimetidina tiveram uma melhora significativa como resposta, comparado com aqueles nao
tratados (KUBECOVA et al., 2011).

Mais recentemente, foi relatado que a cimetidina pode atuar como a temozolomida
(TMZ), um farmaco de primeira linha no tratamento do glioblastoma multiforme, melhorando
a sobrevivéncia em humanos e ratos com glioblastoma (LEFRANC et al., 2005).

Evidéncias sugerem que a cimetidina também pode melhorar a sobrevida de pacientes
com tumores malignos (Tabela 1), incluindo cancer gastrico (JIANG et al., 2011), colo-retal
(PANTZIARKA et al., 2014), de células renais (TATOKORO et al., 2011) e melanoma
(ZHENG et al., 2013).

Estudos sobre efeitos antitumorais da cimetidina indicaram varios mecanismos
potenciais de acdo, caracterizados por trés aspectos gerais: a) um efeito inibidor direto sobre o
crescimento do tumor, bloqueando o crescimento de células promovido pela atividade da
histamina e um efeito indireto, através da inibicdo do tumor, associado a angiogénese; b)
umaimunomodulacdo mediada por células, aumentando a resposta imune do hospedeiro para
as células tumorais; ¢) uma inibicdo da migracdo de células de cancro e adesdo as células
endoteliais e, por conseguinte, uma inibicdo de tumor neoangiogénese e o desenvolvimento de
metastase (LEFRANC et al., 2006). Contudo, o mecanismo exato de acdo pelo qual a
cimetidina afeta o crescimento e a progressdo de células tumorais permanecem pouco
compreendidos (ZHENG et al., 2013).



Tabela 1- Descricgao de varios ensaios clinicos utilizando cimetidina em oncologia.

Indlca}ggo Tipo de ensaio Dose N° de Resultados
Oncoldgica pessoas
Céancer Gastrico  Randomizado Pds operatorio 181 Aumento
800mg/d significativo
Cancer Gastrico  Randomizado 1-1.2 g/d 65 Aumento
significativo
Cancer colorretal Randomizado 5d pre-/2 d pés- 34 Aumento
operatorio 800 significativo
mg/d
Cancer colorretal Randomizado 5FU+/- pos- 64 Aumento
operatorio 800 significativo
mg/d
Cancer colorretal Randomizado Pds-operatorio 400 45 Aumento
mg2x/d, 2 a significativo
Cancer colorretal Randomizado Pré-operatorio 7 d 42 3-a beneficio da
sobrevivéncia
Cancer colorretal N&o Randomizado  5FU+/-pds 125 10-a beneficio
operatorio 800 da sobrevivéncia
mg/d
Melanoma Fase Il 300 mg, 4 x/d 64 1RC,2RP
avancado
Melanoma Fase Il INF + 1.2 g/d 19 7RP
avancado
Metastatico RCC  Nao Randomizado  Cumarina+ 300 35 3RC,11RP
mg, 4x/d apd
Metastatico RCC  Fase Il Cumarina+ 300 mg 42 4 RP
4x/d
Metastatico RCC  N&do Randomizado 600 mg/d apd 50 2RC
Metastatico RCC  Fase Il INF +/- (cumarina 148 Aumento ndo
+ 400 mg 3x/d) significativo

Nota: (apd: até a progressdo da doenga; d:dia; a: ano; RC: resposta completa; RP: resposta parcial; INF:
interferon; CCR: carcinoma de células renais).
Fonte: LEFRANC et al., 2006. Traducéo.

2.3  LIGANTES FOSFINICOS

Nas fases iniciais das investigacoes, ligantes fosfinicos tém provado diversos

beneficios, devido a sua alta afinidade por metais de transicdo e a sua capacidade de impor

atividade catalitica. Desde a década de setenta, um grande numero de ligantes tem sido

desenvolvido levando a complexos de Rh, Ir ou Ru capazes de catalisar um nimero de
hidrogenacdes de C=C, C=0 e C=N (ERRE et al., 2008).

As fosfinas possuem um par de elétrons capaz de formar ligacdes o estaveis e orbitais
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hibridos, do tipo 3po*dm vazios, capazes de receber elétrons. Assim, sdo adequadas a
retrodoacdo. Neste tipo de ligacdo quimica a densidade eletrbnica é sinergisticamente
compartilhada entre o ligante e o metal, originando ligacdes mais estaveis (Figura 6) (VALLE
et al., 2008).

Figura 6 — Representacdo das interacGes metal-ligante

Ligacdo G

1

N

2 Retrodoagdo

Fonte: Adaptado de VALLE et al., 2008.

Uma grande vantagem dos ligantes fosfinicos em relacdo a outros ligantes é a
utilizacdo da técnica de ressonancia magnética nuclear. O isétopo P, spin=1/2, de
abundancia relativa de 100% e a ampla faixa de deslocamentos quimicos, destacou o fésforo
nesta técnica, tornando-se uma ferramenta eficaz na determinacdo estrutural dos compostos e
na andlise de rotina (CAVARZAN, 2010).

A importancia das fosfinas em compostos de coordenacdo ndo esta restrita ao seu uso
apenas em catalise, pois a descoberta do envolvimento de complexos metalicos contendo estes
ligantes em atividades antitumorais ocorreu had mais de 25 anos. Destaca-se que os ligantes
bifosfinicos, quando livres, sdo também ativos, ainda que em menor extensdo (VALLE et al.,
2008).

2.4 LIGANTES N-HETEROCICLICOS

Os ligantes N-heterociclicos sdo muito versateis, podendo variar suas propriedades
fisicas e quimicas com a estrutura: sistemas aromaticos ou nao, anéis de diferentes formatos,
compostos com anéis conjugados ou ndo, adigdo de grupos substituintes em diferentes

posicdes. Tais tipos de ligantes possuem orbitais px antiligantes vazios e um par de elétrons



28

capaz de formar ligagdes o fortes e desta forma sdo adequados a retrodoacgdo, doando elétrons
através da ligacdo o e recebendo elétrons do metal através do orbital pn antiligante vazio
(SANTIAGO, 2004).

2.4.1 Bipiridinas

As bipiridinas ou dipiridinas sdo dimeros da piridina que podem ser obtidos como seis
isomeros diferentes (Figura 7): 2,2’-bipiridina (1), 2,3’-bipiridina (la), 3,3’-bipiridina
(1b),2,4’-bipiridina (1c), 4,4’-bipiridina (1d) e a 3,4’- bipiridina (1e). Estas sdo pouco polares
e insolUveis em &gua e, devido aos pares de elétrons ndo-ligantes dos atomos de nitrogénio
nos aneis heteroaromaticos, tém sido muito usadas como ligantes para formacdo de

complexos com as mais variadas aplicacbes (DONNICI et al., 2002).

Figura 7 — Estruturas dos isomeros da 2,2’-bipiridina.
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Fonte: DONNICI et al., 2002.

Ligantes contendo duas ou mais unidades de 2,2’-bipiridina podem a principio ser
utilizados como pontes de interligacdo de centros metalicos em um arranjo espacial bem
definido. Tais ligantes possuem aplicacBes cataliticas, eletroquimicas, luminescentes e
condutoras de eletricidade, estocagem de energia solar, foto e opto-eletrdnica até estudos de
interacdo com o DNA, reconhecimento molecular quiral e outras aplicagdes tecnoldgicas
(DONNICI et al., 2002; KAES; KATZ; HOSSEINI, 2000).
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2.4.2 1-metil imidazol

O imidazol é um constituinte de varios produtos naturais importantes, incluindo
purinas, histamina, histidina e &cido nucleico. Por ser um composto aromaético polar e
ionizavel que melhora as caracteristicas farmacocinéticas das moléculas é utilizado como um
farmaco para otimizar os parametros de solubilidade e biodisponibilidade de moléculas
fracamente soltveis (VERMA; JOSHI; SINGH, 2013).

Em um passado ndo tdo distante, aplica¢cdes de derivados imidazolicos na Quimica
Medicinal possibilitou progressos notaveis. As caracteristicas estruturais do anel imidazoélico
fazem com que este esteja pronto para se ligar com uma variedade de enzimas e receptores do
sistema bioldgico (SHARMA et al., 2014).

O imidazol (Figura 8) é um anel planar de cinco membros que é solivel em &agua e
outros solventes polares. E classificado como um composto aromatico devido & presenca de
um sexteto de elétrons m que consiste em um par de elétrons do 4dtomo de nitrogénio
protonado e um elétron de cada um dos quatro atomos restantes do anel (VERMA; JOSHI;
SINGH, 2013).

Figura 8 - Estrutura quimica do
imidazol.

H

9

Fonte: Do autor.

Geralmente, o imidazol forma complexos monodentados com ions metalicos através
do atomo de nitrogénio. Na literatura € encontrado um grande nimero de derivados
imidazolicos com diversos efeitos farmacoldgicos, incluindo atividades anti-inflamatérias,
antimicrobianas, antimalaricas e antitumorais (CORREA et al., 2016; VERMA; JOSHI;
SINGH, 2013; ZHANG et al., 2006).

Diante de tais estudos envolvendo o imidazol e suas interessantes propriedades
farmacologicas, o derivado 1-metil imidazol (Figura 9) foi selecionado para uma investigacdo

quanto a coordenacéo frente a complexos fosfinicos e bipiridinicos de ruténio, assim como a
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investigacao de sua citoxicidade em células tumorais. Ademais, este ligante foi escolhido para
um auxilio e comparacdo do modo de coordenacdo da cimetidina, uma vez que a mesma

apresenta o grupo imidazol em sua estrutura.

Figura 9 — (A) cimetidina (B) 1-metil imidazol.
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Fonte: Do autor.

2.5  COMPLEXOS DE RUTENIO

Buscando um novo farmaco com propriedades antitumorais a base de metal com
atividade bioldgica complementar a cisplatina, alguns complexos de ruténio foram
recentemente investigados quanto as suas atividades. Muitos deles com ligantes nitrogenados,
em particular, complexos de Ru(ll) e Ru(lll) com aminas e iminas aromaticas tém
demonstrado exibir boa atividade antitumoral. Eles variam de compostos multicloros aminas
simples, tais como [cis-Ru(II)Cly(NH3)s]" e [fac-Ru(lII)Cl3(NHs)3], para complexos
polipiridil, [cis-Ru(I1)Clx(bpy)2] e [mer-Ru(lI1)Cls(terpy)], heterociclicos (HInd)[trans-Ru-
(INCl4(Ind)2] (Ind = indazol) e (HIm)[trans-Ru(I11)Cl4(Im),] (Im = imidazol) e complexos
arilazopiridinas, como [trans-Ru(I1)Cl,(azpy).] (azpy = 2-(fenilazo)piridina) (BESKER et al.,
2007).

Ha trés caracteristicas principais que tornam os adequados para aplicagdo medicinal:
taxa de troca de ligantes, estados de oxidacdo acessiveis e capacidade do atomo de ruténio
mimetizar o de ferro em ligacGes a determinadas moléculas bioldgicas (NAIK et al., 2014).

O ruténio é um metal de transicdo do grupo 8, 0 mesmo grupo quimico do ferro. Este
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apesar do seu potencial de reatividade e toxicidade é um elemento chave, sem o qual a
maioria das células ndo poderia sobreviver, uma vez que exerce funcdo de transporte no
organismo. O ruténio é um metal de transicdo do grupo 8 — 0 mesmo grupo quimico do ferro,
este fato levou alguns quimicos a postularem que ele é capaz de substituir o ferro em algumas
proteinas. No entanto, outros permanecem céticos de que os dois metais sdo semelhantes o
suficiente para serem intercambiéveis (PAGE, 2012).

O potencial redox entre os diferentes estados de oxidacdo ocupados por complexos de
ruténio permite que o corpo catalise reacdes de oxidacdo e reducdo, dependendo do meio
fisiologico. As alteragdes bioquimicas que acompanham o cancer alteram o meio fisioldgico,
permitindo que estes sejam ativados seletivamente em tecidos cancerosos (BRABEC;
NOVAKOVA, 2006).

Vérios grupos de pesquisa tém explorado compostos de ruténio quanto a sua
capacidade de inibir o crescimento de tumores. O principal foco tem sido a interacdo entre
complexos de ruténio ativos e seus possiveis alvos bioldgicos, tais como DNA, RNA,
transferrina, albumina e citocromo ¢ (MOTSWAINYANA; AJIBADE, 2015).

Nos ultimos anos, o interesse em compostos de ruténio(lll) anticancerigenos, tais
como imidazol, NAMI-A (Figura - 10A) e indazol, KP1019 (Figura - 10B) tem crescido e
ambos compostos tém sido o assunto de estudos clinicos em fase 11 (GROESSL et al., 2007).

Apesar das semelhangas estruturais e quimicas estes dois complexos de Ru(lll)
mostram comportamentos antitumorais distintos. Em estudos pré-clinicos, NAMI-A tem
demonstrado efeitos inibidores contra a formacdo de metastases de cancer em uma variedade
de tumores em modelos animais, mas parece faltar efeito citotoxico direto,enquanto KP1019
mostrou uma atividade antitumoral direta contra uma grande variedade de tumores humanos
primarios por inducdo de apoptose. No entanto, muitos aspectos dos efeitos inibitérios de
tumor destes compostos de ruténio ainda ndo estdo completamente compreendidos
(ANTONARAKIS; EMADI, 2010).
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Figura 10 — Estruturas propostas para os compostos de ruténio (A) NAMI-A e (B)
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Fonte: Do autor.

2.6 CANCER

O cancer é o crescimento descontrolado de células que podem invadir e se espalhar
para qualquer parte do corpo. Ele pode ter consequéncias graves para a saude, e € uma das
principais causas de morte, sendo que 8.2 milhdes de pessoas morrem a cada ano (cerca de
13% de todas as mortes no mundo) (WHO, 2016).

No Brasil, séo previstos mais de 500 mil novos casos de cancer ao ano. Os tipos de
maior incidéncia incluem o cancer de mama, cancer de prostata, cancer de pulméo e cancer
colo-retal. Apesar da evolucdo dos tratamentos, altos indices de mortalidade ainda persistem
para algumas neoplasias malignas, como as de pulmé&o e do sistema nervoso central (SNC)
(1B-USP, 2016).

Os gliomas representam a forma de ocorréncia mais comum de tumor no cérebro. O
glioblastoma multiforme (GBM) é a forma mais maligna de glioma causando 3-4% de todas
as mortes relacionadas ao cancer. A Organizacdo Mundial de Saude define GBM como grau
IV de cancer, caracterizado como maligno, mitoticamente ativo e predisposto a necrose
(CARLSSON; BROTHERS; WAHLESTEDT, 2014).

O prognostico para pacientes com glioma muitas vezes é pobre (somente 2% dos

pacientes com 65 anos ou mais, e apenas 30% das pessoas com idade inferior a 45 anos no
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momento do diagnostico sobrevivem por dois ou mais anos) (SCHWARTZBAUM et al.,
2006).

O tratamento padrao para estes gliomas € tipicamente cirurgia, seguida de radioterapia
e quimioterapia (LEFRANC et al., 2006). O tempo de sobrevivéncia para pacientes com
tumor cerebral maligno esta relacionado com a idade ao diagndstico e o tipo histoldgico do
seu tumor (Figura 11). Para cada grupo etario, a probabilidade de sobrevivéncia relativa é
menor para 0s pacientes com GBM e dentro de cada tipo histolégico, a probabilidade de
sobrevivéncia € menor para grupos etarios mais velhos (SCHWARTZBAUM et al., 2006).

GBM séo caracterizados por uma elevada capacidade de invasdo, proliferacéo rapida e
resisténcia a apoptose segundo Cheng (2013), portanto a investigacdo de novas terapias é de

suma importancia.

Figura 11 - Probabilidade de sobrevivéncia de glioma em relacdo a fatores como idade no momento
do diagndstico e subtipo histolégico.
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Idade do Glioblastoma Astrocitoma Astrocitoma Oligodendrogli Oligodendrogli Glioma maligno
Diagnésti hn NOS alisico NOS
0O<20 27.9% 59% 81.8% 88.8% 53.1%
020-44 29.8% 71.4% 76% 76.5% 92.3% 68.6%
045-54 11.6% 44% 41.3% 62.8% 83.7% 38.6%
[155-64 6% 19.4% 20% 51.2% 67.1% 26%
Oes5-74 2.7% 6.4% 9.1% 29.5% 50.9% 12.7%
075+ 1.4% 4.1% 5.8% 4.9% 33.3% 6.9%

Tipo Histologico
Nota: Com base no acompanhamento de individuos diagnosticados entre 1973 e 2002.
Fonte: SCHWARTZBAUM et al., 2006.
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo a sintese e caracterizacdo de complexos de
ruténio(ll) de formula geral [RuCI(L)(dppb)(N-N)] onde N-N = 2,2’-bipiridina, 4,4’- dimetil-
2,2’-bipiridina, 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina e 1,10-fenantrolina, dppb = 1,4-bis difenil fosfina
butano e L = cimetidina e 1-metil imidazol.

Avaliar as propriedades citotoxicas dos complexos sintetizados; bem como estudar a
interacdo destes com possiveis alvos bioldgicos (DNA e HSA).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Sintese dos complexos de ruténio(ll) com cimetidina e 1-metil imidazol;

b) Caracterizacdo dos compostos obtidos, utilizando-se as técnicas: analise elementar,
andlise termogravimétrica, difracdo de raios X por monocristal, quando possivel, e
policristal, espectroscopia de absorcdo na regido do UV-vis, espectroscopia de
absorcéo na regido do infravermelho, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
de *H, 3P{*H}, 3C, voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial;

c) Avaliacdo da atividade citotdxica dos compostos sintetizados na linhagem celular de
glioblastoma (U251MG) e de células normais de fibroblasto (CCD-1029Sk);

d) Estudo de interacdo dos compostos com DNA;

e) Estudo de interacdo dos compostos com HSA.
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4 METODOLOGIA

A seguir sdo relatados a metodologia, solventes e reagentes utilizados para a sintese

de complexos de Ru(ll) com os ligantes cimetidina e 1-metil imidazol.

41  OBTENCAO DA ATMOSFERA INERTE: ARGONIO

Os complexos foram sintetizados sob atmosfera inerte e em condi¢des anidras, através
de um sistema de secagem de gas argbnio montado no Laboratério Interdisciplinar de
Quimica (LablQ) da Unifal-MG. A atmosfera inerte foi obtida pela passagem de fluxo de
argbnio por uma coluna de purificagdo composta de camadas alternadas de anéis de vidro (0,5
cm de didametro x 0,5 cm de altura) e catalisador do tipo BTS - R - 3 - 11 (Fluka Chemika),
mantida a 60 °C para o catalisador permanecer ativado, seguindo entdo para colunas contendo

silica gel e cloreto de célcio, respectivamente.

4.2  SOLVENTES, REAGENTES E LIGANTES

Todos os solventes utilizados, Aldrich e Vetec, passaram por processos de purificagcdo
segundo os métodos descritos na literatura (PERRIN; ARMAREGO, 1980). Os principais
solventes utilizados foram: acetona, diclorometano, éter etilico, etanol, tolueno e hexano. Os
reagentes utilizados nas sinteses como o tricloreto de ruténio hidratado (RuClsxH,0) e os
demais (Tabelas 2, 3 e 4) sdo de pureza analitica procedentes da Aldrich e foram utilizados

como recebidos, sem tratamento prévio.



Tabela 2 - Ligantes fosfinicos utilizados.
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Nome do Ligante

Férmula Estrutural

1,4’-bis(difenilfosfina)butano (dppb)

Trifenilfosfina (PPhj)

O

o0

Fonte: Do autor.

Tabela 3 - Ligantes N-heterociclicos utilizados.

Nome do Ligante

Férmula Estrutural

2,2’-bipiridina (bipy)

4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina (4,4’-Me-bipy)

5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina (5,5’-Me-bipy)

1,10-fenantrolina x.H,O (fen)

Fonte: Do autor.

Tabela 4 — Ligantes cimetidina e 1-metil imidazol.

Nome do Ligante

Férmula Estrutural

Cimetidina (CIM)

1-metil imidazol (imid)

H
N —N
( CHj =
\ |
S /l CH
TSN T
CH,

Fonte: Do autor.
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4.3  SINTESE DOS COMPLEXOS PRECURSORES E NOVOS DERIVADOS

As sinteses dos complexos precursores de ruténio com ligantes fosfinicos e
bipiridinicos, bem como, os complexos de ruténio com cimetidina e 1-metil imidazol séo

relatadas a seguir.

4.3.1 [RUCly(PPh)s]

O precursor [RuCly(PPhg)s], foi obtido pela reducdo do tricloreto de ruténio com
trifenilfosfina, a partir de modificagbes do procedimento descrito na literatura Stephenson e
Wilkinson (1966), no qual, 1,00 g de RuCls.xH,0O (4,80 mmol) foi dissolvido em 200 mL de
metanol previamente desaerado, sob refluxo e atmosfera inerte, por aproximadamente 15
minutos. Em seguida 5,75 g de PPh3(21,90 mmol) foram adicionados. A solucdo permaneceu
sob refluxo e atmosfera inerte por trés horas. O precipitado marrom escuro formado foi
filtrado a quente, utilizando-se um funil de placa porosa, lavado com metanol e hexano
desaerados, para a retirada de excesso de fosfina livre e seco a vacuo. Rendimento: 83%
(3,830).

4.3.2 [RuzCly(dppb)s]

O precursor [Ru,Cls(dppb)s] foi preparado segundo procedimento descrito por Bressan
e Rigo (1975). Adicionou-se [RuCl,(PPh3)s] (1,0 g; 1,04 mmol) e dppb (0,53 g; 1,24 mmol)
em hexano (130 mL) previamente desaerado. Deixou-se em refluxo por 6 horas;
posteriormente o precipitado verde formado na solugéo foi filtrado e lavado com metanol para
a retirada de excesso de bifosfina livre e em seguida lavado com hexano, logo depois seco sob
vacuo. Rendimento: 85% (0,42 g).
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4.3.3 cis-[RuCly(dppb)(N-N)], onde N-N = 2,2’-bipiridina, 4,4’- dimetil-2,2’-
bipiridina,5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina e 1,10-fenantrolina x-H,O

30 mL de diclorometano foram desaerados em um schlenck, em seguida adicionou-se
[RuCl4(dppb)s] (1,00 g; 0,62 mmol) e excesso de ligante N-heterociclico (1,55 mmol),
observou-se imediata mudanca de cor da solucdo, tornando-se vermelha. Foi feito vacuo no
schlenck e o sistema foi mantido em refluxo por 48 horas. Em seguida, a solugdo foi
rotaevaporada até 2 mL e adicdo de 30 mL de éter etilico levou a formagdo de um precipitado
de coloracdo vermelho intenso, o qual foi filtrado em funil de placa sinterizada e seco sob

pressdo reduzida. Rendimento: 73% (0,68 Q).

4.3.4 Sintese dos complexos de ruténio(ll) com cimetidina

As sinteses dos complexos de ruténio(ll) com cimetidina foram realizadas utilizando-
se uma proporcdo estequiométrica 2:1 (ligante/precursor), 0s quais seguiram 0S MesMos
procedimentos para todos os precursores. Primeiramente, 2 mL de diclorometano e 1 ml de
etanol foram desaerados em um schlenck sob temperatura ambiente. Em seguida adicionou-se
(0,0334 g; 0,13 mmol) de CIM, 1 gota de trietilamina e (0,050 g; 0,06 mmol) do precursor.
Fez-se vacuo no sistema e agitou-se a solugdo, observando uma mudanca da coloracdo do
vermelho para laranja. O volume desta foi rotaevaporado até completa remogdo do solvente,
em seguida adicionou-se 1 mL de acetona e 20 mL de éter etilico previamente desaerados.
Observou-se a formacédo de um precipitado de cor laranja, o qual foi filtrado em funil de placa
porosa e lavado com éter etilico, em seguida seco a pressdo reduzida. Rendimentos:
[RuCI(CIM)(dppb)(bipy)] (1) 63% (0,04 g); [RuCl(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)] (2) 63% (0,04
2); [RuCl(CIM)(dppb)(5,5’-Me-bipy)] (3) 63% (0,04g) e [RuCI(CIM)(dppb)(fen)] (4) 40 %
(0,02 g).
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4.3.5 Sintese dos complexos de ruténio(ll) com 1-metil imidazol

Os complexos de ruténio(ll) com o ligante 1-metil imidazol foram sintetizados
utilizando-se uma proporcao estequiométrica 5:1 (ligante/precursor), 0s quais seguiram 0s
mesmos procedimentos para todos os precursores. Adicionou-se (0,050 g; 0,06 mmol) do
precursor em 20 mL de diclorometano desaerado. Em seguida (0,026 mL; 0,33 mmol) de 1-
metil imidazol foram adicionados a solucdo que ficou sob agitacdo constante a temperatura
ambiente durante meia hora. Posteriormente, o volume da solugdo foi reduzido a 1 mL e
utilizou-se diclorometano e hexano para precipitacdo do composto, o qual foi filtrado em
funil de placa sinterizada e seco a pressdo reduzida.  Rendimentos:
[RuCl(imid)(dppb)(bipy)]CI (5) 68% (0,03g), [RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]CI (6) 65%
(0,03g), [RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]Cl (7) 65% (0,03g) e [RuCIl(imid)(dppb)(fen)]ClI
(8) 60% (0,029 g).

Figura 12 — Fluxograma da rota sintética.

RuClsxH>O

MeOH+PPh;/Sob Refluxo 3h l

[RuCly(PPh;)s]
Ceb4+ dppb/ (1:3) l
Sob refluxo 6 h

[RuyCly(dppb)s]
C'_—,Hs—:\--'.\"' (125) / l
Sob refluxo (2 dias)

cis-[RuCly(dppb)(N-N)]

CH,Cl,/C,Hs0 + NEt;+ CIM CH,Cl+ 1mud

[RuCl(CIM)(dppb)(N-N)] [RuCl(imid)(dppb)(N-N)]Cl1

Fonte: Do autor.
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44  CARACTERIZACAO

Para a caracterizacdo dos complexos de Ru(ll) foram utilizadas as técnicas citadas

abaixo.

4.4.1 Andlise elementar

As medidas foram realizadas em triplicata em um analisador CHN modelo EA 1108
da FISONS no laboratério de microanalise do Departamento de Quimica da UFSCar. A
técnica foi utilizada para determinar os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio presentes
nos compostos obtidos.

4.4.2 Anélise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas foram obtidas empregando-se o equipamento TA
Instruments, modelo Q600 disponivel no Laboratério Interdisciplinar de Quimica da
UNIFAL-MG. Cada amostra com massa de aproximadamente 8-10 mg foi analisada em
cadinho de alumina e submetida a um aquecimento controlado desde a temperatura ambiente,
por volta de 27°C até 1050°C, com razdo de aquecimento de 10°C-min™, sob atmosfera de ar

sintético com fluxo continuo de 100 mL-min™.

4.4.3 Difragdo de raios X por monocristal

As medidas de DRXM foram realizadas em um difratdmetro de raios X por
monocristal, da marca Agilent Technologies, Modelo SuperNova, instalado no Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os dados foram obtidos a 293 K

utilizando a fonte de MoKa (I = 0,71073 A). As estruturas foram resolvidas com o software
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Sir2014 (ADAMS, 2010) e refinadas com o software SHELXL2013 (SHELDRICH, 2008).
As tabelas cristalograficas foram geradas pelo WinGX (FARRUGIA, 2012) e o software
ORTEP (FARRUGIA, 1997) foi usado para as representagdes graficas dos dados cristalinos.

4.4.4 Difracdo de raios X por policristal

As medidas de DRXP foram realizadas no difratdbmetro automatico de pé da marca
Rigaku modelo ULTIMA 1V do Laboratério de Cristalografia na UNIFAL-MG. Durante 0s
experimentos foi empregado a radiagdo CuKa (tubo selado) usando otica instrumental de
feixe paralelo. A varredura foi no modo continuo com velocidade de 0,5° 2g/min, entre 3 a
50° 2q, gravando-se a contagem a cada 0,02° 2q. Foi usado uma voltagem de 40 kV e corrente
de 30 mA.

4.4.5 Espectroscopia de absorc¢do na regido do infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em um
espectrofotometro BOMEM MICHELSON FT MB-102, pertencente ao Laboratério de
Sintese e Reatividade de Compostos Inorganicos (LERCI) da Universidade Federal de Sé&o
Carlos. As analises foram realizadas na regido compreendida entre 4000 e 200 cm™. As
amostras sélidas foram diluidas em KBr, o qual foi mantido em estufa & 120° C e previamente

triturado antes da utilizacao.

4.4.6 Espectroscopia de absorcao na regido do ultravioleta-visivel

Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV/vis) foram obtidos
utilizando-se um espectrofotdmetro HEWLETT PACKARD DIODE ARRAY - 84522
pertencente ao Laboratdrio de Sintese e Reatividade de Compostos Inorganicos (LERCI) da

Universidade Federal de Sdo Carlos. Os compostos foram dissolvidos em diclorometano, de
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modo a se obter solucdes de concentracdo da ordem de 1,0 x 10°mol.L™, sendo
posteriormente diluidas para concentragbes desejadas. As medidas foram realizadas
utilizando-se cubetas de quartzo com caminho éptico de um cm na regido compreendida entre
200 a 800 nm.

4.4.7 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN de *'P{*H} e COSY foram obtidos em um espectrometro
BRUKER 400 MHz, na Universidade Federal de Sdo Carlos e os de *H e**C foram obtidos
em um espectrémetro BRUKER modelo AC-300, operando a 300 MHz para RMN H e 75
MHz para RMN 3C, na UNIFAL-MG. Para os espectros de RMN de ‘H e *C foram
utilizados os solventes deuterados DMSO-d6 (complexos com o ligante CIM) e CDCls-d
(complexos com o ligante imid). As amostras para a RMN *'P{*H} foram solubilizadas em
diclorometano e um capilar contendo D,O foi introduzido no interior do tubo de RMN, o qual

teve a finalidade de ser a referéncia externa para a frequéncia do deutério.

448 Medidas de Condutividade

As medidas de condutividade foram feitas em um condutivimetro MICRONAL
modelo B-330, equipado com cela de platina com constante igual a 0,089 cm™ do Laboratério
de Sintese e Reatividade de Compostos Inorganicos (LERCI) da Universidade Federal de Sao
Carlos. Utilizou-se concentragdes da ordem de 1,0 x 10°mol.L™ em diclorometano
(complexos com CIM) e acetona (complexos com imid).

4.4.9 Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram obtidas em um potenciostato Eletrochemical

Analyzer BAS-100B do Laboratorio de Sintese e Reatividade de Compostos Inorganicos
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(LERCI) da Universidade Federal de Séo Carlos. As medidas foram realizadas em uma célula
eletroquimica de vidro, com capacidade para 10 mL. Utilizaram-se trés eletrodos: um de
referéncia Ag/AgCl em solucdo 0,1 mol.L™ de PTBA em diclorometano, mantido no interior
de um capilar de Luggin-Haber; e os eletrodos de trabalho e auxiliar, de platina. Prepararam-
se as solucdes eletroliticas (PTBA - 0,1 mol.L™) de modo a se obter concentracdes dos

complexos a serem analisados da ordem de 1,0 x 10° mol.L™.

4.5 ENSAIO ANTIPROLIFERATIVO E CITOTOXICO in vitro

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

Os testes foram realizados nas linhagens celulares derivadas de glioblastoma humano
(U251MG) e fibroblasto normal (CCD-1029Sk) adquiridos junto ao Banco de Células do Rio
de Janeiro. As células foram cultivadas em DMEM (Meio Minimo de Eagle modificado por
Dulbecco, Sigma, CA, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab, SP,
Brasil) e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera controlada (95 % de ar e 5 % de CO,).

451 Esquema de tratamento

As células foram semeadas em placas de 96 pocos na densidade de 1x10* (U251MG e
CCD-1029Sk). Apos aderéncia (24h), as células foram tratadas por 48 h com os complexos de
ruténio. Curvas dose-resposta foram realizadas utilizando-se diferentes concentracGes (1,25;
2,5; 5; 10 e 20 uM). Os complexos foram solubilizados em DMSO para a obtengdo da
solugéo-estoque (20 mM). A partir dessa solucdo, novas diluicdes foram realizadas em meio
de cultura pelo método de dilui¢Ges seriadas. A concentracéo final de DMSO né&o ultrapassou
0,5 % (vW).
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45.2 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico (MTS) utilizando o Kit
CellTiter 96TM da Promega®. Esse ensaio baseia-se na conversdo do sal brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil-2H-tetraz6lio](MTS)  (amarelo)
em formazano (marrom-acastanhado), via enzimas desidrogenases presentes na mitocondria
das células viaveis.

A quantidade produzida de formazano, um composto soltvel em meio de cultura que
absorve luz a 490 nm, é diretamente proporcional ao numero de células vivas (CORY
etal.,1991). A viabilidade celular (Equacdo 1) foi determinada comparando-se os valores
deabsorbancia entre amostras tratadas com os valores de absorbancia obtidos nas amostras
controles. Os experimentos foram realizados em triplicata, repetidos duas vezes e os dados
estdo apresentados como média + desvio padrdo, mediante ao célculo do ICsy (concentragdo

capaz de inibir o crescimento celular em 50%).

(Absamostra x 100)
Abscontrole

Equacaol 9% Viabilidade celular =

45.3 Andlise estatistica

Foi aplicado teste de varidncia ANOVA e Pos-teste Tukey. As diferengas foram
consideradas significativas quando o valor de p foi inferior a 0,05 (p<0.05). A analise foi feita
pelo software Graph Pad Prism (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

4.6 ESTUDO DE INTERACAO COM DNA POR ESPECTROSCOPIA UV-vis

O estudo da interacdo dos compostos sintetizados com o DNA foi realizado através de
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um espectrofotdmetro Hewlett Packard 8452A por meio da titulacdo espectroscépica a
temperatura ambiente. A solucdo de DNA foi preparada adicionando-se 40 mg de DNA-ct em
20 ml de solucao tampéo Trizma com pH=7,4 (5 mM Trizma HCI e 50 mM NacCl).

A concentracdo de DNA por nucleotideo foi determinada por espectroscopia de UV-
vis, usando um coeficiente de absorcdo molar de 6.600 mol™-L-cm™ em 260 nm e aplicando-
se na Lei de Lambert-Beer (Equacdo 2) (MARMUR, 1961).

Equacao 2 As60= £260°b*c

Na equacdo acima, A (u.a.) refere-se a absorbéancia do cromoforo, neste caso o DNA, €
(mol™*L-cm™) é a absortividade molar, b (cm) é o caminho 6ptico e ¢ (mol-L) é a
concentragdo molar da solugé&o.

As titulacGes foram realizadas adicionando-se em uma cubeta 1800 pulL de tampéo
trizma, 100 pL da solucdo do complexo a ser analisado em DMSO na concentragdo de 1-10
Smol'L™ e 100 uL de DMSO. Em outra cubeta, a de referéncia, foi adicionado 1800 pL de
tampao Trizma e 200 uL. de DMSO com a finalidade de subtrair as diferencas de absorbancia
entre o espectro desta solucdo e do complexo analisado.

Em cada cubeta foi adicionado 15 pL de DNA-ct, estas foram homogeneizadas
durante 2 minutos e em seguida os espectros foram registrados na regido espectral de 200 a
450 nm. Esse procedimento foi repetido até ndo se observar grandes alteracdes na
absortividade molar da solucdo do complexo ap6s adi¢do continua de DNA-ct. A constante de
ligacdo de equilibrio intrinseca (Ky) dos complexos com o DNA foi obtida monitorando as
alteracdes na intensidade de absorcdo com o aumento da concentracdo de DNA-ct através da
analise de regressdo. O DNA-ct, a solucao tampéo Trizma e o solvente DMSO foram obtidos
comercialmente pela Sigma-Aldrich.

47  ESTUDO DE INTERACAO COM ALBUMINA DE SORO HUMANO (HSA)

As interagdes dos complexos sintetizados com a albumina de soro humano foram

estudadas utilizando-se da medida de supressdo de fluorescéncia dos residuos de triptofano e
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tirosina presentes na HSA (2,5 pmol-L™) em tamp&o Trizma com pH= 7,4. Fixou-se em 270
nm o comprimento de onda de excitacdo e solucbes dos complexos preparadas em diferentes
concentracdes foram utilizadas como supressores.

As analises foram realizadas em um fluorimetro BIOTEK modelo Sinergy H1 em
triplicata utilizando-se uma placa para ensaios de fluorescéncia de 96 pogos. A concentracdo
de HSA em tampéo foi mantida constante em todas as amostras, enquanto a concentragdo dos
complexos foi aumentada de 0-50 puM. Para obter uma referéncia, em trés pogos foram
adicionados solucao padrao preparada com 900 pL de albumina ¢ 100 pL. de DMSO. As
medidas de supressdo de fluorescéncia foram monitoradas em duas temperaturas de incubacao
(295 e 310 K). A HSA, a solucdo tampdo Trizma e o solvente DMSO foram obtidos

comercialmente pela Sigma-Aldrich.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando como critério as semelhancas entre os compostos sintetizados, optou-se
por apresentar os resultados e discussdo em séries. Desta maneira, as séries seguintes dos
complexos de Ru(Il) foram elaboradas:
> Série 1: [RuCI(CIM)(dppb)(N-N)], N-N = 2.2’-bipiridina (1),4,4’- dimetil-2,2’-
bipiridina (2), 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina (3) e 1,10-fenantrolina (4).
> Serie 2: [RuCl(imid)(dppb)(N-N)]CI, N-N = 2,2’-bipiridina (5),4,4’- dimetil-2,2’-
bipiridina (6), 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina (7) e 1,10-fenantrolina (8).
> Cabe ainda ressaltar que a recristalizacdo para os complexos da série 2 foi realizada
com mudanca de contra-ion (NH4PFs) e dois monocristais foram obtidos e tiveram suas

estruturas elucidadas.

Esquema 1 - Estruturas propostas para os complexos das séries 1 e 2.

Séne | Série 2
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A _ g 5
=N N7 VNS

Fonte: Do autor.
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51  ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE *'P{'H}

Esabido que mudangas nos substituintes dos atomos de fosforo podem causar
alteragdes no comportamento do ligante livre e nos seus complexos. Estas dependem de
efeitos estereoquimicos, tanto quanto de efeitos eletronicos e em alguns casos um ou outro
pode ser dominante (BARBOSA, 2007; SANTIAGO, 2004).

Os complexos de férmula cis-[RuCl,(dppb)(N-N)] apresentam de forma geral no
espectro de RMN de *'P{*H} dois dubletos, com constante de acoplamento,?Jax 32,0 Hz,
sendo o dubleto em 42 ppm referente ao atomo de fosforo trans ao 4&tomo de nitrogénio,
enquanto o dubleto em 30 ppm refere-se ao fosforo trans ao atomo de cloro (Figura 13). Isto
devido ao atomo de fosforo trans ao atomo de nitrogénio estar mais desblindado em relacéo
ao fosforo trans ao atomo de cloro, caindo em uma regido de mais alta frequéncia
(SANTIAGO, 2004).

Figura 13- Espectro de RMN de *P{*H} para o cis- [RuCl,(dppb)(bipy)] em

CH,CL,.
P2
x cl S =
' N.. J <l s,
R ‘
(.\" | P |
P,/

B

Fonte: Do autor.

Todas as sinteses foram acompanhadas pela espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de 3*P{*H} e os precursores contendo N-N= bipy,5,5’-Me-bipy e fen ao reagirem com
o ligante CIM (série 1) apresentaram espectros semelhantes (Figura 14). Os valores de

deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento estdo dispostos na Tabela 5.



Figura 14 - Espectros de RMN de*'P{"H} para os complexos em CH,Cl,,

A) [RuCI(CIM)(dppb)(bipy)]
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B) [RuCl(CIM)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]
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C) [RUCI(CIM)(dppb)(fen)]
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Fonte: Do autor.
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Tabela 5 - Deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento, para os complexos da série 1, em CH,Cl,,

Complexos 8 P (ppm) 2Jpp (H2)
[RuCI(CIM)(dppb)(bipy)] 39,5e 384 33,8
[RuCl(CIM)(dppb)(5,5°-Me-bipy)] 39,9 e 38,4 34,6
[RUCI(CIM)(dppb)(fen)] 40,5€ 38,6 33,8

Fonte: Do autor.

Pequenas variagdes dos deslocamentos quimicos podem ser explicadas através dos
diferentes ligantes bipiridinicos utilizados, uma vez que apresentam estruturas quimicas
similares, variando apenas a quantidade e posi¢do de grupos metilicos (bipy, 4,4’-Me-bipy
e5,5’-Me-bipy) ou a adicdo de um anel benzénico (fen).

Ao compararmos os deslocamentos quimicos nos espectros de RMN de *P{*H},
sofridos pelos novos complexos em relagdo aos seus precursores, nota-se que os dubletos dos
precursores [RuCl,(dppb)(N-N)], observados no intervalo de d31,5 e 43,1 ppm deslocam-se
para dois dubletos préximos na regido de d 39,0 a 38,0 ppm. Sugere-se que as aproximacoes
dos deslocamentos quimicos dos fésforos foram promovidas pela similaridade quimica em
que os atomos de nitrogénio se encontram apds a troca do ligante CI™ pela cimetidina. Desta
forma os resultados indicam que um dos atomos de fosforo estd trans a um nitrogénio
piridinico (bipiridina ou fenantrolina) e o outro, trans ao nitrogénio imidazdlico da

cimetidina, levando-nos a propor a estrutura representada na Figura 15.

Figura 15 - Estrutura proposta para 0s
complexos da série 1.
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Fonte: Do autor.

Esperar-se-ia um comportamento semelhante para o precursor contendo a 4,4’-Me-
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bipy, uma vez que os ligantes N-heterociclicos bidentados possuem estruturas quimicas
semelhantes. No entanto, este apresentou um comportamento interessante quando coordenado
a CIM, evidenciado através do espectro de RMN de 3'P{*H} (Figuras 16 e 17), onde um
singleto em 39,4 ppm foi observado. Entretanto, quando o mesmo é realizado em acetonitrila,
dois dubletos muito proximos sdo observados, como nos compostos anteriores. Os valores de

deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento estdo dispostos na Tabela 6.

Figura 16 - Espectro de RMN de *'P{*H} para o complexo [RuCI(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)], em
CH,Cl,.
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Fonte: Do autor.

Figura 17 - Espectro de RMN de 3'P{*H} para o complexo [RuCI(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)], em MeCN_

49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28

Fonte: Do autor.
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Tabela 6 - Deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento para o complexo [RuCI(CIM)(dppb)(4,4’-Me-
bipy)] em CH,Cl, e MeCN.

Complexos & P (ppm) 2Jp.p (H2) Solvente
[RuCI(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)] 395 CH,Cl,
[RuCI(CIM)(dppb)(4.4’-Me-bipy)] 39,7 e 39,4 34,8 MeCN

Fonte: Do autor.

Este comportamento foi estudado por Valle et al. (2008) onde a aproximagdo dos
deslocamentos quimicos de 'P{'H} foi observada para complexos do tipo
[RuCl(py)(dppb)(bipy]PFs onde py = piridina e bipy = 2,2 bipiridina. Para estes complexos 0s
atomos de fosforo encontram-se trans ao nitrogénio da bipiridina e piridina, e devido a
similaridade de ambiente quimico, acontece coalescéncia dos sinas no RMN de *'P{'H}.
Neste contexto é reportado que a temperatura e o solvente sdo capazes de modificar as
maultiplas e sensiveis caracteristicas fisicas dos atomos de fésforo da dppb, angulo de cone e
solvatacdo, fazendo com que ocorra o0 aparecimento, bem préximos, dos esperados dois
dubletos que deveriam estar presentes no espectro (VALLE et al., 2008).

Interessantemente, quando o complexo [RuCI(CIM)(dppb)(bipy)] foi mantido em
solucdo por 3 horas, tanto em CD3OD-d4 como em DMSO-ds, a formacdo de um novo
composto foi detectado por RMN de **P{*H} (Figura 18 A e B), na proxima pagina. O mesmo
comportamento em solucdo foi observado para todos os complexos contendo a cimetidina.
Cabe ressaltar que a reacéo foi acompanhada por RMN de *P{*H} em um total de 72 horas.
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Figura 18 - Espectro de RMN de *P{"H} do complexo [RuCI(CIM)(dppb)(bipy)], A) em
CD;0OD-d, e B) DMSO-ds,
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Fonte: Do autor.

Diante dos dados de RMN de *'P{*H} do composto 1 apés 3 horas em solucéo inferiu-
se a coordenacdo do enxofre pela saida do segundo cloreto, formando um quelato de cinco
membros com o centro metalico (nitrogénio imidazélico e enxofre). No entanto, os dados de
condutividade molar sdo indicativos de compostos neutros, inviabilizando esta proposicao.

Em uma investigacdo quanto aos espectros de fosforo observados na Figura 18, onde a
intensidade dos dois dubletos sdo bem distintas, e as integrais muito proximas, fez-se o
experimento de COSY fosforo-fosforo (Figura 19), e observou-se que ndo existe correlacdo
(acoplamento) entre os fosforos do composto, indicando desta maneira, que ocorre a formagéo
de dois compostos quando os complexos sdo mantidos em solucdo. Estas espécies sao obtidas
mais rapidamente quando estes sdo solubilizados em metanol e DMSO. Diante desta
observacao, todas as analises foram feitas em diclorometano e cloroférmio, solubilizando no

momento em que os experimentos foram realizados.
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Figura 19 - RMN COSY *'P{*H} do complexo [RuCI(CIM)(dppb)(bipy)] em DMSO-ds.

pom (£2)

Fonte: Do autor

Para os compostos sintetizados com o ligante 1-metil imidazol (série 2) a técnica de
31_ .1 .- Lo .
RMN ““P{ H} permitiu observar espectros com deslocamentos quimicos similares aos do

complexo com a CIM, uma vez que a aproximacdo dos dubletos sugere ambiente quimico
semelhante as posicdes trans dos fosforos. Tais resultados estdo representados na Figura 20
A, B, C e D e reforcam a proposicdo elencada anteriormente de que o ruténio se coordena
através do nitrogénio imidazolico (Figura 21). Os valores de deslocamentos quimicos

econstantes de acoplamento foram calculados e encontram-se dispostos na Tabela 7.



Figura 20 — Espectros de RMN de *'P{*H} para os complexos de ruténio com 1-metil imidazol.

(A) Espectro de RMN de **P{"H} para o complexo [RuCl(imid)(dppb)(bipy)]ClI.
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(C) Espectro de RMN de *P{"H} para o complexo [RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]CI.

387

400
385

402

Ju |

Il
| VORIDE o - P GV N e W U Oy

49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28
3(ppm)

(D) Espectro de31P{1H} para o complexo [RuCI(imid)(dppb)(fen)]CI.
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Fonte: Do autor.
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Figura 21 - Estrutura proposta para o complexo
[RuClI(imid)(dppb)(bipy)]CI.

Fonte: Do autor.

Tabela 7 - Deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento para os complexos da série 2, em CH,Cl,,

Complexos 8P (ppm) ?Jp-p (H2)
[RuCl(imid)(dppb)(bipy)]ClI 39,6 € 38,8 354
[RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]CI 40,1e 38,6 34,6
[RuCl(imid)(dppb)(5,5°-Me-bipy)]ClI 40,1 ¢ 38,6 35,4
[RuCl(imid)(dppb)(fen)]CI 39,1e 38,5 34,6

Fonte: Do autor.

5.2 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H E BC

Os espectros de 'H dos complexos da série 1 sd0 muito similares (Tabela 8), desta
forma um espectro representativo do [RuCl(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)] é demonstrado na
Figura 22, juntamente com o ligante CIM e o precursor cis-[RuCl,(dppb)(4,4’-Me-bipy)] e 0s
demais espectros encontram-se no APENDICE A. E possivel observar para o complexo a
presenca de um pico alargado em 11,88 ppm, correspondente ao grupo N-H do anel
imidazolico, indicando a ndo desprotonacéo do nitrogénio da cimetidina quando complexado.
Os sinais em 7,45 ppm (ligante livre) e 7,46 ppm (complexo) sdo caracteristicos do grupo
CH-imid, enguanto o intervalo de sinais entre 5,0 e 8,0 ppm é atribuido aos hidrogénios

aromaticos presentes nos ligantes dppb, 4,4’-Me-bipy e CIM (CH-imid e NH-11,12 imid).
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Os quatro complexos desta série apresentaram dois sinais proximos aos valores de
2,69 (d) e 2,11(s) ppm, os quais podem ser atribuidos aos hidrogénios do grupo metila (CHs-
1). Observa-se também uma desblindagem dos hidrogénios referentes aos grupos CH-imid e
CH,-5 do complexo em relacdo a CIM, tal fato fortalece a proposi¢cdo de que o centro

metélico coordenou-se pelo nitrogénio imidazolico.

Figura 22 — Espectros de RMN *H da (A) cimetidina isolada, (B) precursor e (C) complexo em DMSO-de.
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Nota: Espectros do precursor [RuCl,(dppb)(4,4’-Me-bipy)] e do complexo [RuCI(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)].
Fonte: Do autor
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Tabela 8 — Deslocamentos quimicos dos espectros de RMN *H da CIM e dos complexos da série 1.

NH-IMID |%/|H|E> NHl'le’ CHy-5 | CHy-7 | CHy-6 | CHa-10 | CHy-1

CIM 11,80 s 7,45s 7,18s 3,60s 328m 255t 2,68d 2/12s
1 11.86s 7465 - 3655 - 257t 271d 213s
2 1188s 7465 —  363s 315m 248t 269d 211s
3 11825 746 - 364s - 255t 2,69d 2125
4 1187s  T44s . 3625 312m 256t 268d 210s

Nota: (1 = [RuCI(CIM)(dppb)(bipy)], 2 = [RuCI(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)], 3 = [RuCl(CIM)(dppb)(5,5’-Me-
bipy)] e 4 = [RuCI(CIM)(dppb)(fen)]). Numerados de acordo com a Figura 3.
Fonte: Do autor.

Os deslocamentos quimicos dos espectros de *3C para a CIM livre e seus respectivos
complexos, encontram-se sumarizados na Tabela 9. Os complexos apresentaram sinais entre
os intervalos de 10,23-10,34 ppm, 118,52-118,65 ppm e 26,37-26,53 ppm, 0s quais sdo
atribuidos aos carbonos C1, C4 e C5, respectivamente (APENDICE B). Para o ligante livre
estes sinais ocorreram em 9,47, 118,45 e 26,89 ppm (C1, C4 e C5). O deslocamento dos C1,
C3 e C4 (anel imidazdlico) para regiGes mais desprotegidas, corrobora com a coordenacéao
pelo anel imidazolico, uma vez que estes apresentam seus atomos com menor densidade
eletdnica em funcdo da coordenacdo. Comportamento analogo é observado para complexos de
metais de transi¢cdo contendo a cimetidina (BIANUCCI et al., 1991; ONOA et al., 2002).

Tabela 9 — Deslocamentos quimicos dos espectros de *C RMN da CIM e dos complexos da série 1.

Cl | C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 | C-10

Cim 947 - 133,70 11845 26,89 30,30 4130 160,41 ---- 28,70
1 10,34 --- 133,81 118,64 26,38 30,40 41,40 160,42 --- 28,72
AS 087 - 0,11 0,19 051 010 0,10 0,01 -- 0,02
2 10,31 -- 133,81 118,65 26,53 30,40 41,28 160,42 ---- 28,73
AS 084 - 0,11 0,20 036 0,10 0,02 001 - 0,03
3 10,23 --- 133,82 11865 26,39 30,40 41,27 16041 -- 28,73
AS 0,76  --- 0,12 0,20 0,50 010 0,08 0 --- 0,03
4 10,26 --- 133,83 118,52 26,37 30,40 41,27 160,41 --- 28,72
AS 0,79 - 0,13 0,07 0,52 0,10 0,03 0 -- 0,02

Nota: (1 =[RuCI(CIM)(dppb)(bipy)], 2 = [RuCI(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)], 3 = [RuCI(CIM)(dppb)(5,5’-Me-
bipy)] e 4 =[RuCI(CIM)(dppb)(fen)]).
Fonte: Do autor.

Os espectros de 'H dos complexos da série 2 também apresentaram muitas
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similaridades entre si (Tabela 10), desta forma um espectro representativo
do[RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]CI é demonstrado na Figura 23, juntamente com o
liganteimid, o precursor cis-[RuCly(dppb)(4,4’-Me-bipy)] e os espectros dos demais
complexos encontram-se no APENDICE C.

Observa-se para 0s quatro complexos desta série uma desblindagem dos hidrogénios
H-9 (8,85ppm) e H-1 (8,56 ppm) quando comparado com os deslocamentos quimicos do
ligante isolado (7,39 e 7,01 ppm), respectivamente. Pequenas variacdes sdo notadas para o
hidrogénio da posicdo 2, enquanto os hidrogénios do grupo metila (H-10,11,12) apresentam-
se mais blindados, indicando a coordenacdo do metal através do nitrogénio imidazolico da

posicdo 5, como sugerido em proposicao.

Figura 23 — Espectros de RMN *H do (A) 1-metil imidazol isolado, (B) precursor e (C) complexo

em CDCl5-d.
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Nota: Espectros do precursor cis-[RuClx(dppb)(4,4’-Me-bipy)] e do complexo [RuCl(imid)(dppb)(4,4’-
Me-bipy)]CI.

Fonte: Do autor.
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Tabela 10 — Deslocamentos quimicos dos espectros de *H RMN do imid e dos complexos da série 2.

Compostos H-1 H-2 H-9 H-10,11,12
imid 7,01s 6,86 s 7,39 3,645
[RuCl(imid)(dppb)(bipy)]CI 8,97 s 6,84 s 8,37s 3,15
[RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]CI 8,56 s 6,85 s 8,85s 3,155
[RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]CI 8,37 s 6,82 s 8,97s 3,18s
[RuCl(imid)(dppb)(fen)]CI 9,03s 6,88 s 9,41s 3,09s

Fonte: Do autor.

Os deslocamentos quimicos dos espectros de **C para o imid livre e seus respectivos

complexos, encontram-se sumarizados na Tabela 11. Os complexos apresentaram sinais

entreos intervalos de 33,05-34,44 ppm atribuidos ao C8 do grupo metila e 138,18-138,66 ppm

referentes ao C4. Quando comparado com 0s respectivos sinais do ligante 33,14 ppm e 137,79

ppm é possivel observar a desblindagem dos &tomos de carbono nos complexos, fortalecendo

a proposta da coordenacdo através do nitrogénio imidazolico da posicéo 6 e fazendo com que

a densidade eletrdnica dos atomos de carbono vizinhos seja menor. Para os atomos C6 e C7

ndo foi possivel atribuir deslocamentos quimicos devido aos sinais dos atomos de carbono do

precursor se apresentarem na mesma regido. Os espectros dos demais complexos estdo

reunidos no APENDICE D.

Tabela 11 — Deslocamentos quimicos dos espectros de *C RMN do imid e dos complexos da série 2.

Compostos C4 C6 C7 C8
imid 137,79 s 129,17 s 120,20 s 33,14 s
[RuCl(imid)(dppb)(bipy)]CI 138,25s 34,37s

Ad 0,46 - 1,23
[RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]CI 138,32 s 34,18 s

Ad 0,53 - 1,04
[RuClI(imid)(dppb)(5,5°-Me-bipy)]ClI 138,50 s 34,44 s

Ad 0,71 - 1,30
[RuClI(imid)(dppb)(fen)]CI 138,18 s 34,185

Ad 0,39 --- 1,04

Fonte: Do autor.



5.3  ANALISE ELEMENTAR

O teor de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre dos complexos
sintetizados foram determinados e encontram-se na Tabela 12. Os resultados

encontrados na microanalise e com as demais técnicas confirmam as formulacGes

propostas para 0s complexos das séries 1 e 2.

Tabela 12 - Dados de anélise elementar para os complexos sintetizados.
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Complexos Anadlise elementar
% C %H | % N %S
Série 1
[RuCl(CIM)(dppb)(bipy)]-2H,0 57,38/(57,22) 5,35/(5,60) 11 92/(11,12) 3,67/(3,18)
[RuCI(CIM)(dppb)(4,4’-Mebipy)]'H,O  58,76/(59,02) 5,59/(5,75) 11,74/(11,01) 3,36/(3,31)
[RuCI(CIM)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]-H,O  58,45/(59,02) 5.55/(5,75) 11,77/(11,01) 3,08/(3,31)
[RuCl(CIM)(dppb)(fen)]-2H,O 59,44/(59,13) 5,73/(5,56) 12,00/(11,03) 3,21/(3,11)
Série 2
[RuCI(imid)(dppb)(bipy)]CI-2H,O 58,09/(57,80) 5,19/(5,31) 6,23 /(6,42)
[RuCI(imid)(dppb)(4,4’Mebipy)]CI2H,0  28,93/(58,67) 534/(5,59)  6,02/(6,22)
[RuCI(imid)(dppb)(5,5°Mebipy)]CI-2H,0 59,02/(58,67) 5,54/(5,59) 6, 10 /(6,22)
[RuCl(imid)(dppb)(fen)]CI-3H,0 57,98/(57,77)  5,01/(5,29) 5,97/ (6,12)
Fonte: Do autor.
Tabela 13 — Erros percentuais relativos das analises.
Erro (%)
Complexos c ] o N S
Série 1
[RuCl(CIM)(dppb)(bipy)]-2H,0 0,16 0,25 0,80 0,49
[RuCl(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]-H-0 0,26 0,16 0,73 0,05
[RuCl(CIM)(dppb)(5,5°-Me-bipy)]-H20 0,57 0,20 0,76 0,23
[RuCI(CIM)(dppb)(fen)]-2H-0 0,31 0,17 097 0,10
Série 2
[RuCl(imid)(dppb)(bipy)]CI-2H,O 0,29 0,12 0,19
[RuCl(imid)(dppb)(4,4°-Me-bipy)]CI-22H,O 0,26 0,25 0,20
[RuClI(imid)(dppb)(5,5°-Me-bipy)]CI-22H,O 0,35 0,05 0,12
[RuClI(imid)(dppb)(fen)]CI-3H,0 0,21 0,28 0,15

Fonte: Do autor
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54  ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

Os compostos sintetizados e o ligante CIM foram submetidos a analise
termogravimeétrica com a finalidade de se observar a estabilidade dos mesmos quando
expostos a um aumento controlado de temperatura. Atraves da analise dos termogramas foi
possivel obter muitas informacdes sobre as propriedades quimicas das espécies em estudo.

As curvas termogravimétricas (TG-DTA) da cimetidina (Figura 24) foram realizadas
em atmosfera de ar sintético. Observou-se a estabilidade térmica deste ligante até a
temperatura aproximada de 190°C sugerindo também a auséncia de dgua no composto. Na
curva DTA verificou-se em 144°C um pico endotérmico acentuado sem perda de massa
significativa, o qual segundo Sancho, Borras e Soto (1988) corresponde ao ponto de fuséo da
cimetidina.

A decomposicdo térmica ocorreu em duas etapas, no primeiro estagio ha uma perda de
massa de 48,86% no intervalo de temperatura 190-371°C. Na segunda faixa de temperatura
371-700°C ocorre uma perda de massa correspondente a 51,14%. A Tabela 14 sumariza as
diferencas para as perdas de massa experimental e tedrica, bem como sugere a liberacdo dos
respectivos fragmentos. Importante citar que a curva TG indica a decomposicdo total do
ligante sem a formacdo de residuos, uma vez que podemos observar um pico exotérmico em
605°C e posterior reducao total da massa demonstrada pelo valor de -0,077%, o qual esta

inserido no intervalo de erro atribuido ao equipamento.

Figura 24- Curvas TG/DTA simultaneas da cimetidina.
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Fonte: Do autor.
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Tabela 14- Etapas de decomposicdo térmica da cimetidina.

Etapas AT/°C Am% Proposta para as
Exp. Calc. perdas de massa

1 190-371 -48,86 -49,54 1 mol de CsHgN,4

2 371-700 -51,14 -50,46 1 mol de CsH7N,S

Fonte: Do autor.

Os compostos sintetizados apresentaram termogramas visivelmente distintos do
ligante CIM, sendo um indicio da formacdo dos complexos. A auséncia do pico endotérmico
na DTA, o qual caracteriza o ponto de fusdo do ligante € uma mudanca nitida nas analises.

Os produtos obtidos a partir do precursor contendo a dppb e bipiridinas exibiram
termogramas semelhantes com quatro etapas de decomposicdo térmica. Analisando o
termograma do complexo [RuCl(CIM)(dppb)(bipy)]-2H,O (Figura 25) foi possivel observar
que a primeira perda de massa encontra-se no intervalo de temperatura 27°C a 115°C e
possivelmente refere-se a presenca de moléculas de dgua de hidratacdo. A segunda perda de
massa de 9,14% ocorreu na faixa de temperatura de 115-362°C e sugere a liberagdo de um
fragmento do ligante CIM correspondente a massa do C3HsN4. A terceira e maior perda de
massa observada (66,74%) refere-se a um evento fortemente exotérmico, o qual ocorre entre
362-552°C e pode indicar a liberacdo de mais um fragmento da CIM (C3HgS), um fragmento
de dppb, um fragmento de bipy e % mol de Clyg. A dltima etapa da decomposicéo térmica
compreende o intervalo de temperatura 552-1009°C e uma perda de massa de 9,05% que pode
ser atribuida ao fragmento C4HsN, da CIM. Ao final da analise observou-se a formacao de
residuo (11,53%), o qual possivelmente corresponde ao 6xido de ruténio (IV), uma vez que
segundo (GARISTO, 1988) dioxido de ruténio é o unico solido formado quando o metal
ruténio é aquecido a elevadas temperaturas. Todos os dados deste termograma bem como as
proposicdes para os fragmentos decompostos encontram-se sumarizados na Tabela 15,

sugerindo um complexo de féormula geral [RuCl(CIM)(dppb)(bipy)]-2H,O.
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Figura 25- TG/DTA simultineas do [RuCIl(CIM)(dppb)(bipy)]-2H,0.
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Fonte: Do autor.

Tabela 15 - Etapas de decomposigdo térmica do [RuCI(CIM)(dppb)(bipy)]-2H,0.

Etapas AT/°C Am% Proposta para as
perdas de massa

Exp. Calc.
1 27-115 -3,54 -3,57 2 mol de H,0O
2 115-362 -9,14 -9,64 1 mol de C3HsN4
1mol de C28H28P2
1 mol de C10H8N2
3 362-552 -66,74 -68,71
1mol de C3HgS
1/2 mol de Cly
4 552-1009 -9,05 -8,05 1 mol de C4HsN>
Residuo >1009 -11,53 -13,21 1 mol de RuO»,

Fonte: Do autor.

A seguir encontram-se 0s termogramas dos demais complexos da série 1, assim como
as tabelas contendo os dados de cada analise. Torna-se importante ressaltar que as perdas dos

fragmentos e as formulas quimicas elencadas séo sugestdes para cada processo.



Figura 26- Curvas TG/DTA simultdneas do [RuCl(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]-H,O.
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Tabela 16 - Etapas de decomposigdo térmica do [RuCIl(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]-H,0.

Etapas AT/°C AM% Proposta para as
perdas de massa
Exp. Calc.
1 27-131 -1,92 -1,77 1 mol de H,O
2 131-344 -7,73 -9,563 1 mol de C3HsN4
1mol de C28H28P2
1 mol dEC]_oHsNz
3 344-809 -70,39 -70,79
1mol de C3HgS
1/2 mol de C|2(g)
4 809-1009 -8,00 -7,97 1 mol de C4HsN,
Residuo >1009 -11,96 -13,08 1 mol de RuO,

Fonte: Do autor.
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Figura 27 - Curvas TG/DTA simultaneas do [RuCI(CIM)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]-H,O.
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Fonte: Do autor.

Tabela 17 - Etapas de decomposigdo térmica do [RuCI(CIM)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]-H,O.

Etapas AT/PC AM% Proposta para as
perdas de massa
Exp. Calc.
1 27-139 -2,18 -1,77 1 mol de H,O
2 139-342 -7,18 -9,53 1 mol de C3HsN,
1mol de C28H28P2
1 mol dEC]_oHsNz
3 342-835 -71,40 -70,79
1mol de C3HgS
1/2 mol de Cly
4 835-1007 -5,03 -7,97 1 mol de C4HsN,
Residuo >1007 -14,21 -13,08 1 mol de RuO,

Fonte: Do autor.
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Figura 28 - Curvas TG/DTA simultidneas do [RuCl(CIM)(dppb)(fen)]-2H,0.
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Fonte: Do autor.

Tabela 18 - Etapas de decomposigdo térmica do [RuCI(CIM)(dppb)(fen)]-2H,0.

Proposta para as

Etapas AT/°C Am% perdas de massa
Exp. Calc.
1 27-109 -3,85 -3,49 2 mol de H,O
2 109-337 -6,08 -9,41 1 mol de C3HsN,

1mol de C28H23P2
1 mol deClngNz

3 337-800 -70,90 -69,40
1 mol de C3Hg¢S
1/2 mol de Clyg
4 800-1013 -5,53 -7,86 1 mol de C4HsN,
Residuo >1013 -13,64 -12.90 1 mol de RuO,

Fonte: Do autor.

Para os complexos da série 2, observou-se termogramas semelhantes entre si, com 4
etapas de decomposicdo. Analisando 0 termograma do complexo
[RuCl(imid)(dppb)(bipy)]CI-2H,O (Figura 29) observa-se uma primeira perda de massa no
intervalo de temperatura 27-111°C, possivelmente referente a moléculas de &agua de

hidratacdo. Posteriormente, uma segunda perda de massa (10,01%) é concordante com o
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fragmento do 1-metil imidazol. Em seguida, a terceira e maior variagdo de massa (56,69%)
caracteristica de um evento fortemente exotérmico ocorre entre 340-837°C, esta por sua vez,
pode ser atribuida a um fragmento de dppb (C,sH,gP2) e um fragmento de CsH4N proveniente
da bipy. A ultima perda ocorre entre 837°C-1018°C com uma massa equivalente a 8,22%,
sugerindo a liberagcdo de mais um fragmento CsH;N. Ao final da anélise, por volta de 1018°C
é possivel observar a formacdo de residuo (19,45%). Estudos termodindmicos do ruténio a
altas temperaturas mostram que a oxidacdo do metal inicia-se a aproximadamente 490°C e
atinge sua velocidade maxima por volta de 800°C e que o RuOys € instavel a elevadas
temperaturas e se decompde ao metal (GARISTO, 1988), tal fato fundamenta a atribuicdo de
ruténio metalico e Cly para o residuo formado. As analises termogravimétricas fortalecem
assim a proposi¢do de um complexo com formula geral [RuCl(imid)(dppb)(bipy)]Cl-2H,0.
Todos os dados deste termograma bem como as proposi¢cdes para 0s fragmentos decompostos

encontram-se sumarizados na Tabela 19.

Figura 29 - Curvas TG/DTA simultianeas do [RuCl(imid)(dppb)(bipy)]CI-2H,0.
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Tabela 19 - Etapas de decomposigéo térmica do [RuCl(imid)(dppb)(bipy)]CI-2H,0.

Etapas AT/°C Am% Proposta para as
perdas de massa

Exp. Calc.
1 27-111 -5,63 -4,12 2 mol de H,O
2 111-340 -10,01 -9,41 1 mol de C4HgN;
3 340-837 -56,69 -57,81 [ 1mol de CagHasP2
{1mo| de CsHsN
4 837-1018 -8,22 -8,99 1 mol de CsH4N
Residuo >1018 -19,45 -19,72 1 mol de Ru(0)

1 mol de Clyg

Fonte: Do autor.

A seguir encontram-se 0s termogramas dos demais complexos da série 2, bem

comosuas respectivas tabelas contendo os dados de cada anélise.

Figura 30 - Curvas TG/DTA simultaneas do [RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me-
bipy)]Cl-2H,0.
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Fonte: Do autor.



Tabela 20 - Etapas de decomposig¢do térmica do [RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]CI-2H,0.

Etapas AT/°C Am% Proposta para as
perdas de massa

Exp. Calc.
1 27-117 -3,90 -4,00 2 mol de H,0O
2 117-322 -10,58 -9,11 1 mol de C4HgN>
1mol de CosHosP2
3 322-852 -58,19 -57,56 {
1mol de C¢HgN
4 852-1015 -7,53 -10,22 1 mol de C¢HgN
Residuo >1015 -19,80 -19,10 1 mol de Ru(0)

1 mol de Cly

Fonte: Do autor

Figura 31 - Curvas TG/DTA simultdneas do [RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me-
bipy)]CI-2H,0.
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Tabela 21 - Etapas de decomposigdo térmica do [RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]CI-2H,0.

Proposta para as

Etapas AT/°C AM% perdas de massa
Exp. Calc.

1 27-117 -4,42 -4,00 2 mol de H,O

2 117-334 -10,28 -9,11 1 mol de C4HgN,

3 334-825 57,24  -57,56 {1mo| de CagHasP;

1mol de CsHgN

4 825-1015 -10,63 -10,22 1 mol de C¢HgN

Residuo >1015 -17,43 -19,10 1 mol de Ru(0)

1 mol de Cly

Fonte: Do autor.

Figura 32 - Curvas TG/DTA simultaneas do [RuCl(imid)(dppb)(fen)]CI-3H,0.
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Tabela 22 - Etapas de decomposigdo térmica do [RuCl(imid)(dppb)(fen)]C1-3H,0.

Proposta para as

Etapas AT/°C Am% perdas de massa
Exp. Calc.

1 27-119 -6,53 -590 3 mol de H,0

2 119-276 -10,58 -8,97 1 mol de C4HsN;

3 276-837 -58,19 -57,89 {1mol de CagHasP

1mol de C;HsN

4 837-1018 -7,53 -8,43 1 mol de CsH3N

Residuo >1018 -19,80 -18,81 1 mol de Ru(0)

1 mol de Cly

Fonte: Do autor.

5.5 MEDIDAS DE CONDUTIVIDADE

Para os complexos das séries 1 e 2 a condutividade molar foi efetuada utilizando-se
concentragdo de 1,0 x 10°mol.L?, os valores de condutancia molar estdo dispostos na Tabela
23. Os compostos da série 1 foram solubilizados em diclorometano e os da série 2 em
acetona. Através desta técnica foi possivel confirmar que os compostos da série 1 sdo neutros

e 0s da série 2 apresentam um contra-ion.

Tabela 23 - Condutividade molar dos compostos da série 1 e 2.

Complexos Condutividade pS/cm (T°C)

Série 1
[RuCI(CIM)(dppb)(bipy)] 7,39 (27,4)
[RuCI(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)] 10,71 (21,6)
[RuCI(CIM)(dppb)(5,5’-Me-bipy)] 8,53 (22,0)
[RUCI(CIM)(dppb)(fen)] 7,17 (28,5)

Serie 2
[RuClI(imid)(dppb)(bipy)]CI 107,7 (25,9)
[RuCl(imid)(dppb)(4,4°-Me-bipy)]CI 110,0(25,3)
[RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]CI 113,9 (24,6)
[RuCl(imid)(dppb)(fen)]CI 93,3 (24,1)

Fonte: Do autor.

Diante dos resultados obtidos para os complexos da seérie 1, evidenciando a



73

neutralidade dos compostos buscou-se na literatura informacgdes que pudessem explicar este
comportamento, uma vez que era esperado que o complexo apresentasse um ion cloreto como
contra-ion (eletrdlito 1:1).

Segundo Elorriaga et al. (2012), os ligantes anibnicos, tais como, guanidinas tém a
vantagem de apresentar propriedades estereoquimicas e eletrénicas por variagdo controlada
dos substituintes do nucleo do 'CN3' (Figura 33). A flexibilidade eletrénica ¢ baseada na
contribuicdo de diferentes formas de ressonancia, entre os quais predominam as formas nao

Zwitterionicas.

Figura 33- Diferentes formas de ressonancia para os ions guanidinicos.
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Fonte: ELORRIAGA et al., 2012. Adaptada.

Os anions guanidinicos tém formula geral apresentada na Figura 33 e as duas formas
mais relatadas na literatura em funcdo de sua coordenacdo, sdo por meio da formacdo do
quelato N-N e em ponte como demonstrado na Figura 34 (CHANDRA, et al. 1970;
COTTON; MURILLO; WALTON, 2005).

Figura 34 - Principais formas de coordenacéo do anion guanidinico.
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A fim de esclarecer a hipdtese de uma possivel desprotonagdo do grupo guanidinico da
cimetidina, o complexo [RuCI(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]-H,O foi solubilizado em 5 mL de
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metanol, e uma pequena quantidade de &cido cloridrico concentrado e excesso de NH4PFg
foram adicionados. Apo6s 15 minutos adicionou-se agua e observou-se a formacdo de um
precipitado fino, este foi filtrado, lavado inUmeras vezes com agua para retirada do NH4PFs e
acido. Depois de seco, foi medida a condutividade desta solucdo que apresentou o valor
del146,9 uS/cm, condizente com um eletrolito 1:2. Além do mais, o precipitado obtido foi
analisado por espectroscopia de RMN *'P{*H} (Figura 35) e pode-se observar que a estrutura
do complexo foi mantida, dois dubletos coalescidos proximos a 40 ppm, além da presenca do
contra-fon com sinais caracteristicos em -144 ppm. A ressonancia de ‘H seria muito Gtil para
verificagdo dos fragmentos NH-12 e NH-11 da cimetidina, mas néo foi realizada uma vez que
0s sinais na bipiridina e fosfina caem na mesma regido. Diante de tais dados, a proposta para

0s complexos da série 1sdo apresentados na Figura 36.

Figura 35- Espectro de RMN de *'P{*H} para o cis-[RuCl,(dppb)(44-Mebipy)](PF),.
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Figura 36 - Estrutura proposta para os complexos da série 1 (A) e (B) protonacéo.
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Fonte: Do autor.

5.6 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Ao analisar o espectro de absor¢do na regido do infravermelho do ligante CIM isolado
(Figura 37), foi possivel observar duas bandas (3226-3143 cm™) atribuidas aos estiramentos
dos grupos NH. Outro aspecto a ser ressaltado é que, a forma A da CIM possui ligacdes de
hidrogénio intramoleculares entre o nitrogénio imidazdlico e o NH do grupo guanidina
formando um anel de dez membros (Figura 38); trata-se também do polimorfo mais estavel
termodinamicamente de acordo com Onoa et al. (2002), o qual foi utilizado neste projeto e

comprovado através da técnica de difracéo de raios X por po.

Figura 37 - Espectro de infravermelho da cimetidina.
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Figura 38 - Representacdo molecular
esquematica da cimetidina
(forma A).

Fonte: ONOA et al., 2002. Adaptada.

Os espectros vibracionais de 1V obtidos para os complexos da série 1 apresentaram
grande semelhanca, sendo assim, o espectro do complexo [RuCI(CIM)(dppb)(bipy)] é
demonstrado na Figura 39 e os demais encontram-se no APENDICE E. Na Tabela 24 s&o
apresentadas as frequéncias de absorcéo correspondentes as principais bandas, bem como as

tentativas de atribuicéo.

Figura 39 - Espectro de infravermelho do complexo [RuCI(CIM)(dppb)(bipy)].
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Fonte: Do autor.



7

Tabela 24 - Principais bandas de IR (cm™) atribuidas & CIM e aos complexos sintetizados

Modos

Vibracionais CIM 1 2 3 :
v(N-H) (F)  3226-3143 3417-3247  3406-3238 34243238 3429-3232
v(C=N)(F) 2167  2217-2166  2216-2162 2216-2163  2216-2164
v(C=N) (F) 1622 1602 1601 1600 1598

v (C_(r:‘-)c_(:) vae1585  viee581 Vo 1579 vaee 1581 Vo 1576

vandd52  vgnld35  vgn1440 V1433 V1433

v(C-S)(m)  682-667 696 695 694 698
v(Ru-P) (m) i 517-507 518-509 517-505 516-505
v(Ru-N) (f) i 491 488 486 484
v(Ru-Cl) (f) i i 208 i i

Nota: (1 = [RuCl(CIM)(dppb)(bipy)], 2 = [RuCl(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)], 3 = [RuCI(CIM)(dppb)(5,5’-Me-
bipy)] e 4 = [RuCI(CIM)(dppb)(fen)]).
Fonte: Do autor.

Nos espectros dos produtos obtidos, foram observadas bandas em altas frequéncias
(acima de 3400 cm™), as quais podem indicar o estiramento dos grupos OH referentes as
moléculas de &gua de hidratacdo. As bandas referentes aos estiramentos C=N-C=C (anel
imidazdlico) deslocam-se para menores numeros de onda, sugerindo um enfraquecimento
das ligacbes e um possivel envolvimento deste grupo na coordenagdo. Pequenas alteracdes
referentes ao estiramento C-S sdo observadas, bem como o surgimento de bandas atribuidas
ao Ru-P e Ru-N.

No espectro do ligante CIM é possivel observar o estiramento C=N em 2167 cm™. Os
compostos obtidos apresentaram espectros com uma mudanca nitida nessa regido, uma vez
que ocorre a duplicacdo da banda para uma frequéncia maior 2200 cm™. Como sugestéo, a
duplicidade da mesma pode ser oriunda da ressonancia demonstrada na Figura 40-(A), uma
vez que a unidade guanidina apresenta trés formas tautoméricas Figura 40-(B) além da
possivel interacdo Z,Z adotada pela cimetidina, Figura 40-(C), fazendo com que o
estiramentoC=N, mesmo ndo participando da coordenacdo ao metal, desloque-se para

comprimentos de onda mais altos.
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Figura 40 - A) Estrutura de ressonancia proposta para a cimetidina, B) possiveis tautdmeros para o grupo
guanidina e C) conforméros.
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Fonte: PATRICK, 2012. Adaptada.

Por sua vez, na série 2 o ligante 1-metil imidazol apresentou o espectro de IV
representado na Figura 41, onde é possivel observar bandas na regido entre 1200 e 1700 cm™
correspondente as deformacGes axiais das ligagdes C=C, C-N e C=N do anel imidazdlico. A
banda acentuada em 1649 cm™ é atribuida ao estiramento C=N, a de 1286 cm™ refere-se a
ligacdo C-N de arométicos e em 1232 cm™ estiramento C-N de alifaticos. Observou-se
também uma banda de intensidade fraca em 3112 cm™ referente ao estiramento da ligagédo C-

H de alcenos.
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Figura 41 - Espectro de infravermelho do 1-metil imidazol.
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Fonte: Do autor.

Apds a andlise dos espectros de infravermelho dos complexos obtidos na série 2
(Tabela 25), observou-se muita semelhanca entre 0s mesmos e um espectro representativo do
complexo [RuCI(imid)(dppb)(bipy)]CI é demonstrado na Figura 42 e os demais encontram-se
no APENDICE F. Os estiramentos em 1649 e 1286 cm™ sdo observados em menores n(imeros
de onda fato que sugere a coordenacdo do nitrogénio imidazélico ao metal ruténio, uma vez
gue ha o enfraquecimento das ligacdes referentes ao estiramento C=N e C-N.

A banda intensa em 1521 cm™ atribuida ao estiramento C=C sofre um pequeno
deslocamento para maior niimero de onda (1531 cm™) esta pode ser explicada pela mudanca

no ambiente quimico do anel, provocando alteracdo nas ligacdes vicinais.



Tabela 25 - Principais bandas de IR (cm™) atribuidas ao imid e aos complexos sintetizados.
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_Modos imid 5 6 7 8
vibracionais
v (C-H) () 3112 3126 3128 3124 3126
v (C=N) (F) 1649 1629 1622 1624 1625
v (C=C) (F)
v(C=N) (F) 1521 1531 1533 1535 1535
v (C-N)arom (F) 1286 1280 1282 1284 1282
v (C-N)aiit (F) 1232 1230 1236 1238 1230
é (C-H) (F) 821-756 811-729 813-741 815-740 817-743
v(Ru-P) (m) - 518-505 519-507 516-507 522-505
v(Ru-N) (f) - 489 485 489 482
v(Ru-ClI) (f) - 295 - 298 -

Nota: (5 = [RuCl(imid)(dppb)(bipy)]Cl, 6 = [RuCl(imid)(dppb)(4,4*-Me-bipy)]CL, 7 = [RuCl(imid)(dppb)(5,5'-

Me-bipy)]CI e 8 = [RuCI(imid)(dppb)(fen)]Cl).

Fonte: Do autor.

Figura 42 - Espectro de infravermelho do complexo [RuCl(imid)(dppb)(bipy)]CI.
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Na regido entre 1600 a 200 cm™ (Figura 43) torna-se evidente o deslocamento das

bandas referentes as deformacgdes angulares C-H do anel. O surgimento das bandas

caracteristicas dos estiramentos Ru-P, Ru-N e Ru-Cl também indicam a coordenacdo ao

centro metalico.
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Figura 43 - Espectro de infravermelho do 1-metil imidazol e do complexo
[RuClI(imid)(dppb)(bipy)]CI.
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Nota: (regi&o 1600 a 200 cm™).
Fonte: Do autor.

5.7 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA-
VISIVEL

A espectroscopia de absorcdo eletrénica é importante e tem sido aplicada nas Gltimas
décadas como uma das formas de investigacdo de propriedades de complexos inorganicos
(AGUILAR, 2008).

Em geral, para cada novo complexo sintetizado, modificagdes no perfil espectral sdo
esperadas, ja que novas ligacdes quimicas sdo formadas e consequentemente as diferencas de
energia entre orbitais moleculares sdo modificadas, implicando em energias diferentes
necessarias para promover as transicoes eletrénicas (BARBOSA, 2007).

Os precursores utilizados nas sinteses apresentam espectros de UV-vis de perfis
semelhantes ao representado na Figura 44. Por possuirem ligantes aromaticos N-
heterociclicos estes apresentam normalmente bandas atribuidas as transicdes intraligantes (-
nn*). As bandas de maior energia localizam-se entre 226 e 256 nm, enquanto as de menor

energia variam de 276 a 308 nm. As fosfinas também apresentam bandas caracteristicas com
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comprimento de onda em aproximadamente 250 nm. Estas sdo atribuidas as transicOes
eletrénicas internas do ligante bifosfinico, provenientes das transi¢des m m* nos grupos

aromaticos (KETLE, 1998).

Figura 44 - Espectro de UV-vis do precursor cis-[RuCl,(dppb)(bipy)]
em CH,Cl, 7,95 x 10° mol.L™.
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Fonte: Do autor.

No espectro eletrénico acima é observado uma banda em 294 nm caracteristica de
transicdes intra-ligantes n>n* da bipy ¢ uma banda em 450 nm atribuida a transferéncia de
carga metal ligante (TCML) dn(Ru'")>n*(bipy). Para o espectro do complexo
[RUCI(CIM)(dppb)(bipy)] (série 1) nota-se um deslocamento da Ultima banda para 424 nm
(Figura 45). Esta diminuicdo do comprimento de onda sugere a substituicdo de um cloro na
esfera de coordenacdo por um ligante retirador de densidade eletrénica mais forte como, por
exemplo, o nitrogénio imidazolico, o qual ocasiona o deslocamento da banda para regides
mais energeéticas. Os espectros de UV-vis dos demais complexos desta série encontram-se no
APENDICE G.
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Figura 45 - Espectro do complexo [RuCI(CIM)(dppb)(bipy)] em
CH,Cl, 2,87 x 10" mol.L™.
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Fonte: Do autor.

Tabela 26 - TransicOes caracteristicas e coeficiente de absortividade molar dos complexos de ruténio com o

ligante CIM.
A (nm)
Complexos Transigoes (Absorbéancia) / €
(L mol™* cm™)
) (IL) m>m* (bipy)
[RUCI(CIM)(dppb)(bipy)] i ] 292 (1,05) / 36.585
E:TI(I\:AML) dm(Ru’) >m* (N 424 (0,18) / 6.272
)
(IL) m>n* (4,4’-Me-bipy)
[RuCI(CIM)(dppb)(4,4-Me-  (TCML) dn(Ru") >m* (N- 290 (1,18) /14.131
: 416 (0,23) / 2.754
bipy)] CIM)
(IL) m>7* (5,5°-Me-bipy)
[RuCI(CIM)(dppb)(5,5’-Me-  (TCML)dm(Ru") >m* (N- 302 (1,15) /13.772
( 412 (0,17) / 2.036
bipy)] CIM)
(IL) =>7* (fen)
[RUCI(CIM)(dppb)(fen)]  (TCML)dm(Ru") >7* (N- 262 (1,09) /19.534

CIM) 412 (0,13) /2.330

Fonte: Do autor.

Para os complexos sintetizados com o ligante 1-metil imidazol (série 2) foram obtidos
espectros eletrbnicos semelhantes ao representado na Figura 46 e os demais encontram-se no
APENDICE H. Interessante ressaltar que a banda referente a transicdo de carga metal-ligante

ndo sofreu alteracéo significativa quando comparada ao precursor. Este comportamento pode
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ser explicado devido a metila estar diretamente ligada a um nitrogénio do anel
imidazolico,favorecendo a doacdo de densidade eletronica e fazendo do outro atomo de

nitrogéniopresente no anel um melhor n-doador quando comparado ao fragmento da CIM.

Figura 46 - Espectro do complexo [RuCI(lmld)(dppb)(blpy)]CI
em CH,ClI, 5,18x 10®° mol.L™.
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Tabela 27 - Transi¢Bes caracteristicas e coeficiente de absortividade molar dos complexos de ruténio com o

ligante 1-metil imidazol.

Compostos

Transicdes

A (nm) (Absorbancia) / €
(L.mol*.cm™)

[RuClI(imid)(dppb)(bipy)]CI
[RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me-
bipy)]Cl

[RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me-
bipy)]ClI

[RuCI(imid)(dppb)(fen)]CI

(IL) m>7* (bipy)

(TCML) dn(Ru") >m* (N-
imid)

(IL) m>7* (4,4’-Me-bipy)
(TCML) dn(Ru") >7* (N-
imid)

(IL) m>7* (5,5°-Me-bipy)
(TCML)dn(Ru") >7* (N-
imid)

(IL) m>m* (fen)
(TCML)dn(Ru") >7* (N-
imid)

288 (1,09) / 21.035
448 (0,19) / 3.667

286 (1,02) / 19.147
440 (0,17) / 3.191

294 (1,03) / 20.949
434 (0,19) / 3.864

268 (1,09) /23.696
426 (0,26)/ 5.652

Fonte: Do autor.
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58 VOLTAMETRIA CICLICA E DE PULSO DIFERENCIAL

As analises de voltametria ciclica sdo Uteis para comparar a densidade eletronica do
centro metélico, em funcédo da variagdo dos ligantes coordenados (CAVARZAN, 2010).

Os voltamogramas ciclicos e de pulso diferencial para o ligante cimetidina estdo
representados na Figura 47, onde € possivel observar um processo irreversivel, com uma onda
anodica na regido de 1,3 V. Este processo, segundo a literatura é referente a 6xido-reducédo do
grupo nitrila da CIM (CHZM; YORK, 1983).

Figura 47 - (A) Voltametria ciclica e (B) voltametria de pulso diferencial do ligante CIM.
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Nota: Eletrolito PTBA 0,1 mol-L™ em CH,Cl,vs Ag/AgCl.
Fonte: Do autor

Os precursores utilizados nas sinteses do tipo cis-[RuCly(dppb)(N-N)] apresentam
potenciais redox proximos de 0,6 V de acordo com Ermler (1998) e apds a coordenacdo com
o0 ligante CIM estes valores aumentaram para 1,2 V, tais resultados evidenciam a troca do
atomo de cloro, bom doador s e p por um ligante retirador de densidade eletrénica como o
nitrogénio imidazoélico, fazendo com que a oxidacdo do par Ru'Ru"" seja dificultada,
refletindo em um potencial de oxidacdo mais elevado.

Os complexos sintetizados apresentaram os voltamogramas representados na Figura
48, onde foi possivel observar processos eletroquimicos quase reversiveis (B) e (C) e
irreversiveis (A) e (D), com valores de Ej;, variando de 1,29 a 1,51 V (Tabela 28),
consideravelmente mais anddico do que o observado para o precursor [RuCl,(dppb)(bipy)],
indicando assim a formagdo de novos complexos. Nota-se também a manutengdo do processo
eletroquimico caracteristico do grupo nitrila da CIM, uma vez que os complexos mantiveram

0s potenciais anodicos proximos de 1,3 V, indicando que o par de elétrons ndo esta envolvido
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na coordenacdo do metal. Tais resultados também sugerem um centro metalico mais estavel

nos compostos contendo o ligante cimetidina em comparagdo com 0 precursor, uma vez que

0s potenciais de 0xido reducdo sdo maiores.

Figura 48 - Voltametria ciclica dos complexos da série 1.
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Nota: (A) [RuCIl(CIM)(dppb)(bipy)]; (B) [RuCl(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]; (C) [RuCl(CIM)(dppb)(5,5’-
Me-bipy)] e (D) [RuCI(CIM)(dppb)(fen)] eletrélito PTBA 0,1 mol-L™ em CH,Cl,vs Ag/AgClI.
Fonte: Do autor

A correlacgéo entre os potencias de oxidacdo e basicidade dos ligantes N-heterociclicos

(Tabela 28), mostra que quanto mais basico o ligante bipiridinico (pKa mais elevado) menor o

potencial de oxidacdo, uma vez que ele favorece a doagdo de densidade eletrbnica para o

centro metalico facilitando a oxidacdo Ru’/Ru™ (Figura 49). A oxidacdo do centro

metalico, também pode ser alterada atraves das posi¢des dos substituintes metilicos no anel
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em relacdo ao nitrogénio. Comparando os valores dos potenciais de oxidagdo nos complexos
contendo 4,4’- Me-bipy e 5,5’-Me-bipy, cujas metilas encontram-se em posi¢do para e meta
aos nitrogénios, respectivamente, € observado que esta Gltima aumenta mais efetivamente a
densidade eletronica no anel, fazendo com que o metal se oxide mais facilmente (JUNIOR,
2010).

Tabela 28 - Correlacdo entre os valores de E,/, e 0s pKas de seus respectivos ligantes bipiridinicos série 1.

Complexos | Ew (V) | pka*
[RUCI(CIM)(dppb)(bipy)] 1,51 4.44
[RuCI(CIM)(dppb)(fen)] 1,37 4,86

[RuCl(CIM)(dppb)(4,4°-Me-bipy)] 1,30 4,92
[RuCI(CIM)(dppb)(5,5’~-Me-bipy)] 1,29 5,01

Fonte: Do autor.

Figura 49 - pka dos ligantes N-heterociclicos versus potencial de oxidagao.
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Fonte: Do autor.

Para os complexos da série 2 foi possivel observar voltamogramas (Figura 50) com
processos eletroquimicos muito semelhantes entre si, todos reversiveis e com potenciais
anodicos de aproximadamente 1,2 V (Tabela 29), este aumento indica 0 mesmo
comportamento observado na série anterior, onde um atomo de cloro esta sendo substituido da
esfera de coordenagdo do metal por um atomo mais forte retirador de densidade

eletronica,como o nitrogénio e assim dificultando o processo redox.
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Nota: (A) [RuCI(imid)(dppb)(bipy)]Cl, (B) [RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]Cl , (C) [RuCl(imid)(dppb)(5,5’-
Me-bipy)]Cl e (D) [RuCl(imid)(dppb)(fen)]Cl eletrolito PTBA 0,1 mol-L™ em CH,Cl,vs Ag/AgCl.
Fonte: Do autor.

Os valores de Ey, dos complexos da série 2 variaram de 1,01 a 1,08 V (Tabela 29) e

também apresentaram a mesma correlagdo quanto a basicidade do ligante bipiridinico.
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Tabela 29 - Correlagdo entre os valores de E1/2 e os pKas de seus respectivos ligantes bipiridinicos (série 2).

Complexos Eu2 (V) pka*
[RuCI(imid)(dppb) (bipy)]CI 1,08 4,44
[RuCI(imid)(dppb)(fen)]Cl 1,06 4,86

[RuCl(imid)(dppb)(4,4-Me-bipy)]Cl 1,03 4,92
[RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]CI 1,01 5,01

Fonte: Do autor.

5.9 DIFRACAO DE RAIOS X POR POLICRISTAL (DRXP)

A técnica de DRXP foi utilizada inicialmente neste trabalho para identificar o
polimorfo da CIM utilizado nas sinteses. Na Figura 51 é possivel observar boa concordancia
dos padrdoes de DRXP experimental e calculado do polimorfo forma A (HADICKE et al.,
1978). O padrédo experimental apresenta picos bem definidos e sem a presenca de halos

amorfos, fato que caracteriza um solido cristalino.

Figura 51 - Difratograma experimental e calculado da forma polimérfica A

da CIM.
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Fonte: simulado pelo software Mercury usando o arquivo CIF CCDC
CIMETD (HADICKE et al., 1978).

A técnica de DRXP foi aplicada para os complexos sintetizados com a finalidade de

identificar a pureza cristalografica dos mesmos, no entanto foram obtidos para 0s compostos
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da série 1 e 2 difratogramas com picos alargados caracteristicos de materiais amorfos (Figura
52 A e B). Estes resultados sugerem arranjos atdmicos aleatdrios e sem simetria ou ordenagdo
de curto alcance, fato que justifica a dificuldade em se obter monocristais.

Cabe ainda ressaltar que os complexos da série 2 também foram sintetizados com
mudanca de contra-ion (adicdo de NH4PFg na sintese) e o seu solido demonstrou um
difratograma caracteristico de amostra cristalina com picos bem definidos (Figura 52 C), o

qual foi submetido a recristalizacdo e resultou em monocristais.

Figura 52 - Difratogramas dos complexos (A) [RuCl(imid)(dppb)(bipy)]PFs. (B) [RuCl(imid)(dppb)(bipy)]CI e
(C) [RuCl(imid)(dppb)(bipy)]PFe.
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Fonte: Do autor.
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5.10 DIFRACAO DE RAIOS X POR MONOCRISTAL (DRXM)

Para os complexos da série 1 e 2 ndo foram obtidos monocristais, no entanto, €
importante ressaltar que a mudanca do contra-ion (adicdo de NH4PFg) na obtencdo dos
compostos da série 2 resultou em monocristais de tamanho e morfologia apropriados para o
experimento de DRXM através da técnica de lenta evaporacdo do solvente
(diclorometano/metanol) a temperatura ambiente. Os dados cristalograficos encontram-se na
Tabela 30 e as representagdes ORTEP das estruturas sdo mostradas nas Figuras 53 e 54.

E bem conhecido que complexos metalicos solidos sdo estabilizados por contra-ions
maiores, preferencialmente ions de mesma carga e oposta. Contra ions tém sido amplamente
reconhecidos pela funcdo desempenhada em qualquer combinacdo (i) dominio de rede, (ii)
limitacOes de energia de rede, (iii) efeito isolante, (iv) efeito de polarizacdo e (v) efeito de
carga e tamanho (PAL et al., 2010). Neste caso, foi possivel observar o efeito proporcionado
pela troca de um ion menor, como o CI” por um maior PFg¢ na estabilizacdo e formacdo dos
monocristais.

Os complexos [RuCl(imid)(dppb)(bipy)]PFs ¢ [RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]PFs
cristalizaram nos grupos espacias ortorrdmbico Pca2; e Pbca, respectivamente. Este Gltimo
apresenta também uma molécula de metanol por unidade assimétrica em sua rede cristalina.

Através das estruturas cristalinas determinadas por meio de DRXM foi possivel
confirmar para ambos 0s casos a coordenacdo de uma molécula do ligante 1-metil imidazol
trans ao atomo de fosforo da dppb. Tal comportamento ja foi estudado por Valle (2005), o
qual observou que a ligacdo Ru-Cl trans ao &tomo de fésforo da dppb é mais longa do que a
ligacdo Ru-Cl trans ao atomo de nitrogénio da bipy, confirmando a preferéncia da retirada

deste cloro, uma vez que esta ligacao é mais fraca devido a forte interacdo Ru-P trans a ele.



Figura 53 - Representacdo ORTEP do [RuCl(imid)(dppb)(bipy)]PFs.
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Nota: O contra-ion PFg e 0s atomos de hidrogénio foram omitidos para
dar maior clareza a representacéo.
Fonte: Do autor.

Figura 54 - Representacdo ORTEP do [RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me-
bipy)]PF6.

Nota: O contra-ion PF6 e os atomos dehidrogénio foram omitidos para
dar maior clareza a representacéo.
Fonte: Do autor.
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Tabela 30 - Principais parametros cristalograficos para as estruturas obtidas dos complexos
[RuCI(imid)(dppb)(bipy)]PFg ¢ [RuCl(imid)(dppb)(5,5°-Me-bipy)]PFs.

Complexos [RuCI(imid)(dppb)(bipy)]PFs [,\R/I‘;gi(;‘;i]‘?g:%’rgle’t)g’sl’)'

Formula molecular C42H42C|F5N4P3RU C45H50C|F6N4OP3RU
Massa molecular (g/mol) 946,22 855,00
Temperatura (K) 298(2) 298(2)
Comprimento de onda (A) 0,71073 0,71073
Sistemacristalino Ortorrdmbico Ortorrémbico
GrupoEspacial Pca2; Pbca

Parametros de célula (A)

a = 17,0144(3)
b = 15,0566(3)
¢ = 16,6356(3)

a = 15,0023(3)
b = 20,3898(3)
¢ = 29,2586(6)

Volume(A3) 4261,69(14) 8950,0(3)
z 4 8
. -3
Densidade (Mg.m *) 1,475 1,269
Coeflclente dgl 0,605 0,550
absorcdo(mm™)
F(000) 1928 3522
Intervalo 0 da coleta de 3,426 2 29.771°. 3,256 a 29,787°.
dados
-23<=h<=23, -20<=h<=20
Limite de indices -20<=k<=21, -25<=k<=28
-22<=|<=21 -40<=|<=40
Refexdescoletadas 99970 191069
ReflexBesindependentes 11162 12270
Completeza de 6 (%) 99,7 99,8
Método de refinamento Minimos quadrados Minimos quadrados
Daqlos/restrlgoes/ 11162 /1 /514 12270/0 /552
parametros
Qualidade do ajuste 1,025 1,130
Indices R R1 =0,0490, wR2 = 0,0866 R1=0,0583, wR2 = 0,1246

final[1>2sigma(l)]
indices R (todos os dados) R1 =0,0587, wR2 = 0,0946 R1=0,0832, wR2 =0,1371
Nota: O contra-ion PFg, 0 solvato metanol e os atomos de hidrogénio foram omitidos para dar maior clareza a
representacéo.
Fonte: Doautor.

Nas Tabelas 31 e 32 estdo representados os principais comprimentos de ligacdo e
angulos para os compostos com 1-metil imidazol. Podem-se observar muitas similaridades
entre os comprimentos e angulos dos complexos, com algumas caracteristicas podendo ser
elencadas. O comprimento da ligacdo N(2)-Ru(1) é maior no complexo contendo o precursor
cis-[RuCl(dppb)(5,5’-Me-bipy)] quando em comparagcdo com o complexo contendo o cis-
[RuCl,(dppb)(bipy)], provavelmente, devido aos efeitos estéricos e indutivos proporcionado
pela metila ligada na posi¢éo 5 do precursor.

Os deslocamentos quimicos observados na técnica de RMN de *!P também podem ser
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explicados ao comparar os comprimentos de ligacdo N(3)-Ru(1) e CI(1)-Ru(1). A primeira
possui um menor comprimento, tal fato deve-se ao carater mais forte retirador de densidade
eletrobnica do nitrogénio, resultando em uma ligacdo menor entre 0s atomos e
consequentemente desblindando o fésforo em posicéo trans. Assim, os dubletos inicialmente
observados para 0 precursor aproximam-se entre si no complexo demonstrando ambiente
quimico semelhante, uma vez que os atomos de foésforo encontram-se trans a dtomos de

nitrogénio.

Tabela 31- Comprimento das liga¢des do [RuCIl(imid)(dppb)(bipy)]PFs e [RuCl(imid)(dppb)(5,5’6-Me-
bipy)]PFes.

Comprimentos das ligacoes (A)
[RUuCI(imid)(dppb)(bipy)]PFs | [RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]PFs

P(1)-Ru(l) 2,3550(12) P(1)-Ru(1) 2,3147(9)
P(3)-Ru(1) 2,3235(13) P(2)-Ru(1) 2,3383(9)
N(1)-Ru(1) 2,074(4) N(1)-Ru(1) 2,069(3)
N(2)-Ru(1) 2,112(4) N(2)-Ru(1) 2,125(3)
N(3)-Ru(1) 2,177(4) N(3)-Ru(1) 2,170(3)
CI(2)-Ru(1) 2,4188(12) CI(1)-Ru(1) 2,4347(8)

Fonte: Do autor.

Tabela 32 — Angulos das ligagdes do [RuCl(imid)(dppb)(bipy)]PFs e [RuCl(imid)(dppb)(5,5’6-Me-

bipy)]PFs.

Angulos das ligaces (°)

[RuClI(imid)(dppb)(bipy)]PFs

| [RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]PFs

N(L)-Ru(1)-N(2) 77,91(17) N(1)-Ru(1)-N(2) 78,02(10)
N(1)-Ru(1)-N(3) 82,48(15) N(1)-Ru(1)-N(3) 84,03(10)
N(2)-Ru(1)-N(3) 84,93(15) N(2)-Ru(1)-N(3) 83,02(10)
N(1)-Ru(1)-P(3) 96,17(11) N(1)-Ru(1)-P(1) 101,23(8)
N(2)-Ru(1)-P(3) 90,56(11) N(2)-Ru(1)-P(1) 89,88(7)
N(3)-Ru(1)-P(3) 175,47(10) N(3)-Ru(1)-P(1) 170,14(8)
N(1)-Ru(1)-P(1) 104,24(13) N(1)-Ru(1)-P(2) 101,15(8)
N(2)-Ru(1)-P(1) 176,41(11) N(2)-Ru(1)-P(2) 176,91(7)
N(3)-Ru(1)-P(1) 92,47(10) N(3)-Ru(1)-P(2) 93,94(8)
P(3)-Ru(1)-P(1) 92,06(4) P(1)-Ru(1)-P(2) 93,21(3)
N(1)-Ru(1)-CI(2)  164,17(11) N(1)-Ru(1)-CI(1) 167,68(8)
N(2)-Ru(1)-CI(2) 91,19(12) N(2)-Ru(1)-CI(1) 92,19(8)

Fonte: Do autor.

Os complexos apresentam uma geometria octaédrica distorcida como é possivel

confirmar através dos angulos entre as ligacdes (Tabela 32).
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5.11 ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE

Os ligantes utilizados nas sinteses, 0s precursores e 0s complexos sintetizados foram
avaliados quanto sua citotoxicidade frente a linhagem U251MG (glioblastoma humano). Os
valores de ICsy foram calculados a partir das curvas de dose-sobrevivéncia obtidas ap6s 48
horas de tratamento através do ensaio MTS e encontram-se sumarizados na Tabela 33.

Tabela 33 - Valores de ICs = DP (UM) dos compostos frente as células tumorais.

Compostos U251-MG
[RUCI(CIM)(dppb)(bipy)] 30,17+2,52
[RuCl(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)] 22,95+2,15
[RuCI(CIM)(dppb)(5,5’-Me-bipy)] 25,71+2,33
[RuCI(CIM)(dppb)(fen)] 28,39+2,46
[RuCl(imid)(dppb)(bipy)]CI 67,45+4,06
[RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]CI 67,84+3,12
[RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me-bipy)]CI 55,46+1,87
[RuClI(imid)(dppb)(fen)]CI 77,53+3,41
CIM > 160
imid >150
[RuCl(dppb)(bipy)] >150
[RuClz(dppb)(5,5°-Me-bipy)] > 80
[RuClz(dppb)(4,4’-Me-bipy)] > 80
[RuCl(dppb)(fen)] > 80
CISPLATINA 9,54+0,66

Fonte: Do autor.

Importante ressaltar que quanto menor os valores de 1Csyp maior é a atividade do
composto frente as células tumorais, sendo que valores inferiores ao da cisplatina (composto
de referéncia) sdo selecionados para estudo in vivo (SILVA, 2015).

Em relacdo as duas séries de complexos sintetizados, os compostos com cimetidina
apresentaram menores valores de ICsy e estes também foram menores quando comparados
com o ligante CIM isolado, indicando assim a interferéncia do metal ruténio na atividade
antitumoral.

Com a finalidade de estudar a citotoxicidade dos complexos mais ativos em células
saudaveis e fazer uma analise comparativa com o composto de referéncia, um novo ensaio

bioldgico foi realizado na linhagem CCD-1029Sk (fibroblastos) para calcular o indice de
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Seletividade (IS) apresentado na Tabela 34.

O IS de um composto entre uma linhagem neoplasica e uma normal indica o potencial
uso deste composto em testes clinicos. Um valor de IS maior ou igual a 2,0 foi considerado
significativo (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991), ou seja, 0 composto é duas vezes mais ativo na
linhagem de células neoplésicas do que em células normais. No entanto, segundo (BEZIVIN
et al., 2003) o indice de seletividade é considerado interessante para valores maiores que trés.

Tabela 34- indice de Seletividade (IS) para os complexos com o ligante CIM.

Compostos \ U251-MG CCD-1029Sk IS*
[RuCI(CIM)(dppb)(bipy)] 30,17+2,52 37,38+2,18 1,24
[RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me-bipy)] 22,95+2,15 30,84+2,03 1,34
[RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me-bipy)] 25,71+2,33 24,82+1,20 0,97
[RuCl(imid)(dppb)(fen)] 28,39+2,46 50,32+2,29 1,77
CISPLATINA 9,54+0,66 77,71£8,22 8,15

Fonte: Do autor.

Os valores de IS obtidos para os complexos informam que em compara¢do com a
cisplatina eles ndo apresentam seletividade, uma vez sdo bem inferiores ao do composto
referéncia; no entanto considerando os quatro complexos avaliados o [RuCI(imid)(dppb)(fen)]
€ 0 mais seletivo, devido ao IS mais préximo de 2,0. Desta forma, pode-se inferir que os
complexos com o ligante CIM apresentaram atividade moderada para a linhagem U251-MG

(glioblastoma humano).

5.12 ESTUDO DE INTERACAO COM DNA POR ESPECTROSCOPIA UV-vis

O experimento de titulacdo espectroscépica foi realizado com a finalidade de estudar a
interacdo dos compostos sintetizados com o DNA, uma vez que ele consiste em uma das
principais biomoléculas responsaveis pelas propriedades antitumorais de candidatos a
farmacos.

Esta metodologia permite determinar a magnitude da afinidade entre os compostos e o
DNA por meio do calculo da constante K, (SILVA, 2015). Esta constante foi determinada
utilizando-se o modelo tedrico de Neighbor Exclusion descrita pela Equacdo 3, onde €, é 0
coeficiente de extingdo aparente, que corresponde a razdo entre a absorbancia medida e a

concentragdo do composto (A/[Composto]), & € a absortividade molar do composto livre (sem
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adicdo de DNA); gy, é a absortividade molar do composto ligado ao DNA e Kb é a constante
de ligagédo (GOUVEA et al., 2012).

[DNA] _ [DNA] | 1
ca—ef  eb—ef  [Kb(eb—ef)]

Equacéo 3

Todos os complexos (série 1 e 2) apresentaram 0 mesmo comportamento apds
sucessivas adigdes de DNA-ct a solugdo dos compostos, como pode ser observado nas Figuras

55 e 56, onde ocorre a diminuicdo das absorbancias (hipocromismo).

Figura 55 - Espectros de titulaces espectroscopicas dos complexos da série 1.

(A) (B)

Absorbancia (u.a)
Absorbancia (u.a.)

T T T 1
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(©) (D)

Absorbancia (u.a.)

Absorbancia (u.a.)

T T T ,
. . . ) 200 300 400 500 60
200 300 400 500 600 Comprimento de onda (nm)

Comprimento de onda (nm)

Nota: (A) [RUCI(CIM)(dppb)(bipy)], (B)[RuCI(CIM)(dppb)(4,4’-Me-bipy)], (C) [RuCl(CIM)(dppb)(5,5’-
Me-bipy)] e (D) [RuCI(CIM)(dppb)(fen)] com DNA-ct. [DNA-ct] = 3,0 x 10-3 mol.L-1 [Complexo] =
~1,0 x 10°*mol.L ™.

Fonte: Do autor.
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Figura 56 - Espectros de titulagdes espectroscopicas dos complexos da série 2.

(A) (B)

Absorbancia (u.a.)

Absorbancia (u.a.)

k T T T k T T T ]
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Absorbancia (u.a.)
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T T T T 1
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Nota: (A) [RuCl(imid)(dppb)(bipy)]Cl, (B)[RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]CI, (C)[RuCl(imid)(dppb)(5,5°’-
Me-bipy)]Cl, (D) [RuCl(imid)(dppb)(fen)]CI com DNA-ct. [DNAtc] = 3,0 x 10-3mol.L-1 [Complexo]
=~1,0x10°mol.L™.

Fonte: Do autor.

A partir dos resultados obtidos para absorbancia dos complexos e empregando-se a
equacdo de Neighbor Exclusion foi possivel calcular as constantes Kb bem como a
porcentagem de hipocromismo das solugBes. Estes resultados encontram-se reunidos na
Tabela 35.
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Tabela 35 - Valores de Kb e % H (porcentagem de hipocromismo) dos complexos de Ru(ll).

Complexos | Kp (10°mol'L™) | % H | % HDNA | %H*
[RUCI(CIM)(dppb) (bipy)] 1,44 8,72 85,70 76,98
[RuCI(CIM)(dppb)(4,4°-Me- 1,55 10,61 82,91 72,30
bipy)]
[RuCI(CIM)(dppb)(5,5°-Me- 1,49 10,63 86,67 76,04
bipy)]

[RUCI(CIM)(dppb)(fen)] 1,80 10,56 89,13 78,57
[RuClI(imid)(dppb)(bipy)]CI 1,39 11,67 89,60 77,93
[RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me- 1,18 9,54 87,36 74,57

bipy)]Cl
[RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me- 1,31 10,35 82,04 73,90
bipy)ICl

[RuClI(imid)(dppb)(fen)]CI 2,70 10,76 85,30 78,56

Fonte: Do autor.

Os valores obtidos de Kb estdo condizentes com compostos considerados para
interagir com o DNA (VEGAS et al., 2015) e sdo da ordem de 10* mol'L™. As constantes
dos complexos apresentaram afinidade intermediaria quando comparadas com o Kb do
brometo de etidio (Kb=10° mol-L™), uma classica molécula intercaladora com o DNA-ct
(FU et al., 2014).

5.13 ESTUDO DE INTERACAO COM ALBUMINA DE SORO HUMANO (HSA)

A albumina é a proteina mais abundante no plasma, os compostos que se ligam a ela
podem conduzir a reducdo ou melhoria das suas propriedades bioldgicas, dada sua capacidade
de transporte de drogas e nutrientes através do organismo (VEGAS et al., 2015). Solugdes de
HSA exibem uma emissdo de fluorescéncia forte devido a presenca de um residuo de
triptofano (Trp) na posicdo 214 (GUEDES, 2013). A interacdo dos complexos de ruténio(ll)
com HSA foi estudada por uma experiéncia de reducdo da fluorescéncia. Os experimentos
foram realizados por adi¢cdo dos compostos em concentragdes crescentes (0-50 uM) de HSA
(2,5 uM) em 298 e 310 K, seguido da diminuicéo da intensidade de fluorescéncia (Figuras 57
e 58).



Figura 57 - Espectros de emissdo da HSA em concentragdes crescentes dos complexos da série 1.
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bipy)] e (D) [RuCI(CIM)(dppb)(fen)].
Fonte: Do autor.
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Figura 58 - Espectros de emissdo da HSA em concentragdes crescentes dos complexos da série 2.
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Nota: (A) [RuCl(imid)(dppb)(bipy)]Cl, (B)[RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]Cl, (C)[RuCl(imid)(dppb)(5,5’-
Me-bipy)]ClI, (D) [RuCl(imid)(dppb)(fen)]ClI.
Fonte: Do autor.

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados obtidos utilizando-se a
equacdo de Stern-Volmer, onde Foe F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e
napresenca de supressor, respectivamente, [Q] é a concentracdo do supressor, e Ksy é a
constante de supressdao molecular de Stern-Volmer que pode ser escrita como Kq = Ksy /mo,
onde K ¢ a constante de velocidade de supressdo biomolecular e no ¢ o tempo de vida médio

de fluorescéncia na auséncia de supressdo (6,2x10° s) (GRATTON et al., 1992).
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FO
Equacéo 4 i 1 + Ksv-[Q]

A diminuicdo da intensidade de fluorescéncia provocada por uma amostra pode
ocorrer atraves de diferentes reacGes (estado excitado, rearranjo, supressdo estatica ou
dindmica). A supressdo é provocada quando o fluordforo (molécula responsavel pela
fluorescéncia) encontra o supressor (responsavel pela diminuicdo da fluorescéncia). A
supressdo dinamica caracteriza-se por ndo provocar nenhuma reacdo fotoquimica entre
supressor e fluor6foro; em contraposicdo na supressdo estatica hd a formacdo de um
complexo, o qual ocasiona a redu¢do do numero de moléculas fluorescentes (LAKOWICZ,
2006).

Na Tabela 36 € possivel observar que os complexos analisados, com excessdo do
[RuCI(CIM)(dppb)(fen)] apresentaram valores decrescentes de KSVcom o0 aumento
datemperatura, sugerindo um mecanismo de supressdo de fluorescéncia estatico. O complexo
[RuCI(CIM)(dppb)(fen)], por sua vez apresenta valor crescente de Ksv indicando assim

ummecanismo de supressdo de fluorescéncia dinamico.
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Tabela 36 - Resultados obtidos para as constantes Ksv e Kq COM Aexitagio= 270 NM € Aemisszo= 305 nm, em
diferentes temperaturas (298 e 310 K).

Complexos Temperatura]  Ksv Kq (10" Kb .
P (K) (10°mol-L™Y)| L-mol™s™) | (mol-L?)
[RUCI(CIM)(dppb)(bipy)] 208 343 343 173x 10° 0,932
310 2,84 2,84 1,10 x 10* 0,899
[R“C'(CIM%(iS%’]b)(“"‘ "Me- 59 2.42 242  146x10° 0,954
310 227 227 1.83x 10 0,974
[R“CI(CIM%(i‘;gl;]b)(S’S “Me- g8 4,37 437  231x10° 1,170
310 4,30 4,30 2,07x10° 1,154
[RUCI(CIM)(dppb)(fen)] 298 433 4.33 579x 10° 1,041
310 5,22 5,22 3,82x10° 1,434
[RuCI(imid)(dppb)(bipy)]CI 298 231 231 516x 10° 1,087
310 173 173 1.75x 10° 1,003
[RuCl(imid)(dppb)(4.4’-Me-  ,4g 4,39 439  197x10° 1156
bipy)]CI
310 341 341 1.77x10° 1,170
[RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me- ,gq 9,15 0,15 177x10° 1,315
bipy)]Cl

310 5,78 5,78 3,75x 10° 1,191
RuCI(imi en 15 15 171x 10° 1,704

[RuCI(imid)(dppb)(fen)]CI 208 2 2 08 0
310 1,70 1,70 3,09x 10° 1,984

Fonte: Do autor.

Utilizando-se dos valores de Kb e aplicando-os na equagao de van’t Hoff (Equagao 5)
é possivel calcular parametros termodindmicos como energia livre de Gibbs ( G°), variacdo de
entalpia (AH®) e variacdo de entropia (AS°), os quais sdo essenciais para determinar o modo
de ligagdo entre a albumina e o composto em estudo. Do ponto de vista termodinamico, AH>
0 e AS°> 0 sugerem uma interacdo hidrofobica; AH°<0 e AS°<0 indicam forgas de van der
Waals atuantes ou formacao de ligagdo de hidrogénio; ¢ AH®° = 0 e AS°> 0 reflete forgas

eletrostaticas (ROSS, 1981).

i __AH LS
Equacdo5  INKb=—on+—

Para todos os complexos foram calculados os pardmetros termodindmicos
considerando as duas temperaturas de encubacdo das amostras (298 e 310 K) e os resultados
obtidos encontram-se sumarizados na Tabela 37.

Os resultados mostraram que a interacdo de todos os complexos com a albumina

ocorre espontaneamente, uma vez que AG°<0. Os complexos [RuCI(CIM)(dppb)(4,4’-Me-
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bipy)], [RuCI(CIM)(dppb)(fen)] e [RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me-bipy)]|Cl apresentaram AH®> 0
e AS°> 0 demonstrando assim a predominancia de interagdes hidrofobicas com a HSA; nos
complexos [RuCIl(CIM)(dppb)(bipy)], [RuCl(imid)(dppb)(5,5°-Me-bipy)]CI e
[RuCl(imid)(dppb)(fen)]Cl as for¢as de van der Waals ou ligacdo de hidrogénio (AH°<0 e
AS°<0) estdo presentes e para o complexo [RuCI(CIM)(dppb)(5,5’-Me-bipy)] os célculos

refletem a predominancia de forgas eletrostaticas (AH® = 0 e AS®> 0).

Tabela 37 — Pardmetros termodindmicos para 0s compostos estudados: energia livre de Gibbs (AG®),
variagdo de entalpia (AH®) e varia¢do de entropia (AS®)..

Complexos Temperatura AG® AH® AS°
P (K) (KJ'mol™) (KJ-mol™) (J-mol™)
[RuCI(CIM)(dppb)(bipy)] 298 24,18 -29,15 -16,69
310 23,98
[RuCI(CIM)(dppb)(4,4’-Me- 298 1612
bipy)] -23,85 133,58
310 -25,29
[RuCI(CIM)(dppb)(5,5°-Me- 298 786
bipy)] -30,73 76,41
310 -31,55
[RuCI{CIM)(dppb)(fen)] 298 -27.33 317,33 1149,67
310 -39,06
[RuClI(imid)(dppb)(bipy)]CI 298 29,25 29,01 0,81
310 -29.26
[RuCl(imid)(dppb)(4,4’-Me- 298 -33.11 80,30 380,59
bipy)]CI
310 -37,68
[RuCl(imid)(dppb)(5,5’-Me- 208 -35.60 -99 50 214,27
bipy)]CI
310 -33.10
[RuClI(imid)(dppb)(fen)]CI 208 -36,69 67,67 -103,97
310 -35,44

Fonte: Do autor.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados, potencialmente, 8 complexos
inéditos contendo os ligantes cimetidina e 1-metil imidazol. As técnicas usuais de
caracterizagdo de complexos inorganicos mostraram o0 isolamento dos compostos de
coordenacdo com o ligante cimetidina, os quais se isomerizam apenas em solucdo. Os dados
de RMN de *'P{1H} aliados & COSY, **C e 'H foram de grande valia nas elucidacées
estruturais. As formulagfes propostas sdo sustentadas pela analise termogravimétrica e analise
elementar.

Foram obtidos dois monocristais de compostos da série 2 onde o contra ion foi
modificado, os quais tiveram suas estruturas determinadas por DRXM. A avaliacdo da
atividade antitumoral dos compostos contra a linha de células U251-MG (glioblastoma
humano) mostrou efeitos citostaticos superior para os complexos com o ligante cimetidina
guando comparado com 0s compostos do imidazol. Estudos de interacdo com o DNA e
albumina de soro humano foram realizados e verificou-se que 0s complexos apresentam
moderada afinidade de ligacdo com o DNA, enquanto os experimentos com a HSA sugeriram
predominancia de diferentes tipos de interacdo para cada complexo (interagfes hidrofébicas,
eletrostaticas, forcas de van der Waals ou ligacdo de hidrogénio), sendo o mecanismo de

supressdo de fluorescéncia estatico predominante na maioria dos complexos.
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APENDICES
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APENDICE B - Espectros de ressonancia magnética nuclear de **C dos complexos da
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APENDICE C - Espectros de ressonancia magnética nuclear de ‘H dos complexos da
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APENDICE D - Espectros de ressonancia magnética nuclear de **C dos complexos da
série 2
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APENDICE E - Espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos complexos da

série 1
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APENDICE F - Espectros de absorcio na regido do infravermelho dos complexos da
série 2
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APENDICE G - Espectros de absorcdo na regifo do UV-vis dos complexos da série 1
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APENDICE H - Espectros de absor¢ao na regido do UV-vis dos complexos da série 2
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