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RESUMO

Sintese de compostos de metais de transicao, principalmente com o
ruténio vem aumentando ao longo dos anos, pois compostos desse tipo possuem
diversas aplicagées no campo da biologia, dentre elas como agentes antitumorais.
Neste trabalho foram sintetizados compostos de ruténio com aminoacidos de formula
geral [Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFs, onde , AA = aminoacido, dppb = 1,4-
bis(difenilfosfino)butano e bipy = 2, 2'-bipiridina, usando como precursor o Ccis-
[RuCly(dppb)(bipy)]. Foram utilizadas as técnicas usuais de caracterizacdo dentre
elas; RMN de *'P{'H} e *C, UV-Vis, IV, Voltametria Ciclica e Analise Elementar.
Também, foram feitos ensaios em linhagem de células do tipo MDA-MB-231(cancer
de mama) com a inten¢do de avaliar as células tumorais dos complexos in vitro. Nos
espectros de RMN de 31P{1H} dos complexos foram observados quatro dubletos com
valores proximos de 46, 44, 39 e 38 ppm para todos os compostos sintetizados com
excecao ao composto [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs que apresenta somente dois
dubletos em 45,3 e 38,5 ppm. Isto sugere que ha uma mistura de diastereoisémeros
para todos os compostos, menos para o complexo [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs. Para a
voltametria ciclica de todos os compostos exceto o composto [Ru(L-
Met)(dppb)(bipy)]PFs € observado um processo de redox Ru(ll)/Ru(lll) quasi-
reversivel em valores proximos de 1100 mV. Também existe outro processo de
menor intensidade acima de 1200 mV, que é melhor observado pela voltametria de
pulso diferencial, o qual é atribuido a processo redox dos aminoacidos. Os espectros
eletrdbnicos dos compostos com aminoacidos s&o todos similares, apresentam
bandas em 290, 420 e 500 nm (ombro) que sao atribuidas a transi¢des intraligante n
—n* e dnry—T pipy), Sucessivamente. Os diastereoisbmeros do composto [Ru(L-
Ser)(dppb)(bipy)]PFs foram separados por CLAE. Estes diastereoisomeros foram
identificados por espectroscopia de dicroismo circular(DC). Foram obtidos cristais do
composto [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PFs, em ambos o
nitrogénio do aminoacido encontra-se trans ao atomo de fésforo da dppb e o
oxigénio trans ao atomo de nitrogénio da bipiridina. Nos testes biolégicos os
resultados foram bastante promissores. Os ICso nos ensaios celulares com linhagem
tumoral para todos os compostos foram muito abaixo do valor da cisplatina, dando
destaque para o complexo [Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]PFs com um valor de 5 umol.L™",
valor este 17,5 vezes menor que o do cisplatina nas mesmas condi¢coes

experimentais.
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ABSTRACT

The synthesis of transition metal compounds mainly with ruthenium,
has been increasing along the time, since compounds of this kind have many
applications in the biological fields, among them, as anticancer agent. In this work
were synthesized and characterized ruthenium compounds with amino acids of the
general formula [Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFs, AA = amino acid, dppb = 1,4-
bis(diphenylphosphino)butane and bipy = 2, 2 -bipyridine, using as precursor the cis-
[RuCly(dppb)(bipy)]. Standard techniques were used for characterization of the
complexes, among them: *'P{"H} NMR and ™C, IR, UV-Vis, Cyclic Voltammetry,
Differential Pulse Voltammetry and X-Ray diffraction. Also, were made cytotoxicity
experiments in cells of the type MDA-MB-231 to evaluate the citotoxity of the
complexes. In the *'P{"H} NMR spectra of the complexes four doublets were
detected with values close to 46, 44, 39 e 38 ppm with exception of the compound
[Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFe that presented only two doublets on 45,3 and 38,5 ppm.
This suggests that there is a mixture of diastereocisomers for all compounds, with
exception for the complex [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs. At the cyclic voltammetry of all
compounds, except of compound [Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]PFe (irreversible) is
observed a quasi-reversible Ru(lll)/Ru(ll) redox process with values close to 1100
mV. Also, there is another process of lower intensity above 1200 mV that is better
observed by this differential pulse voltammetry that are attributed to redox process of
the amino acids. The electronic spectra of the compounds are practically the same,
showing bands around 290, 420 and 500 nm (shoulder) that are attributed to intra-
ligand n—n* or to dnruy—7T*pipy) transitions. The diastereocisomers of the compound
[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs were separated by HPLC. These diastereoisomers were
identified by circular dichroism spectroscopy (CD). Crystals of the compounds
[Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs and [Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PFs, were obtained and both
showed the nitrogen of the amino acid to be trans to the phosphorus atom of the
dppb and the oxygen opposite to the nitrogen of the bipyridine. The ICsy of all
compounds in the cellular experiments with tumoral lineage were found to be lower
than that one of the cisplatin, especially the ICsy of the compound [Ru(L-
Met)(dppb)(bipy)]PFs (5 uM), which is 17,5 time lower than the 1Csy of the cisplatin in

the same experimental condition.
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1- INTRODUCAO
1.1 - Cancer, doenca do passado, presente e futuro

O céncer é conhecido desde 3000 anos antes de Cristo. A palavra
cancer tem origem no latim, cujo significado é caranguejo. Esse nome foi dado a
doenca porque se refere a um processo em que as células doentes atacam e se
infiltram nas células sadias como se fossem tentaculos de um caranguejo. Esta
doenca tem um periodo de evolugao duradouro, podendo, muitas vezes, levar anos
para evoluir até ser descoberta [1]. Ja foram identificados mais de cem tipos de
cancer, sendo que a maioria tem cura (benignos), desde que identificados num
estagio inicial e tratados de forma correta. O cancer € uma doenga causada por uma
série de mutagdes somaticas do DNA, que é caracterizada por uma populagao de
células que crescem e se dividem sem respeitar os limites normais, invadindo e
destruindo tecidos adjacentes, podendo se espalhar para lugares distantes do corpo
através de um processo chamado metastase [2]. Também pode originar-se de erros
aleatdrios de replicagao, exposicdo a carcinégenos, ou defeitos no reparo de DNA
[3]. O cancer é a causa de cerca de 7,1 milhdes de mortes por ano em todo mundo,
0 que representa 12,6 % de todas as mortes, sendo os canceres de pulmao,
estomago, figado, célon e mama os que mais matam [4]. O cancer é também a
segunda doenca que mais mata no Brasil, perdendo apenas para doengas do
sistema circulatorio. Quase todos os canceres sao causados por anomalias no
material genético de células transformadas. Atualmente a medicina dispbe da
radioterapia, quimioterapia e de cirurgias para combater a doenga. Quando é
possivel a retirada do tumor, a cirurgia € o procedimento mais adequado. A
radioterapia (geralmente raios gama, radioisétopos como cobalto-60, raios X) é
também outra forma de tratamento utilizado para o tratamento de células
cancerigenas, porém este procedimento tem efeitos colaterais como, por exemplo,
queimaduras na pele provocada pela passagem da radiagdo. A quimioterapia € um
procedimento que visa, através da administracdo de drogas, impedir a divisdo de
células cancerigenas [5]. Esse procedimento também tem efeitos colaterais como,
por exemplo, nausea, vomito e queda de cabelos, dentre outros listados na Tabela
1. Nos casos de cancer de mama e de prostata € usada a hormonoterapia, pois

estes tipos de tumores sao sensiveis a acao de determinados hormoénios.
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TABELA 1 - Agentes quimioterapicos comumente utilizados no tratamento do cancer

[1].

Agentes antitumorais

Farmaco

Tipo de cancer

Efeitos toxicos

Ciclofosfamida

Mama, ovario,
linfoma,
leucemia,
pulmao

Supressao da medula
ossea, nauseas,
voémitos, queda de
cabelos, hematuria

Doxorrubicina

Mama, pulmao,
linfoma

Nauseas/vOmitos,
miocardiopatia,
estomatite, supressao
da medula 6ssea

Vincristina Linfoma, Neuropatia periférica
pulmao,
leucemia
Pulméo, bexiga | Nauseas, Neuropatia,
Cisplatina ovario, colon Auditivos, Plaquetas

uterino, cabeca
€ pescogo

leucdcitos da medula
Ossea, problemas
renais

Carboplatina

Ovairio, pulmdes

Plaquetas > leucdcitos
da medula 6ssea,
Nauseas, problemas
renais (altas doses)

Intestino Nauseas, neuropatia
Oxaliplatina Anemia
Tridxido de Leucemia Neuropatia periférica,
arsénio dor

musculoesquelético,
hiperglicemia

Uma outra forma de tratamento quimioterapéutico é o uso de
anticorpos monoclonais (mAbs, na sigla em inglés). Sao anticorpos produzidos por
um unico clone de um linfécito B parental [6], sendo, portanto, idénticos em relagao
as suas propriedades fisico-quimicas e biologicas. Esses mAbs podem ser gerados
em laboratorio para reconhecer e se ligar a qualquer antigeno de interesse. Tal
procedimento foi descrito pela primeira vez em 1975, em artigo publicado na revista
Nature pelos cientistas César Milstein e Georges Kohler [7]. Na area de oncologia,

uma nova geragdao de medicamentos em desenvolvimento esta baseada na
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capacidade dos mAbs em reconhecer antigenos especificos de tumores e induzir
uma resposta imune contra as células cancerosas. Além disso, os mAbs podem ser
modificados de forma a atuarem como portadores de radiois6topos ou toxinas as
células cancerosas, ampliando sua janela de aplicagcéo terapéutica [7] Desta forma
eles s&o uma classe relativamente nova de substancias e seu desenvolvimento € um
dos maiores avangos no tratamento de linfoma ndo-Hodgkin nos ultimos anos. O
anticorpo monoclonal mais frequentemente usado para o tratamento de linfoma nao-
Hodgkin € o rituximabe (Tabela 1.2). Rituximabe é eficaz no tratamento de alguns
dos tipos mais comuns de linfoma [8]. Em geral ele € administrado em combinagéo
com a quimioterapia, embora possa ser aplicado isoladamente em algumas
circunstancias. No linfoma nao-Hodgkin indolente, a medicacdo pode aumentar o
tempo da remissao obtida pelo tratamento. No tipo agressivo a adi¢ao de rituximabe
a quimioterapia padrao demonstrou aumentar a chance de cura do paciente e
melhorar a sobrevida, em comparagdo com a quimioterapia sozinha. E o mais
importante, os efeitos colaterais do rituximabe associados a infusdo geralmente
ocorrem sO durante a administracdo da medicacdo e diminuem nas doses
subsequentes. Sua administracdo concomitante com o regime quimioterapico nao
causa qualquer aumento significativo nos efeitos colaterais da quimioterapia
escolhida. Efeitos colaterais com persisténcia superior a alguns minutos ou horas

sdo raros e, em geral, sem qualquer relevancia clinica [8].
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TABELA 1.2 - Anticorpos monoclonais utilizados na terapia oncologica e seus

respectivos nomes comerciais e usos clinicos[9].

Nome geneérico

Ano de
aprovacao
no FDA

Nome
Comercial

Uso clinico

Rituximabe

1997

Rituxan®
Mabthera®

Linfoma nao-Hodgkin de células B,
CD 20 positivo, recorrente ou
refratario.

Trastuzumabe

1998

Herceptin®

Cancer de mama metastatico e
adjuvante

Gemtuzumabe
ozogamicina

2000

Mylotarg®

Leucemia Mieldide Aguda CD33
positivo em pacientes com pelo
menos 60 anos e que n&o sejam
candidatos a terapia citotdxica

Alemtuzumabe

2001

Campath®

Leucemia Linfocitica Crénica-B em
pacientes previamente tratados com
agentes alquilantes e que falharam
na terapia com fludarabina.

Ibritumomabe
tiuxetana

2002

Zevalin®

Linfoma nao-Hodgkin de células B
de baixo grau, folicular ou
transformado, com doenca refrataria
ou recaida, incluindo aqueles
refratarios a rituximabe.

I-tositumomabe

2003

Bexxar®

Linfoma ndo-Hodgkin CD20 positivo,
folicular, com ou sem
transformacao, com doenga
refrataria a rituximabe e com recaida
apos quimioterapia.

Bevacizumabe

2004

Avastin®

Cancer colorretal metastatico,
associado a quimioterapia
com 5-fluorouracil.

Cetuximabe

2004

Erbitux®

Cancer colorretal, associado ou nao
ao irinotecano.
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1.2 - Aplicagbes de compostos de coordenagdo na medicina

1.2.1 - Historico

Alguns elementos inorganicos possuem um papel crucial na biologia e
em processos biomedicinais [10]. Muitos metais sdo de fundamental importancia nos
sistemas biolégicos, uma vez que estes se ligam e interagem com moléculas
biolégicas como proteinas e DNA [11]. Estes também apresentam afinidades por
moléculas indispensaveis para a sobrevivéncia, como oxigénio, (O2) oxido nitrico,
NO e outros. Por exemplo, o transporte de elétrons e de oxigénio no meio bioldgico é
feito, respectivamente, pelos citocromos e hemoglobina [12]. O cobre tem, dentre
suas principais fungdes, a mobilizagao do ferro para a sintese da hemoglobina, a
sintese do hormoénio da adrenalina e a formag&o dos tecidos conjuntivos. O zinco
participa da sintese protéica, metabolismo de DNA e RNA, carboidratos, lipidios e
assim varios metais de alguma forma tem sua importancia no meio bioldgico.

Existem evidéncias de que muitos compostos organicos usados na
medicina ndo possuem uma atuagdo puramente organica. Algumas moléculas
organicas podem ser ativadas ou biotransformadas por ions metalicos, incluindo as
metaloenzimas. O organismo humano mostra-se provido de varias reagdes que
utilizam compostos de coordenacdo, dentre elas reagcbes que utilizam
metaloproteinas como catalisadores. No tratamento médico a base de farmacos
organicos, tais compostos podem algumas vezes vir a ter uma atividade associada a
coordenagao deste a um ion metalico. Por esta razdo compostos de coordenacao
vém se mostrando, ao longo dos anos, atuantes na quimica medicinal. Compostos
de metais de transicdo constituem uma classe de quimioterapicos largamente
empregados nas clinicas como agentes antitumorais e antivirais.

Ha 5000 anos, os egipcios usavam cobre para esterilizar a agua. O
ouro também era usado para a fabricagdo de medicamentos, tanto na Arabia quanto
na China, ha mais de 3500 anos. Porém, somente nos ultimos 100 anos é que as
propriedades dos compostos inorganicos comegaram a ser estudadas de forma
racional. A esse respeito, podemos citar o emprego de compostos de ouro no
tratamento da tuberculose; dos antimoniais para o tratamento de leishmaniose [13] e
de compostos a base de arsénio para o tratamento da sifilis [11]. A quimica dos

farmacos inorgénicos teve impulso apds os trabalhos de Paul Ehrlich, prémio Nobel
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em Medicina e Fisiologia de 1908, e de Alfred Werner, prémio Nobel em Quimica em
1913. Paul Ehrlich é considerado o fundador da quimioterapia. Ele introduziu a
relacdo estrutura e atividade de compostos inorganicos pela primeira vez e usou o
arsénio para preparar drogas para o tratamento de sifilis [14].

Embora Paul Ehrlich tenha sido o primeiro a fazer o uso de compostos
de metais na farmacologia, foi somente em 1965, apds a descoberta feita pelo fisico
Barnett Rosenberg, a respeito das propriedades de inibicdo de divisdo celular de
bactérias por compostos de platina [15], que a quimica medicinal inorganica deu um
grande salto. Rosenberg testou varios compostos de platina, sendo que o cis-
[(diaminodicloro)platina (ll)] tornou-se farmaco no tratamento de varios tipos de
cancer, incluindo o de testiculo, ovarios e outros. Apds o uso da cisplatina como
droga no tratamento do cancer de testiculo, foi registrado em 1978 uma diminuigéo
de cerca de 80% na morte de homens com este tipo de céncer [16]. Apds as
propriedades medicinais de compostos de platina terem sido descobertas outros
compostos inorgédnicos comegaram a aparecer como potenciais farmacos no
combate de varias doencgas. Por exemplo, compostos de bismuto, como o citrato de
bismuto, € uma das drogas usadas no tratamento para os disturbios gastricos,
juntamente com outras drogas organicas[17]. Porém devido a alguns fatores de
toxicidade, este medicamento ndo € muito recomendavel para o tratamento de
ulcera péptica e gastrite, no Brasil. O nitroprussiato de sédio é um vasodilatador
muito usado no controle de hipertensao severa (situagdes de emergéncia), sendo
administrado por infusdo intravenosa continua, em ambiente hospitalar. Este
composto contém na sua estrutura o ion de ferro (ll) (Fig. 1.1), em que o grupo

nitroprussiato exerce sua fungao vasodilatadora pela presenga do grupo nitro [16].

FIGURA 1.1 - Estrutura do anion nitroprussiato [16].
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1.2.2 - Compostos de arsénio

Ao longo da historia compostos de arsénio foram conhecidos como
venenos [18]. Porém estes compostos possuem toda uma histéria no uso medicinal.
Hippocrates (460-377 dc) usou o As,S3 e 0 AsyS; no uso medicinal no tratamento de
tumores e de ulcera. Galeno (130-200 AC) recomendava uma pasta de sulfeto de
arsénio para o tratamento de ulcera. Os chineses também utilizaram por mais de
1000 anos compostos de arsénio na sua medicina tradicional [19, 20]. Compostos de
arsénio também foram usados no tratamento de doencas como aneurexia e outras
doengas nutricionais, reumatite, turbeculose, diabete, malaria e sifilis [21] Embora
esses compostos tenham sido usados para determinados fins, eram usados sem
nenhuma légica sobre o que ocasionava suas atividades como farmacos. Foi
somente em meados de 1910 que Paul Ehrilch, fez uma relagdo, de forma racional,
estrutura-atividade de compostos de arsénio no tratamento de sifilis, e por causas do
seu trabalho ele é conhecido como pai da quimioterapia.

Derivados de compostos de arsénio tornaram-se referéncia no
tratamento de sifilis durante um longo tempo, porém mais tarde foram substituidos
pela penicilina [19]. Apds a descoberta das propriedades anticancerigenas de
compostos de platina, em especial para o cisplatina, deu-se uma nova corrida por
compostos que tivessem propriedades similares e foi entdo que os complexos de
arsénio voltaram a ser estudados. Em aproximadamente 1970 fisicos chineses
descreveram o As;O3; como um potente agente anticancer quando testado em
linhagem de células de leucemia promieloide aguda (APL) obtendo bons resultados
[22]. Diante do sucesso nos testes clinicos, em setembro de 2000 o As,0s;, foi
aprovado para o tratamento da APL em pacientes adultos pela organizagcdo de
administragcdo de farmacos e alimentos nos Estados Unidos (FDA), o qual atende

pelo nome comercial de Trisenox® [23, 20].

1.2.3 - Compostos de litio

As propriedades terapéuticas do litio sdo conhecidas desde 1949,
porém somente em 1957 foi dado o primeiro relato de propriedades farmacéuticas
do litio, por Mongens Schou [24]. O carbonato de litio (LiCOs3) € usado no

tratamento de pacientes maniaco depressivos (MD), isquemia, esquizofrenia e mal
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de Alzheimer. A toxicidade do carbonato de litio € bem estabelecida e o farmaco é
satisfatoriamente administrado e bem tolerado. Quando usado em altas doses causa
dores de cabega, diarréia, vomito, desmaios e sonoléncia. [25]. Para o tratamento da
esquizofrenia o farmaco é administrada via oral em doses de 2g/dia(30mmol/dia)
[23]. Berrige e colaboradores sugerem que a superativacdo dos sitios do inositol -
monofosfatase (InsP) no cérebro dos pacientes é o causador do MD, onde os sitios
de tal substancia podem ser inibidos pelo carbonato de litio [26]. O mal de Alzheimer
€ uma desordem neurodegenerativa do cérebro causando uma disfungcdo neural
matando as células e levando a deméncia. No comeco da doenca de Alzheimer
ocorre a acumulagao extracelular de placas neuriticas compostas por proteinas [3-
amiléide e acumulacao intercelular de proteinas defeituosas. A ocorréncia da doenca
de Alzheimer é da ordem de 10% em pessoas acima dos 65 anos e de 48% para
pessoas acima dos 85 anos [19].

O uso de compostos de litio ndo se restringe somente ao tratamento de
pacientes maniaco depressivos, isquemia, esquizofrenia e mal de Alzheimer. A
droga antiviral Zidovudine (AZT) tem sido usada no tratamento da sindrome
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) para prolongar a vida dos pacientes infectados.
Essa droga € limitada, pois provoca mielosupressao e toxidade na medula Ossea,
fazendo com que o virus adquira resisténcia durante o tratamento e outros efeitos
colaterais. Para reduzir esses efeitos sdo usados sais monovalentes de litio
juntamente com o zidovudine, pois o litio possui a capacidade de modelar a toxidade
do AZT significativamente, influenciando a producdo de células sanguineas e
diminuindo assim a toxidade [24, 25]. Além do uso no tratamento no prolongamento
da vida de pessoas com o virus da AIDS, sao relatados que compostos de litio
possuem atividade antitumoral em diversos tipos de cancer[25]. Entre essas drogas

esta o sal de litio-acido a-linoleico [22].
1.2.4 - Compostos de ouro

Compostos contendo fosfinas como ligantes sdo muito estudados, pois
alguns destes possuem varias atividades biologicas [27]. O complexo Auranofina
(Fig. 1.2) € um dos farmacos empregados no tratamento de artrite reumatéide, pois
este alivia os sintomas e impede o curso progressivo da doenca [17, 28]. Embora

ouro e seus complexos tenham historicamente sido usados para o tratamento de
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grande numero de doencgas, 0 uso racional destes s se deu primeiramente em 1920
quando este foi clinicamente testado in vitro contra certos tipos de bactérias. Em
1930 complexos de ouro foram usados no tratamento de tuberculose pulmonar,
porém ao serem observadas suas toxicidades, foram abandonados e substituidos
por complexos de Au(l) com tiolatos que sdao menos toxicos. Por décadas os
complexos tiolatos de Au(l) foram usados como unica forma de tratamento de artrite
reumatodide, porém seus efeitos toxicos ainda prevaleciam, levando dessa foram os
pesquisadores a desenvolverem novas drogas de Au(l). O resultado de extensivos
esforgcos levaram a compostos com ligantes tiomalato, glicose e trietilfosfinicos
(Figura 1.2a, 1.2b e 1.2c) de Au(l), os quais sado usados no tratamento da artrite

reumatoide.
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FIGURA 1.2 - Estrutura de compostos de Au(l) usados no tratamento de artrite

reumatoéide; a) Aurotiomalato de sddio, b) Aurotioglicose, ¢) Auranofina [27].



CAPITULO | INTRODUCAO 11

Ademais, a Auranofina mostra-se como um potente agente anticancer (Leucemia) in
vitro e in vivo [19], porém este é completamente inativo contra tumores soélidos. Para
estes compostos de ouro € descrito um mecanismo diferente do cisplatina, pois
estudos mostram que esses composto ligam-se a proteinas que interagem com o
DNA, assim desativando uma serie de fungdes importantes para a replicagdo do
mesmo [17]. Embora esses compostos de ouro sejam altamente ativos contra
leucemia, seus primeiros testes mostraram efeitos cardiotoxicos muito altos. Desta
forma ndo sendo levado a diante para tal propédsito. Além de compostos de Au(l),
encontra-se também outros com estado de oxidagdo trés, como [Au(en)]Cls,
[Au(dien)CI]CI,, [Au(ciclam)](CIO4)Cl,, [Au(terpy)CIICl2, e [Au(phen)CI;]Cl que sao
citados como agente anticancer em linhagens do tipo A2780 (cancer de ovario).

1.2.5 - Compostos de paladio

Complexos de paladio na medicina tem sido pouco explorados em
comparagao com outros metais [19]. Compostos de paladio também chamam
atengdo como potenciais agentes antitumorais. Corbi e colaboradores relatam que
compostos como Pd(Il)-metSO (Figura 1.3) apresenta atividades anticancer em
linhagens de célula HeLa(cancer cervical) [29]. Além do mais, compostos de paladio
com aminoacidos, tipo [Pd(phen)(Tyr)] também sao citados como agentes
anticancerigenos (Figura 1.3). Este possui atividade anticancer em linhagem de

células cancerigenas de leucemia (P388) [30].

COOH

FIGURA 1.3 - Estrutura de compostos de Paladio com atividades citotéxicas; A)
[Pd(phen)(Asp)ICI, B) [Pd(phen)(GIu)]NO3;, C) [Pd (AA),], AA=aminoacido D)
[Pd(phen)(Tyr)]CI [30].
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Ligantes tiosemecarbazonas possuem atividades antiviral, antimalaria,
antifugicida, antibactericida e anticancer. Assim para seus respectivos complexos de
paladio(ll) também sdo esperados propriedades semelhantes. Tiosemecarbazonas
com ligantes contendo enxofre tem sido usadas para as sinteses de compostos de
Pd(Il) com propdsito de potenciais agentes anticancer. Os complexos tem sido ativos
em uma série de linhagens de células cancerigenas com valores de I1Cso similares ao
cisplatina [31]. Dentre esses complexos enquadram-se o [Pd(p-isoTSCN)(u-Cl)]; e o
[Pd(p-isoTSCN)4] [32]

Simone Dreher também descreve complexos paladaciclos do tipo
{[Pd(CH2-N(CHj3)2)(CHC=C(Ph)(dppe)]CI} e [Pd(0o-NCsH,4)(Cl)C=C(Ph)(dppe)]CI como
agentes antitumorais. Estes possuem atividade em linhagem de células tumorais de

melanoma murino [33].

1.2.6 - Compostos de rédio

Complexos de rodio estdo entre a classe de promissores agentes
anticancerigenos. A atividade antitumoral é uma das principais caracteristicas de
compostos de coordenacao e organometalicos de Rh(l), Rh(ll) e Rh(lll) contendo
nitrogénio, enxofre e oxigénio em seus ligantes [19]. Acredita-se que suas atividades
podem estar relacionadas pelo fato desses compostos, com configuragao d?, d” e d°,
serem isoeletrénicos de compostos de Pt(ll), Pt(lll) e Pt(IV), respectivamente,
esperando que estes tenham propriedades quimicas semelhantes aos compostos de
platina [19].

Os complexos de Rh(l) possuem duas caracteristicas semelhantes ao
cisplatina que sdo de configuragdo d® (isoeletrdnico) e sua geometria que é
quadrado planar.Compostos de Rh(l) apresentam propriedades citotoxicas onde
encontra-se o [RhCI(COD)(NHs3)], [RhCI(COD)(piperidina)] e o [RhCI(COD)(NHs)],
onde COD=1,5-ciclooctadieno[19]. Estes s&o eficientes contra leucemia L1210 e
inibbem o desenvolvimento da metastase. Esses compostos podem sofrer
dissociagao igualmente ao cisplatina e assim se ligando no DNA.

Em 1972 Bear e colaboradores descreveram que o composto binuclear
[Rh2(OOCR)4] (Figura 1.4a) € um potente agente anticancerigeno. Esse composto
mostrou-se ativo em linhagem de células L1210 (Leucemia) e cancer de boca. Um

fato curioso para esse composto, € que sua atividade atitumoral esta diretamente
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associada com aumento do carater hidrofébico do composto, o que aumenta a
medida que a cadeia R alifatica aumenta. Compostos de Rh(ll) como o
[Rh2(OOCR)4X2] onde X=&acido isonicotinico, e [Rhy(OOCF3)4l,], L=sulfadiazina
(Figura 1.4c), também s&o investigados como agentes anticancerigenos. Foi
observado que para aduto do composto [Rh2(OOCR)4L;] (Figura 1.4b), (R=Me, Et,
Pr) com o acido isonicotinico (Figura 1.4d), é ativo in vitro em células tumorais
derivadas do tumor humano leucemia (K662) e quando melhor estudados in vivo em
ratos, o aduto do composto com o acido isonicotinico na presenca da membrana
celular ou de lipidios no sangue sofre uma dissociagao facilitando a sua entrada do
composto na célula e provavelmente apresentando um mecanismo perecido com o

cisplatina, pois os ligantes L s&o labéis [34].
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FIGURA 1.4 - Estrutura de compostos de Rh(ll); a)[Rhy(OOCR)4], b)
[Rh2(OOCR)4L3], c) acido isonicotinico, d) sulfadiazina [34].
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Os compostos de Rh(Ill) possuem uma configuracdo d° e sdo
isoeletronicos de compostos de Ru(ll) e Pt(IV), esperando—se assim uma atividade
antitumoral para os mesmos. Esses complexos s&o geralmente octaédricos e
inertes, porém muitos desses foram testados como antitumorais e apresentaram
bons resultados. Os complexos de Ru(ll) podem tanto sofrer uma hidrélise
igualmente ao cisplatina e se ligar no DNA, como podem apenas se intercalar no
DNA. Os compostos de Pt(lV) sdo bastantes inertes e acredita-se que seu
mecanismo de atuagédo pode esta primeiramente ligado a uma reducao a Pt(ll) por
biomoléculas inter e intra celular para sé entdo sofrer hidrolise e se ligar no DNA
[35]. Deste modo os complexos de Rh(lll) provavelmente podem a vir a se intercalar
com o DNA através do nitrogénio das bases guanina e adenosina, semelhante a
alguns compostos de Ru(ll). Complexo meridional (OC-6-21)-[RhCl3(NH3)] é
extraordinariamente ativo contra sarcoma 180 [36]. Os complexos contendo DMSO
também se apresentam bastante ativos, onde o (OC-6-21)-[RhCI3(DMSO),(L)],
L=NHs3, imidazol, mostrou-se bastante ativo em linhagens de células tipo
A2780(cancer de ovario), LoVo(cdlon) igualmente a cisplatina [37]. O composto
[RhCl3(tpy)](CH3)2.SO, onde tpy= 2,2":6",2 " "-terpiridina, € um exemplo de composto
que interage com o DNA via bases nitrogenadas e assim como o cisplatina
apresenta  atividade antitumoral. Os  complexos [Rh(phen)z(phi)]3+ e
[Rh(phen)z(chrysi)** (Figura 1.5a e 1.5b) sdo também exemplos de compostos
Rh(lll) que se intercalam entre o DNA e as bases guanina e adenosina [19]. Em
termos de toxicidade da droga, poucos estudos se tém, mas se sabe que estes
complexos sdo pouco acumulados pelo organismo e quando acumulados estes s&o

eliminados pela urina via trato intestinal.
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FIGURA 1.5 - Estrutura a) [Rh(phen)z(phi)]** e b) [Rh(phen)a(chrysi)]** [19].
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Além do mais sdo encontrados na literatura complexos de Rh(l), Rh(ll)
e Rh(lll) que s&o ativos contra malaria, leishmaniose, tripanosamos, e certo tipos de
bactérias. Entre tais compostos, o [RhCI(COD)(CQ)] onde CQ=cloroquina (Figura
1.6f) € um exemplo de composto com atividade antimalaria [38]. Os compostos
[Rhy(O0OC)4Lz], onde L=(Plasmaquina, Chloroquina, Primaquina, Mepacrina,
Pentaquina, Amodiaquina; Figura 1.6), mostram-se antimalaria, antitumor e

antitripanossomo [39].
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FIGURA 1.6 - Estrutura de ligantes usados em complexos de rédio antimalaria; a)
Amodiaquina, b) Mepacrina, ¢) Primaquina, d), Pentaquina, e) Plasmaquina e f)

Cloroquina [38].

1.2.7 - Compostos de vanadio

ions de vanadio normalmente estio presentes no meio bioldgico, tanto
animal, quanto vegetal, em concentragbes proximas de 10®mol.L™". O estudo do
papel do vanadio no sistema biolégico tem sido alvo de muitos estudos, pois alguns
possuem atividades insulino-miméticas. Varios complexos mostram-se mais
eficientes do que os sais de vanadio em produzir os efeitos de insulina in vivo e in
vitro [40]. Entre compostos de vanadio que possuem propriedades reguladores de
insulina, podemos citar os complexos [VO"Y(mal),] e [VO"(Cys-Me),] (Figura 1.7).

Compostos de vanadio também sao muito estudados com finalidades terapéuticas,
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pois estes sao citados na literatura como potenciais farmacos, apresentando outras

propriedades como, atividade contra doenga de Chagas, e antitumoral [41].
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FIGURA 1.7 - Estruturas de [VO"(mal),] e [VO"(Cys-Me),] [19].

Compostos de organovanadio tal como o dicloro vanadoceno,
(ICp2V"VCly]), complexo de vanadio (lll) contendo tiolatos, peroxovanadatos(V) sdo
ditos como potentes agentes anticancerigenos [19]. Apesar dos compostos de
vanadio conterem propriedades anticancerigenas, estes sdo mais extensivamente
estudados como drogas contraladoras de insulina [23]. Alguns destes compostos de
vanadio mostram-se como 6timos agentes citotoxicos, comparados com outras
drogas (Tabela 1.3).

TABELA 1.3 - Atvidade citotoxica de complexos de Vanadio. Valor de ICso no T.
Cruzi (Dm28cstrain).[37].

Composto ICs0, umol.L™"
VO(Salsem-2H)(dppz) 13
VO(Salsem-2H)(bipy) 73
VO(BrSalsem-2H)(dppz) 19
VO(BrSalsem-2H)(bipy) 84
Nifurtimox* 6

*Nifurtimox tem sido colocado como referencial.



CAPITULO | INTRODUGCAO 17

1.2.8 - Compostos de titanio

O composto [Ti"(bzac),], foi o primeiro composto, sem ser de platina, a
ser testado clinicamente [43]. Complexos de titanio também se mostram potentes
agentes anticancerigenos. Dois tipos de compostos de titanio foram testados
clinicamente na Alemanha. O dicloro titanoceno ([TiVCI,Cp,]) (Figura 1.8a),
conhecido como MTK4 e o butotitano ([Ti"(bzac)(OEt),]) (Figura 1.8b), sdo
compostos estruturamente diferentes. Esses compostos sédo ativos em linhagens de
célula leucemia L1210, sarcoma 180 e cancer de rins [44]. Estudos mostraram que o
dicloro titanoceno pode sofrer hidrélise, igualmente ao cisplatina, pois estudos
detalhados afirmam que este interage com o DNA, em pH 7, porém essa interagéo é
fraca [23]. Além disto, também é observado que o titanoceno possui a capacidade
de inibir a ativagdo da proteina quinase C e topoisomerase |lI, bem como também
inibir a ativagao do colageno tipo 1V, levando a entender que a capacidade de inibir
essas biomoléculas pode vir a dar uma maior contribuicdo no efeito antimetastase.
Além do mais o titanoceno possui a capacidade de substituir o ferro na tranferrina,

indicando assim um possivel mecanismo de transporte [45].
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FIGURA 1.8 - Estruturas de complexos antitumor; a) [TiVCl,Cps] e b)
[Ti"(bzac)(OEt),], onde Ry=R4=fenil(Ph) e R,=Rs=metil(-CH3) [19].

Estudos mostram que esses compostos possuem a capacidade de se
ligar ao DNA de forma cruzada através do oxigénio dos fosfatos ou dos nitrogénios
das bases nitrogenadas [19] e pelo fato de uma possivel ligagdo através do
nitrogénio da base nitrogenada estes podem ter um mecanismo de atuagao parecido

com o do cisplatina [23].
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1.2.9 Compostos de gélio

O nitrato de galio (Figura 1.9) é usado nos Estados Unidos no
tratamento terapéutico de hipercalcemia, doenga essa que esta associada a elevada
concentragédo de calcio no sangue. Essa doencga esta diretamente ligada as células
cancerigenas que estao alojadas no osso [23]. A atividade do nitrato de galio foi
primeiramente descrita em 1971 [23]. Sua eficiéncia foi demonstrada contra cancer
carcinosarcoma em ratos (GaCls, e Gax(SO4); possuem o mesmo efeito), e foi
observado a inibicdo do crescimento de mais de 90% de tumores implantado
subcutaneamente em roedores. Em se tratando de compostos terapéuticos, ha
somente, maltolato de galio e o 8-quinolinolato de galio (GQ) (Figura 1.9). O 8-
quinolinolato de galio possui a capacidade de inibir in vitro a proliferagao de células
A549 (cancer de pulmao). Diante de tais resultados esses compostos foram
administrados em combinacédo galio-transferrina, galio-dexorubicina em pequenos

numeros de pacientes com cancer.
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FIGURA 1.9 - Estruturas de agentes anticancerigenos de compostos de galio ; a)
nitrato de galio, c) tris-(8-quinolinato)(galio (lll), GQ, c) tris(3-hidroxi-2-metil-4H-
pirano-4-onato)(galio(lll), galio maltolato (GM) [19].

Mendes e colaboradores demonstram em seus trabalhos que

compostos de Ga(lll) com 2-piridinaformamida tiosemicarbazona (Figura 1.10) como
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[Ga(2Am4DH)2]NO3, [Ga(2Am4Me)]JNO; e [Ga(2Am4Et);]JNO; (Figura 1.11), sao
ativos in vitro em linhagens de células derivadas de cancer no cérebro(RT2 e T98).
Estes possuem atividade superior ao cisplatina para essas mesmas linhagens de
células (Tabela 1.4) [46].
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FIGURA 1.10 - Estrutura da 2-piridinoformamida tiosemicarbazona, onde (R= H,
H2Am4DH; R= methyl, H2Am4Me; R=ethyl, H2Am4Et [46].

FIGURA 1.11 - Estrutura cristalina do composto [Ga(2Am4Et);]JNO; mostrando a

numeracgao dos atomos e as elipsoides de 50 % de probabilidade [46]
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TABELA 1.4 - Efeito citotoxico de derivados de 2-piridinoformamida
tiosemicarbazonas e seus complexos gallium (lll) em linhagem de células tipo RT2 e
T98 [46].

Composto ICs0 umol.L™

RT2 T98
(2Am4DH) 7,8+0,09 3,60,3
(2Amé4Ne) 12,2407 32+1
(2AmMA4Et) 359110 143+41
Cisplatin 17 +1 513
[Ga(2Am4DH),]NO3 5,31+£0,03 5,7£0,3
[Ga(2Am4Me),]NO; 0,81%0,03 4,7+0,9
[Ga(2Am4Et),]NO; 9,6%0,6 4,020,8
Ga(NO3)s >100 >1000

As toxicidades dos compostos de Ga(lll) dependem de como é
administrada. Para o nitrato de galio quando administrado de forma intravenosa, séo
observadas os seguintes sintomas: problemas renais, patologias nos pulmdes e
figado, perda de peso e inibigdo da sintese da hemoglobina [47]. Quando

administrado de forma oral, ndo é observado nenhum efeito téxico [48].

1.2.10 - Compostos de cobalto

Compostos de Co(lll) também tem sido relatados em varios artigos
como potentes anticancerigenos. Estes sdo capazes de atuar como inibidores de
proteinas, da Topoisomerase |l (Topo IlI) e interagem com o DNA [19]. A
Topoisomerase |l é responsavel por uma serie de fungdes de fundamental
importancia para o processo de divisdo celular, replicacédo e duplicagdao do DNA.
Uma vez bloqueadas, tais fungdes sao impedidas de serem processadas,
ocasionando a morte da célula cancerigena e assim o composto atua como
anticancerigeno [19, 49, 50]. Recentes estudos mostram que compostos de cobalto
com o, 2-furfural semicarbazona (Figura 1.12b) e de salicilaldoxima Co(lll) (Figura

1.12a) séo potentes agentes anticancerigenos contra linhagens de célula derivado



CAPITULO | INTRODUCAO 21

de cancer leucemia e colon (SW480), ovario e HeLa-S*(cancer de pele), [49]. Além
disso, é descrito que estes compostos tém como alvo dentro da célula a

Topoisomerase |l [51].
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FIGURA 1.12 - Estrutura de complexo de Co(lll); a) salicilaldoxima Co(lll) e b)

salicilalsemicarbazona Co(ll) [49].

1.2.11 - Compostos de platina

Um dos farmacos comercialmente mais empregado no tratamento do
cancer € o cisplatina. Porém, este possui atividade seletiva para certos tipos de
cancer. Alguns tumores tem resisténcia natural ao cisplatina, enquanto outros
adquirem a resisténcia no decorrer do tratamento. Sua administracdo é via
intravenosa, devido sua solubilidade restrita. Além disso, seu uso pode causar
alguns efeitos colaterais, como nauseas, neuropatia, problemas auditivos, supressao
da medula 6ssea e cardiotoxidade [52]. Isso levou os pesquisadores a procura de
complexos similares ao cisplatina com atividades antitumorais, e que tivessem
menos efeitos colaterais [53, 54]. Na busca de novos compostos de platina trés
fatores foram estabelecidos para possiveis novas drogas, tais como uma baixa
toxicidade, capacidade de superar a resisténcia imposta pela célula doente e uma
boa solubilidade, o suficiente para ser administrada via oral. Tais esfor¢os levaram a
sintese de novos compostos a base de platina como o carboplatina, nedaplatina,

oxaliplatina e outros (Figura 1.13) [5].
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FIGURA 1.13 - Estruturas dos compostos de platina; a) cis-

(diaminodicloro)platina(ll), (cisplatina) b) diamino(1,1ciclobutanocarboxilato)-O,0’-
platina(ll) (carboplatina), c) trans-L-diaminociclohexano)oxalatoplatina(ll) (oxilipaltina)
e d) cis-diamino-gicolato-O,0 -platina(ll) (nedaplatina) [35].

Dentre estes compostos citados, destaca-se a carboplatina, devido a
sua maior estabilidade cinética em relagdo a cisplatina pela presencga do ligante 1,1-
ciclobutanodicarboxilato. Esse complexo possui menores efeitos téxicos que a
cisplatina, porém é eficaz somente para alguns tipos de céncer e é usado em
dosagens mais altas que o cisplatina. O oxiliplatina possui uma menor resisténcia a
certos tipos de tumores comparando com o cisplatina, porém este s6 é usado na

Franca e o nedaplatina no Japao [35].

Compostos de Pt(IV) também sao ativos em células
cancerigenas(Figura 1.14). Esses complexos sdo mais inertes a reagdes de
substituicdo de ligantes de que os de Pt(ll). Alguns desses complexos podem ser
administrados via oral, como os compostos a e g, (Figura 1.4) que foram testados
clinicamente, porém estes menos resistentes que a cisplatina e causam efeitos
neurotdxicos superiores a cisplatina, o que fez com que fossem abandonados para
tal propdsito [35]. O mecanismo de ag&o descrito para esses compostos de Pt(1V) é
primeiramente uma redugao extra ou intracelular a Pt(Il) por biomoléculas redutoras,

para so entado sofrerem hidrélise e posteriormente se ligarem ao DNA [35].
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FIGURA 114 - Agentes anticancerigenos de Pt(IV): a) cis-

dicloroamino(ciclohexilamino)bis-(acetato)platina(lV), b) cis-amino(ciclohexilamino)-

dihidroxodicloroplatina(lV), ¢) aminodiacetatocloro(ciclohexilamino)hidroxiplatina(lV),

d) trans-tetracloro(1,2-ciclohexanodiamino-N,N")platina(lV), e)
aminodiacetato(ciclohexilamino)dihidroxiplatina(lV), f)
aminodibutiratodicloro(ciclohexilamino)platina(lV), 9) cis, trans, cis-

diclorodihidroxibis(isoproprilamino)platina(lV) [35].

Apos a descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina e
analogos, deu—se uma nova perspectiva a complexos metalicos como possiveis
agentes terapéuticos. Além disso, varios pesquisadores dedicaram-se na tentativa
de um entendimento do mecanismo de atuagcao do cisplatina e outros compostos
semelhantes [53]. Esses estudos mostraram que o cisplatina sofre hidrélise (Figura
1.15) antes de se ligar ao DNA e apds hidrolise este pode se ligar a bases
nitrogenadas (Figura 1.16) do DNA de forma intrafita, interfita ou intermolecular
(Figura 1.17). Para o carboplatina e oxiliplatina (Figura 1.13b e 1.13c) o mesmo
acontece, porém de forma mais lenta devido a estabilidade ocasionada pelos
ligantes. Uma vez o cisplatina ligado ao DNA, ele inibe a replicagdo do mesmo,

impedindo assim a divisdo celular da célula doente, causando sua morte.
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FIGURA 1.16 - Intera¢des do cisplatina com as bases adenina (a) e guanina (b) [53].
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FIGURA 1.17 - Adutos intrafita (a) e interfita (b) entre cisplatina e as bases do DNA
[53].
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1.2.12 - Complexos de ruténio, farmacos em potencial

Complexos de ruténio tém sido muito estudados como uma nova
pespectiva de agentes anticancerigenos. Estes compostos possuem atividade
anticancerigena superior ao do cisplatina, em se tratando de possuir uma menor
toxidade, pois o ruténio € menos toxico que a platina [55]. A sintese de complexos
de ruténio é bem desenvolvida, principalmente para compostos iminicos e aminicos,
sendo que estes tém sido oferecidos como uma nova alternativa de farmacos [56].
Complexos de ruténio, possuem a capacidade de sofrerem hidrolise e portanto de se
ligar no DNA. Além do mais, alguns compostos de ruténio sdo também eficientes em

reacdes de intercalacdo a molécula de DNA [56].

Trés fatores basicos favorecem o ruténio como um forte candidato,
dentre outros metais de transicdo, a uma provavel nova série de compostos
anticancerigenos, que sao ;1) o facil manuseio na troca de ligante, 2) facilidade de
obtencao de compostos estaveis de estados de oxidagao I, lll, e 3) semelhanga de
sua quimica com a do ferro. A semelhanca do ruténio com o ferro evidencia um
mecanismo de acao similar ao de transporte de metais de transicdo ndo toxicos
como o ferro, ligando-se a biomoléculas, o que faz com que este tenha uma menor
toxicidade [57]. Complexos de ruténio (lll) provavelmente podem ser transportados
pela transferrina, albumina ou alguma outra biomolécula tendo como alvo o DNA [56,
58]. Clarke e colaboradores em seus estudos mostram que compostos como
[RUCI(NH3)s]**, cis-[RuCIl(NH3)]Cl, fac-[RuCls(NHs)s] (Figura 1.18) atuam como
agentes anticarcerigenos [59] e podem ser transportados para o interior da célula
pela tranferrina. [60]. O [RuCly(NH3)4]Cl possui atividade anticancerigena em
linhagens de células HelLa (cancer cervical) e o fac-[RuCl3(NH3)s] em linhagens
P388(leucemia) [61]. Esses compostos apresentam forte afinidade pelo anel
imidazolico da histidina ligada a biomoléculas como a transferrina, o que
provavelmente pode facilitar sua entrada na célula [55]. Experimentos mostram que
esses compostos agem como pro-drogas, dando a entender que os compostos sao
ativados por redugao no interior da célula, pois 0 meio se encontra com uma alta
concentragdo de moléculas redutoras, como glutationa e ascorbato, para sé entéo

se ligarem ao DNA ou a alguma outra biomolécula [62].
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FIGURA 1.18 - Estrutura do a) [RuCI(NH3)s]Cl>» b) cis-[RuCI(NH3)Cl, ¢) fac-
[RUCl3(NH3)s] [52].

Complexos de DMSO, tanto de Ru(ll), quanto de Ru(lll), exibem
atividade citotoxica comparavel, em doses similares, ao cisplatina [55]. Dentre esses
complexos podem ser citados o cis-[Ru(ll)(DMSO)4Cl;] e trans-[Ru(Il)(DMSO)4Cl;]
(FIGURA 1.19). Estudos sobre a atividade desses compostos em tumores primarios
e metastase, mostraram que existe uma relevante citotoxicidade em tumores
primarios [62]. O isbmero trans tem maior atividade citotdxica em células
cancerigenas do que o cis. O composto cis, sofre hidrélise na unica molécula de
DMSO ligado pelo oxigénio, enquanto o trans sofre hidrélise nas duas moléculas de
DMSO ligado pelo enxofre. Em se tratando desses dois compostos sofrerem
hidrolise, um possivel mecanismo de atuagao para ambos seria algo semelhante ao
mecanismo de atuacdo do  cisplatina, principalmente para o trans-
[Ru(ll)(DMSO0)4Cly], que perde duas moléculas de DMSO [55]. Ademais, estudos de
dicroismo circular mostram que para esse composto ao se ligar ao DNA, é
observada mudanca de conformag¢ao da molécula, porém para o cis a mudanga na
conformacgao é pouco observada. Além da mudanga na conformagéao, o aduto trans-
DNA, possui a capacidade de inibir a sintese do RNA que é dependente do RNA
polimerase, biomolécula responsavel por uma serie de fungdes biolégicas, dentre
elas o reparo de DNA danificado, porém para o aduto cis-DNA nao é observada tal

capacidade de inibi¢ao.
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FIGURA 1.19 - Estrutura do cis-[Ru(Il)(DMSQO)4Cl;] (a) e trans-[Ru(l1)(DMSO)4Cl,] (b)
[55].

Compostos organometalicos de arenos do tipo [ RuX(n®-areno)(en)]*
onde X & um haleto, inibe o crescimento de linhagem de células cancerigenas A2780
(cancer de ovario) [63]. Os ligantes arenos estabilizam e ddo um maior carater
hidrofébico ao composto, o que pode aumentar o reconhecimento e o transporte da
droga através da membrana celular [63] .Esses complexos sdo fortes inibidores de
crescimento de células cancerigenas e formam fortes adutos com o DNA. Em
linhagem de célula A2780 (derivado de cancer de ovario humano), estes apresentam
toxicidade com valor de ICso de 6 umol.L™" para o [RuCI(n®-C¢HsCgHs)(en)]PFs e
[RuCI(n®-CsHsCgsHs)(en-Et)]PFs (Tabela 1.5).
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TABELA 1.5 - Inibicdo do crescimento de linhagem de célula A2780(cancer de ovario

humano) por compostos de Ru(ll) [63].

Complexo ICso pmol.L™
[RuCl(n®-p-cymene)(CH3CN),]PFs >150
[RuBr(n®-p-cymene)(CH3CN),]PFs >150
[RuCl(n®-C¢He)(en)]PFs 17
[Rul(n®-CeHs)(en)]PFs 20
[RuCl(n®-p-cymene)(en)]PFs 9
[Rul(n®-p-cymene)(en)]PFs 8
[RuCla(n"®-p-cymene)(isonicotinamida)] >150
[RuCI(n®-CsHsCO,CHs)(en)]PFs 55
[RuCl(n®-C¢HsCesHs)(en)]PFs
[RuCl(n®-CsHsCeHs)(en-Et)]PFs
carboplatina
cisplatina 0,5

Além do mais estes possuem a capacidade de inibir a Topoisomerase | e Il. Dos
complexos citados na Tabela 1.5, o [RuCI(n®-p-cymene)(en)]PFs, [Rul(n®-p-
cymene)(en)]PFs, [RUCI(n®-CgHsCO-CHs)(en)]PFs e [RuCI(n®-CgHsCeHs)(en)]PFs,
possuem a capacidade de inibir a Topoisomerase |l em concentragdes entre 1-55
umol.L™" [63].

Os compostos polipiridinicos de ruténio como cis-[RuCly(bipy)],
[RuCl(bipy)(terpy)]” e mer-[RuCls(terpy)] (Figura 1.20) também possuem
propriedades citotoxicas em células cancerigenas, porem dos trés, o mer-
[RuCls(terpy)] € o que se destaca entre eles [64]. Os complexos fosfinicos como
[Ru(SpymMe;)(dppb)(bipy)IPFe, (Figura 1.21) [Ru(SpymMe:)(dppb)(Me-bipy)]PFe,
onde SpymMe,; = 4,6-dimetil-2-mercaptopirimidina e cis-[RuCly(dppb)(Me-bipy)]

também sao exemplos de complexos que possuem atividades citotoxicas [65].
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FIGURA 1.20 - Estrutura para compostos Ru(ll) piridinicos e polipiridinicos [65].

FIGURA 1.21 - Estrutura cristalina do composto [Ru(SpymMe.)(dppb)(bipy)]
mostrando a numeragao dos atomos e as elipsoides de 50 % de probabilidade [65].

Também ha de se destacar entre inumeros compostos de ruténio encontrados na
literatura contendo ligantes tiosemicarbazonas (Figura 1.22), pois os ligantes
possuem atividades biologicas. Valendo-se dessa propriedade eles sado usados
como ligantes em uma serie de compostos de ruténio, melhorando assim a atividade
biolégica em células cancerigenas. Esses compostos sdao capazes de inibir a
proliferacdo de células tumorais do tipo murine L1210 (leucemia), onde podem ser
citados 0 [Ru(itsz)(fen),]Cly, [Ru(itsz)(bipy)2]Cl, [Ru(btszR1)(fen)]Cla,
[Ru(btszR1)(bipy)2]Cl2, [Ru(btszR2)(fen),]Cl, (Figura 1.19b) [66] e em linhagens de
células derivadas de cancer humano tipo MCF-7(cancer de mama), TK-10(cancer de
rins) e UACC-62(melanoma ) para os compostos [RuCl(dppb)(H2BzR1)]CI,
[RuCl(dppb)(H2Bz4R2)]CI e [RuCl(dppb)(H2Bz4R3)]CI [67].
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FIGURA 1.22 - Estrutura geral para ligantes tiosemicarbazona e seus respectivos
compostos. a) [Ru(itsz)(fen),]Cly, b) [Ru(btszR)(fen),]Cl, c¢) itsz=isatin
tiosemicarbazona, d) btsz=benzil tiosemicarbazona, R1=4-OMe, R2=4-C| e)
(H2BzR)=2-benzoilpiridina tiosemicarbazona: R1=H, R2=CH3; e R3=CgHj5 (fenil) [66].

Os compostos de ruténio com o grupo nitrosil sdo também alvo de
muitos estudos como possiveis metalodrogas. O oxido nitrico € conhecido como
responsavel por muitas fungdes de importancia bioldgica [68]. Recentemente foi
demonstrado que o NO esta envolvido como mediador no processo de inibicao da
formagdo de metastase [69]. A descoberta das fungdes do NO no meio bioldgico
estimulou um enorme interesse na investigacdo de complexos metalicos como
metalodrogas [70, 71]. Entre esses compostos o fac-[RuClx(NO)(dppf)] [Figura 1.23]
€ um exemplo de metalodroga. Este possui atividade citotoxica em linhagem de
célula MDA-MB-231(cancer de mama) [72].
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FIGURA 1.23 - Estrutura cristalina do composto fac-[RuCl(NO)(dppf)] mostrando a

numeragao dos atomos e as elipsoides de 50 % de probabilidade [72].

O complexo cis-[RuCly(terpy)(NO)]CI (Figura 1.24) possui atividade
citotéxica em linhagem de celula A2780. O valor do ICsy (Tabela 1.6) do cis-
[RuClz(terpy)(NO)]CI e [RuCls(terpy)] séo de 0,49 e 11 pM respectivamente. O 1Csp
do cis-[RuClx(terpy)(NO)]CI é menor do que o cisplatina e o carboplatina onde isto
sugere que a atividade pode esta relacionada com a substituicdo do cloro pelo grupo
nitrosil [73].

Cl
FIGURA 1.24 - Estrutura do complexo cis-[RuClz(terpy)(NO)]CI [73].
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TABELA 1.6 - IC5p para os complexos cis-[RuClx(terpy)(NO)ICI, [RuCls(terpy)],
cisplatina e carboplatina em linhagem de celula A2780 [73].

Compostos ICs0 em pmol.L™
Cisplatina 1,45
Carboplatina 9,4
[RuCls(terpy)] 11
cis-[RuCly(terpy)(NO)]CI 0,49

Existe um numero grande de compostos de ruténio com propriedade
anticancerigena, porém de muitos somente o tras-[RuCls(Im)(DMSO)]ImH (NAMI-A)
e trans-[RuCly(Ind)z]lmdH (KP1019) [74] (Figura 1.25) sdo os mais recentes
sucessos de drogas anticancer de ruténio(lll). Devido a sua alta citotoxicidade, estes

ja estao na fase 3 de testes no Instituto de Cancer Netherlands, em Amsterdam [59].

SO(CH,), | \H
cl ¥z f
NH “, \\\Cl )
S - - o A~

FIGURA 1.25 - a) Estrutura do trans-[RuCls(Ind)s]lmdH (KP1019) e b) trans-
[RUCI4(Im)(DMSO)]ImH, (NAMI-A) [59].

Um possivel mecanismo de atuagdo para compostos de ruténio (lll),
dentre eles o NAMI-A, seria sua ativagao por reduc¢do. Primeiramente, o composto é
transportado para dentro da célula através da transferrina e ao chegar a célula, este
€ reduzido a ruténio(ll) por moléculas redutoras, como glutationa ou ascorbato, que
estdo em maior concentragéo, para sé entdo sofrer hidrélise e se ligar ao DNA ou
alguma outra biomolécula (ESQUEMA ).
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ESQUEMA | - Mecanismo proposto para compostos de Ru(lll) [75].

Compostos contendo N, S e O como atomos doadores de elétrons tém
um importante papel na atividade biolégica como anticancer e antiviral [76, 77]. Os
aminoacidos podem se coordenar aos metais de transicdo como ligantes bi, tri e
tetradentados, N-O, S-N-O, S-S-N-O [78, 79, 80]. Assim, estes ao perder seu préton,
coordenam-se ao ion metalico por atomos doadores de elétrons como N, O,

formando anéis de cinco membros (Figura 1.26).

M/O L
\ —Q
NP
H R

FIGURA 1.26 - Coordenacéo de aminoacido bidentado.

Os complexos octaédricos de aminoacido possuem tendéncia de
formar diastereoisébmeros [79], devido a quiralidade do carbono quiral (Cz), com
excegao dos complexos de glicina que ndo possuem quiralidade. Robert e

colaboradores [81-84] relatam em seus trabalhos compostos de aminoacidos do tipo
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[Ru(bipy)2(aminoacido)]CIO4. Estes compostos apresentam  misturas de

diastereoisbmeros em que pode ser justificado pela quiralidade do carbono alfa [85].

1.3 - Caracteristicas gerais dos aminoacidos

Aminoacidos sdo compostos que possuem um grupo carboxilico em
uma extremidade de sua cadeia e na outra, um grupo amino ligado ao carbono alfa
(Fig.1.27). Eles se diferem apenas no grupo R ligado ao carbono alfa. Sdo vinte os
aminoacidos naturais, blocos construtivos das proteinas, indispensaveis para uma

performance de um grande numero de fung¢des bioldgicas nos seres vivos [86, 87].

Cco0

HaN—C—H

R

FIGURA 1.27 - Estrutura geral dos aminoacidos.

Os vinte aminoacidos apresentados na Figura 1.28 sofrem um grande
numero de transformagdes quimicas para outros aminoacidos e compostos
relacionados como parte de sua sintese e degradacédo celular normal. Muitos
aminoacidos sao sintetizados, ndo somente para serem residuos de polipeptidios,
mas também para atender outras importantes fungdes bioldégicas como, por
exemplo, a de neurotransmissor. A glicina € o aminoacido mais simples e que
também tem varias fungbes no organismo humano. Este aminoacido mostra-se util
no tratamento do mal funcionamento da glandula pituitéaria e, como ele fornece
creatina, € também fundamental para a formacdo dos musculos. Tal aminoacido é
também eficaz no tratamento da distrofia muscular progressiva. Os nutricionistas
usam a glicina no tratamento da hipoglicemia, pois este estimula a liberacdo do
glucagon (horménio envolvido no metabolismo de carboidratos) que, por sua vez,
mobiliza o glicogénio, liberando a glicose no sangue A metionina ajuda no

tratamento da esquizofrenia, reduzindo o teor de histinina no sangue, uma vez que a



CAPITULO | INTRODUGCAO 35

grande concentracdo de histinina no sangue pode prejudicar o funcionamento
normal do cérebro. A metionina, juntamente com a colina e o acido félico, oferece
protecdo contra a incidéncia de tumores. Ademais, estes aminoacidos também sao
formadores das proteinas, que por sua vez desempenham milhares de fungdes no
sistema biologico. Dentre essas fungdes, temos a reparacdo do DNA, funcéo

desempenhada também por enzimas como os DNA polimerase [88]

Os aminoacidos podem ser classificados de acordo com a polaridade
do grupo R. A polaridade do grupo R varia amplamente, indo de nao polar e
hidrofdbicos (insoluvel em agua) até altamente polar e hidrofilicos (soluvel em agua)
e podem ser divididas em grupo R: ndo polar alifatico (glicina, prolina, alanina,
valina, leucina, isoleucina e glicina), aromatico (tirosina, fenilalanina, triptofano),
polar neutro carregados (serina, cisteina, treonina), carregado positivamente

(lisina, histidina, arginina), carregado negativamente (aspartato, glutamato).

Grupo R alifatico apolar Grupo R carregado positivamente
o] o] 0 O
H Il H H ‘
HoN I~ G ~ H30\ /C\ N,
CH, “OH C‘H OH \OH Hso
NH, NH3 O~
Glicina Alanina Prolina Valma
(R CH3 9
H
H,C o} H CJ\KC s
3 ~ 3 ~
Y oH OH H,c” N \/NH
CH3 NH2 NH,
Leucina Isoleucina Mehonma Lisina  Argenina Histidina

Grupo R aromatico Grupo R carregado negativamente

0 0 o
C. C. O (0]
O O RN I
NH, HO NH, -0” \/Y 0 C“/Y o
. . . N +
Fenilalanina OT|rosma NH3 5 NH3+
a Acido glutamico Acido aspartico
‘ ‘ “OH
NH
NH 2
) Grupo R polar sem carga
Triptofano
g 3
HO™ >y 0H Ho)\( ~OH
NH, NH, OH
Serina Treonina NH,
i 2
> HoN C.
HS/Y OH Hjp W OH HyN $
NH [e]
2 O NH,
Cisteina Asparagina Glutamina

FIGURA 1.28 - Aminoacidos padrdes encontrados nas proteinas [3].
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1.3.1 - Caracteristicas idnicas

Os aminoacidos possuem um grupo acido (COOH) e um grupo basico
(NHy). Tal caracteristica lhes proporciona um duplo carater, chamado de anfétero.
Em solucdo este existe como ions dipolares, chamados de zwitterions [89], como

mostrado na Figura 1.29.

H
III Il-I R—JT—CDD— + Ht —— R—AT—COOH
R—(l:—(:o.:.— _— R—clf—C!DO— +H* +NH, +NH,
+NH3 NHZ

(a) (b)
FIGURA 1.29 - lon dipolar de um aminoacido. a) forma acida (doadora de préton), b)

forma basica (receptora de préton) [89].

1.3.2 - Isomeria

O carbono-a (centro quiral) contido nos aminoacidos, com excegao da
glicina, possui quatro grupos substituintes diferentes e esta caracteristica do carbono
assimétrico Ihe permite duas configuragdes espaciais, sendo as duas imagens
especulares ndo superponiveis. Estes dois possiveis isbmeros formam uma classe
de estereoisbmeros chamados de enantidmeros (Figura 1.30). Em se tratando de
seus diastereoisdmeros, a conformacgao L é a encontrada nos vinte aminoacidos que

os blocos construtivos das proteinas.

CO0- CO0-
m L L
CH,4 CH,
C00- 000"
HNe G =H H—( —NH,

CH, CH,
(a) (b)
FIGURA 1.30 - Estereoisbmerismo em a-aminoacido; a) L-Alanina e b) D-Alanina

[3].
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1.4 - Ligantes fosfinicos

Na literatura s&o descritos muitos compostos de coordenacao contendo
ligantes fosfinicos. Os complexos fosfinicos de metais de transigdo, ao longo dos
anos tém despertado muito interesse na area da catalise e em testes de atividade
citotoxica em células cancerigenas [90]. Tais ligantes possuem um efeito trans que
geralmente leva a formagdo de compostos de metais de transicdo facilmente
dissociaveis. As fosfinas (PR3) sdo ligantes neutros que possuem um carater o-
doador e n-receptor de densidade eletrénica. O carater n-receptor esta relacionado
0s seus orbitais hibridos 3po*dn vazios de simetria e energia adequada, capazes de
receber elétrons [90, 91]. Ligantes fosfinicos s&o capazes de estabilizar compostos
de coordenacio de altos e baixos estados de oxidagao. Isto porque dependendo dos
grupos R ligados ao fésforo, a fosfina pode se tornar mais o-doadora e menos =-
receptora. Sendo o grupo R um metil (CHj3) o ligante fosfinico sera um forte o-doador
e um pobre =-receptor, isto porque o metil € um bom doador de densidade
eletrbnica. O contrario ocorre substituindo os grupos metil por fluor, neste caso o
ligante fosfinico tera um pobre carater o-doador e forte n-receptor, devido a alta

eletronegatividade do fluor [92].

1.5 - Ligantes bipiridinicos

Bipiridinas sao ligantes aromaticos que possuem um nitrogénio no
heterociclico, sendo desta forma 6timos para formagcdo de muitos compostos com
metais de transicdo. Essa classe de ligante pode ter seis posi¢des diferentes para o
atomo de nitrogénio, 2, 2" (1), 2, 3" (2), 2, 4" (3), 3, 3" (4), 3, 4" (5), 4, 4 (6), sendo

qgue a forma bidentado mais comum encontrada € a, 2, 2 -bipiridina (1).
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(4) (5) (6)

FIGURA 1.31 - Diferentes posi¢cdes que os atomos de nitrogénio podem ocupar na
2,2 -bipiridina [93].

Os ligantes bipiridinicos se coordenam com o metal em uma interagao
o-doadora e n-receptora de elétrons do atomo de nitrogénio. Do mesmo modo que
as fosfinas, os ligantes bipiridinicos sdo muito versateis, podendo variar suas
propriedades fisicas e quimicas com a estrutura [93]. Complexos de ruténio com
ligantes N-heterociclicos (Fig. 1.32) tém sido bastante estudados nas ultimas
décadas, principalmente com a 2,2’-bipiridina. Esses estudos tém dado destaque
para o [Ru(bipy)g,]2+ que, no seu estado excitado, é um agente redutor mais forte que
no estado fundamental, sendo desta forma mais susceptivel a participar de reacdes
de transferéncia de elétrons [94]. A 2, 2 -bipiridina, possui a caracteristica de gerar
diversas formas de complexos com uma grande variedade de ions metalicos em
uma ampla faixa de estado de oxidacdo. Igualmente as fosfinas, bifosfinas tém a
capacidade de estabilizar ions metalicos em relativamente altos estados de

oxidagao, isto devido a interagcado dn do metal com os orbitais n*dos ligantes [95].
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(0] — - ¢} o

H-N NH < NH NH

N\ s\ \_/ % cof o N e
EtO

(@) (b) (c)

FIGURA 1.32 - Estruturas dos complexos; a) [Ru(bipy)2(1)l(PFs)2, b)
[Ru(bipy)2(2)I(PFs)2, c) [Ru(bipy)2(3)I(PFs)2 [96].



CAPITULO | INTRODUGCAO 40

1.6 - Objetivo

e Sintetizar compostos de formula geral [Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFs, onde AA =
aminoacido, dppb = 1,4-bis(difenilfosfino)butano e bipy = 2, 2'-bipiridina e

caracterizar-los com auxilio das técnicas:

> Ressonancia Magnética Nuclear de *'P{'H} e "*C
Voltametria Ciclica e Voltametria de Pulso Diferencial
Espectroscopia de Absorgédo na Regiao do Infravermelho
Espectroscopia de Absorgao na Regido do Ultravioleta e Visivel
Condutimetria

Analise Elementar de Carbono, Nitrogénio, Hidrogénio e Enxofre

vV VvV VY ¥V V VY

Difragao de Raios X

Realizar ensaios de citotoxicidade na linhagem celular MDA-MB-231 (carcinoma

mamario) dos compostos sintetizados.

FIGURA 1.33 - Estrutura geral para complexos de formula [Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFes.
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2.1 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1.1 - Obtencao de atmosfera inerte

O argbnio, de procedéncia AGA foi utilizado nos procedimentos de
sinteses, nas analises de eletroquimica e RMN, evitando desta forma a presenca de
oxigénio e umidade. O géas foi conduzido por uma coluna com silica gel e em
seguida por uma coluna com catalisador BTS-R-3-11 (Fluka Chemika), ativado por
aquecimento a 60°C.

2.1.2 - Solventes organicos

Todos os solventes, Synth P.A. foram devidamente purificados no
departamento de quimica UFSCar segundo métodos da literatura. Os solventes

usados nas sinteses foram: metanol, etanol, éter dietilico, diclorometano.

2.1.3 - Testes de citotoxicidade

O principio deste método consiste na absor¢cdo do sal MTT {brometo
de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio]} (Sigma®) pelas células, sendo
reduzido no interior da mitocéndria pela enzima succinato desidrogenase a um
produto chamado formazana. Este produto, acumulado dentro da célula, é extraido
através da adicéo de um solvente apropriado [97].

A suspensdo de celulas cancerigenas na concentracdo de 2x10°
células/mL foi distribuida em placas de 96 poc¢os, 90 uL por poco, e incubadas a 37
°C em incubadora a 5% de CO,, juntamente com concentragbes diferentes do
composto. Ap6s o periodo de incubacéao adicionou-se mais10 yL do corante MTT (5
mg/mL, Sigma®) e as células foram novamente incubadas por mais 48 h. Em
seguida, o meio foi retirado cuidadosamente e adicionaram-se 100 uL de
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma®) para solubilizacdo dos cristais de formazana. As
placas foram agitadas durante 5 minutos e a absorbancia correspondente a cada
amostra foi medida no leitor de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) a 560
nm. A absorbancia obtida das células controle ndo tratada, foi considerada como
100% de viabilidade celular [97].
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214 - Ligantes utilizados nas sinteses dos complexos
[Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFs

Neste trabalho a 1,4-bis(difenilfosfina)butano foi escolhida como
ligante, pois esta fosfina além de ter a capacidade de estabilizar o complexo, como
ja foi dito anteriormente ela também possui uma citotoxicidade, pois na literatura sao
descrito suas atividades bioldgicas. A escolha dos aminoacidos (Tabela 2.1) como
ligante foi feita por que estes sdo moléculas biolégicas desta forma podendo vir a
dar um melhor reconhecimento do composto no meio biolégico, e uma melhor
solubilidade do composto. As bipiridinas também tém sua importancia, pois elas

também ajudam a estabilizar o composto.

TABELA 2.1: Aminoéacidos usados na sintese dos complexos.

Nome Abreviatura PKa1
Glicina Gly 2,34
L-Alanina Ala 2,34
L-Serina Ser 2,21
L-Valina Val 2,32
L-Leucina Leu 2,36
L-Lisina Lys 2,18
L-Metionina Met 2,28
L-Tirosina Try 2,20
L-Triptofano Trp 2,38

2.2 - TECNICAS EXPERIMENTAIS

2.2.1 - Analise elementar (C,H, Ne S)

As determinacoes dos teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e
enxofre para todos os compostos sintetizados foram feitas no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos-UFSCar, em um analisador de
CHNS modelo EA 1108 da FISONS.
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2.2.2 - Condutividade molar

As medidas de condutimetria dos compostos foram feitas em
diclorometano 10° mol.L" em um condutivimetro MICRONAL modelo B-330

equipado com uma cela de platina com constante igual a 0,089 cm™.

2.2.3 - Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os experimentos de RMN de *'P{'H}, 'H e '*C para os compostos
sintetizados foram feito em um BRUKER ARX200 ou DRX400 pertencente ao
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos-UFSCar, no
laboratério do prof. Dr. Antonio Gilberto Ferreira. Os dados foram processados
empregando-se um software UXWIN-NMR versdo 1.3. Para fazer as analises de
31P{'H}, as amostras foram dissolvidas em diclorometano previamente deoxigenado,
usando um capilar contendo D;O. Para as andlises de 'H e '®C para todos os
compostos, exceto o composto com lisina e tirosina que foram dissolvidas em cetona

deuterado, usou-se cloroférmio deuterado para dissolver-las.

2.2.4 - Espectroscopia de absorcao na regiao do UV-Vis

Os espectros eletrénicos dos compostos foram obtidos em um HP
8452A DIODE ARRAY SPECTROPHOTOMETER. As medidas foram feitas em uma
cubeta de quartzo com 1 cm de espessura tendo como solugdo de partida 10 mol.L"
' em dicloro metano. Esta foi posteriormente diluida para 4,0x10™° mol.L" e feita a

leitura na regiao de 260 a 800 nm.

2.2.5 - Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

Os espectros de absorcdo na regiao do infravermelho dos compostos
foram obtidos em nosso laboratério em um espectrofotémetro BOMEM MICHELSON
FT MB-102, utilizando o método de pastilha, sendo diluidas em KBr. Usou-se como

branco pastilha de KBr previamente mantido na estufa a 120 °C.
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2.2.6 - Eletroquimica

As medidas de eletroquimicas foram feitas utilizando um potenciostato
BAS-100B com tratamento de dados no software BAS 100W versédo 1.0. Foi usado
uma célula eletroquimica de vidro com capacidade para 3 ml para fazer as analise
dos compostos. Para fazer as medidas, as amostras foram dissolvidas em solucéao
10° mol.L-1 de PTBA em diclorometano, usando como eletrodo de referéncia
Ag/AgCl, eletrodo de Pt como de trabalho e auxiliar.

2.2.7 - Difracao de raios-x

Os cristais foram obtidos através da evaporacao lenta da solucao do
composto em metanol. As medidas de difracdo de raios X foram realizadas no
Instituto de Fisica de Sao Carlos-USP, no laboratério do grupo de cristalografia do
prof. Dr. Eduardo Ernesto Castellano e prof. Dr Javier Ellena. O equipamento usado
foi um difratometro automatico NONIUS KAPPA CCD, com radiagéo da linha Ka do
molibdénio (0,71073 A) & temperatura de 20°C. Na resolucdo das estruturas

cristalinas foram usados os métodos descritos nas referéncias:

e Coppens, P., Leiserowitz, L. & Rabinovich, D. (1965) Acta Cryst. 1965,
1035-1038

e Enraf-Nonius (1997-2000). COLLECT. Nonius BV, Delft, The
Netherlands.

e Otwinowski, Z. and Minor, W, (1997). HKL Denzo and Scalepack. In
Methods in Enzymology, 276, edited by C.W. Carter, Jr. & R.M. Sweet
pp. 307-326, New York: Academic Press.

e Sheldrick, G.M. SHELXS-97. Program for Crystal Structure Resolution.
Univ. of Géttingen: Géttingen, Germany, 1997.

e Sheldrick, G.M. SHELXL-97. Program for Crystal Structures Analysis.
Univ. of Géttingen: Géttingen, Germany, 1997.

e Farrugia, L. J. (1997). ORTEP3 for Windows. J. Appl. Cryst. 30, 565.
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2.3 - SINTESE DE PRECURSORES

2.3.1 - [RUCIy(PPhs)s], [98]

Em um baldo de 250 mL foram adicionados RuCl3.3H.O (1,00 g,
0,0038 mol), solubilizados em 200 mL de metanol, previamente desoxigenado. A
solucdo foi posta sob refluxo por 15 minutos. Ap6és 15 min, deixou-se esfriar, e
adicionou-se trifenilfosfina (5,75 g, 0,022 mol). A solugéo foi agitada em refluxo por 3
horas e apds o termino da reacao, o precipitado foi recolhido em um funil de placa
porosa, lavado com metanol e secado em dessecador sob pressao reduzida, dando
um rendimento de 95, 3 %.

2.3.2 - [RuCl,(dppb)(PPhs)], [99]

Em um baldo de 50 mL foram adicionados [RuCl»(PPhs)s] (0,5 g, 0,52
mmol) solubilizados em 10 mL de diclorometano previamente desoxigenado, seguido
da adicdo lenta de 1,4-bis (difenilfosfina)butano (0,89 g, 1,9 mmol) durante 30
minutos e mantendo agitacao por mais 15 minutos. A solucdo foi precipitada com
adicao de etanol desoxigenado, e o soélido foi recolhido em um funil de placa porosa,
lavado com etanol, éter dietilico e seco em dessecador sob atmosfera reduzida,
dando um rendimento de 81 %.

2.3.3 - [RuClx(dppb)(bipy)], [100]

Em um baldo de 50 mL foi adicionado [RuCl(dppb)PPhs] (0,2 g, 0,26
mmol), solubilizados em 5 ml de diclorometano devidamente desoxigenado, seguido
da adicao de bipiridina (0,18 g, 1,8 mmol), deixando a solugdo em refluxo por 48
horas. ApoOs a solucdo atingir a temperatura ambiente, adicionou-se éter dietilico
para precipitar o composto. O sélido foi recolhido em um funil de placa porosa,
lavado com éter e seco em um dessecador sob pressao reduzida, dando um
rendimento de 96 %.
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2.4 - SINTESE DE COMPLEXOS COM AMINOACIDOS

2.4.1 - [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs (1)

Em um baldo de 100 ml foram adicionados cis-[RuClx(dppb)(bipy)]
(0,08 g, 0,10 mmol) em 50 mL de metanol previamente desoxigenado e glicina
(0,011 g, 0,15 mmol) dissolvido em 10 mL de agua, seguido da adicao de NH4PF¢
(0,025 g, 0,16 mmol), deixando a mistura em refluxo por 48 horas. Apds o término da
reacdo, a mistura metanol/agua foi removida em um rotoevaporador e seguido da
adicdo de 2 mL de diclorometano e 10 mL de éter dietilico. O precipitado foi
removido em um funil de placa porosa, lavado com agua, éter dietilico e seco em um
dessecador sob pressao reduzida, dando um rendimento de 75% (0,072 Q).

A sintese para os demais compostos com aminoacido, foi seguido igual
método usado para a sintese do composto [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs, sendo que
seus rendimentos também foram préximos com valores de 82, 82, 70, 80, 90, 77, 89,
79 % para os compostos; [Ru(L-Ala)(dppb)(bipy)]PFs (2), [Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFe
(3), [Ru(L-Val)(dppb)(bipy)]PFs (4), [Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)lPFs (5), [Ru(L-
Lys)(dppb)(bipy)]PFe (6), [Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]PFe (7), [Ru(L-Tyr)(dppb)(bipy)]PFs
(8) e [Ru(L-Trp)(dppb)(bipy)]PFs (9), respectivamente.
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3 - CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

Os compostos aqui obtidos, com excecdo do composto
[Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFes, apresentam dois diastereoisbmeros (Figura 3.1), onde
estes evidenciados nos experimentos feitos por ressonancia magnética nuclear de

fosforo, e de "*C, CLAE e dicroismo circular.

Lo
e

FIGURA 3.1 - Disposigéao espacial do grupo R nos diastereocisbmeros de compostos
[Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFs.
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3.1 - Ressonancia magnética nuclear

No espectro de RMN *'P{"H} do composto [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs,
sdo observados dois dubletos (45,3 e 38,5) ppm, como pode ser visto na Figura 3.2,
indicando a n&o equivaléncia dos atomos de fosforo, sendo o dubleto em 45,3 ppm
referente ao atomo de fésforo trans ao atomo de nitrogénio da 2,2'-bipiridina e o
dubleto em 38,5 ppm atribuido ao atomo de fésforo trans ao nitrogénio da glicina. O
dubleto com menor deslocamento quimico em 38,5 ppm pode ser consequéncia do
efeito trans, causado pelo atomo fosforo oposto ao nitrogénio do aminoacido. Isto
proporciona uma maior blindagem nesse atomo de fosforo, comparado com o fésforo
trans ao nitrogénio da 2,2 -bipiridina, fazendo com que este sinta menos o campo
magnético desta forma indo para valores de campo mais alto. O espectro de RMN
¥1P{'H} acoplado a "°N, (Figura 3.3) também ajuda a melhor entender a estrutura do
composto, pois este mostra que o >N do aminoacido se encontra trans ao de atomo
de fosforo da 1,4-bis(difenilfosfino)butano. Desta forma, este além de acoplar com o
atomo de fosforo, também acopla com o atomo de "N trans e ele dando origem a

dois dubletos proximo de 39 ppm.

g

46 44 42 40 38

FIGURA 3.2 - Espectro de RMN 3'P{'H} de [Ru(gly)(dppb)(bipy)]PFs, em
CH.Cl,/D,0.
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FIGURA 3.3 - Espectro de RMN *'P{"H} acoplado a "°N de [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs,

em metanol deuterado.

Nos espectros de RMN de *'"P{'H} dos demais compostos de formula
geral [Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFs, (Figura 3.4, 3.5) esperava-se somente dois dubletos,
no entanto foram observados quatro dubletos, o que indica a existéncia de um par
de diastereoisbmeros, sendo que tais espectros estdo condizentes com a literatura,
pois Sumio Shinoda e colaboradores [101] descrevem a formagado de
diastereoisbmeros em compostos desse tipo. Assim pode-se afirmar que existe um
par de diastereoisbmeros onde os grupos R do aminoacido dos diastereocisomeros

encontra-se em posigdes diferentes como foi mostrado anteriormente na Figura 3.1.

2 —
47,503, =32.8) 39,0(9,,=32.8)

, 39,4(3) =33,2)
45,5(_=33,2) i

N M,

T T T T T T T T T T T
48 46 44 42 40 38

ppm
FIGURA 3.4 - Espectro de RMN *P{'H} do [Ru(L-Ala)(dppb)(bipy)]PFs, em
CH,Cl,/D0.
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FIGURA 3.5 - Espectro de RMN *'P{'H} do [Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs, em
CH.Cl,/D,0.

TABELA 3.1- Deslocamentos quimicos de RMN *'P{'H} dos compostos de ruténio

com aminoacidos.

Compostos Desl. Quimico de RMN *P{*H}, ppm

Jop Jop
[Ru(Gly)(dppb)(bipy)IPFs (1) 453,385 | 323 | e | -
[Ru(L-Ala)(dppb)(bipy)]PFs (2) | 475,390 | 332 | 455,394 32,8
[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs (3) | 46,61, 39,04 | 36,0 | 44,18,39,24 | 37,0
[Ru(L-Val)(dppb)(bipy)]PFs (4) | 46.2,37.6 | 342 | 415,380 32,2
[Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PFs 5) | 475,390 | 338 | 451,398 338
[Ru(L-Lys)(dppb)(bipy)]PFs 6) | 465 388 | 323 | 440,392 | 324
[Ru(L-Met)(dppb)(bipy)[PFs (7) | 467,386 | 32,6 | 436,388 32,0
[Ru(L-Tyr)(dppb)(bipy)]PFs (8) | 455,380 | 340 | 420,384 33.0
[Ru(L-Trp)(dppb)(bipy)[PFs @) | 462,384 | 32,3 | 425,386 32,2

Também foi usada a espectrometria de RMN "*C para a comprovacéo

dos diastereoisdmeros. No espectro de RNM *C para o [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs (

Figura 3.6) foi observado somente um sinal em 185,7 ppm referente ao carbono da

carbonila do aminoacido. Para o aminoacido livre este mesmo carbono encontra-se

com deslocamento em 173 ppm. Para o [Ru(L-Trp)(dppb)(bipy)]PFes (Figura 3.7)
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foram observados dois sinais, em 182,3 e 180,5 ppm, sendo cada um referente a um
carbono da carbonila de cada diastereoisbmero, desta forma vindo a dar mais um
indicio que se trata de mistura de diastereocisdmeros. Ademais, para este aminoacido
quando livre, o valor de deslocamento para o mesmo carbono, também é observado
em valor menor, na ordem de 176,2 ppm. Tanto o composto de
[Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs, quanto o [Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs, possuem valores de
deslocamentos quimicos diferentes dos aminoacidos livres. Isto porque o ligante ao
se coordenar, o seu nucleo de "*C fica mais desprotegido e acaba sentindo mais o
efeito do campo magnético, e desta forma indo para deslocamentos em campo mais

baixo. Os demais espectros de espectros de RMN C encontram-se no apéndice A.
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FIGURA 3.6 - Espectro de RMN *C do [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFes, em cloroférmio

deuterado.
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TABELA 3.2 - Deslocamentos quimicos de RMN '*C de *aminoacidos [102] e seus

**respectivos compostos.

Compostos Cl C2 C3
Glicina 175,2 43, 2
Alanina 176,6 51,6 17,3
Serina 176,2 62,8 57,8
Valina 175 61,5 30,2
Leucina 173,8 52,7 40
Lisina 175,4 55,5 27,20
Metionina 174,8 54,8 30,6
Tirosina 175,0 57,3 37,5
Triptofano 174,8 56,1 27,1
[Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFe 185,7 43,4
[Ru(L-Ala)(dppb)(bipy)]PFs | 184,60/182,0 50 19
[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs | 182,50/181,0 62 54
[Ru(L-Val)(dppb)(bipy)]PFs 182,0/180,0 60 30
[Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PFs | 184,30/182,0 52,5 42
[Ru(L-Lys)(dppb)(bipy)]PFs | 194,85/181,7 54,30 27,30
[Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]PFs | 183,0/181,2 53,5 30,0
[Ru(L-Tyr)(dppb)(bipy)]PFes | 184,50/184,3 57,2 38,3
[Ru(L-Trp)(dppb)(bipy)]PFs | 182,30/180,5 54,2 28,0

*amostra feito em D,O

**amostra feita em cloroférmio deuterado

3.2 - Espectroscopia de absor¢céo naregido do UV-Vis

As transicbes de transferéncia de carga metal para o ligante
normalmente sdo mais observadas em complexos com ligantes que possuem
orbitais m* de baixa energia, especialmente ligantes aromaticos e fosfinicos. Estas
transigcbes ocorrem em energias baixas se o ion metalico tiver um numero de
oxidacdo baixo e seus orbitais d estiverem relativamente altos em energia.
Compostos que contém ligantes como as diiminas que possuem atomos de N
doadores, sdo os ligantes normalmente mais envolvidos em TCML [103].

Séo relatados na literatura diversos complexos de Ru(ll) com ligantes
N-heterociclicos, como 2, 2’-bipiridina, e derivados que apresentam bandas intensas

da absorc¢ao na regidao do UV-Vis (Figura 3.8) onde sao observadas bandas TCML
dTr(Ru)_’Tr*(bipy) entre 320 e 600 nm [104].
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FIGURA 3.8 - Espectro de absor¢gdo na regido do UV-Vis; a) do complexo
[Ru(bipy)3]2+, b) do complexo cis-[RuCly(bipy),] [103, 105].

O espectro de absorcao do [Ru(bipy)g]2+ apresenta duas bandas, em
286 e 451 nm, que sdo atribuidas as transi¢cdes intraligante n—n* e dary—7 bipy)
(TCML), que sdo semelhantes aos complexos do tipo [Ru(bipy).L], onde L= CI, Br
[105]. Comparando o composto [RuClx(bipy)2]** com o [Ru(bipy)s]** observa-se um
deslocamento da banda que antes era em 451 nm para a zona de menor energia e o

aparecimento de um banda em 377 nm que é atribuida a transicdo cloro-rutenio
(Figura 3.8b) [106, 107].
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FIGURA 3.9 - Espectro eletrbnico na regido do UV-Vis do complexo

[RuClx(dppb)(bipy)] e [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs em diclorometano 4,0x10°mol.L™".

Ao se substituir os dois cloros do complexo [RuClx(dppb)(bipy)] por um
aminoacido, € observado o desaparecimento da banda em 377 nm referente a
transicdo TCLM (0/mtgioro-rutenio)(Figura 3.8b) [106] e um deslocamento da banda 557
nm (Figura 3.8b) para zona de maior energia, o que € observado para uma série de
complexos do tipo [Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFs. Em tais compostos, sdo observadas
bandas em aproximadamente 290, 420 e 500 nm (ombro), que sdo atribuidas a
transi¢des intraligante (n—n*) e transferéncia de carga dnruyy—n"pipy) (TCML) [108]

onde os valores das bandas sao melhor observados na Tabela 3.3 e apéndice B.
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TABELA 3.3 - Comprimentos de onda e logaritmo da absortividades molares dos

compostos, sintetizados com aminoacidos.

A (nm), (Log[e])
Complexos 1 2 | 3
non* AR =T (bipy)
[Ru(Gly)(dppb)(bipy)IPFs (1) 292(4,40) | 420(3,60) 500(3,20)
[Ru(L-Ala)(dppb)(bipy)]PFs (2) | 288(4.45) | 420(3,60) 500(3,15)
[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs (3) | 292(4.46) | 421(3.67) 500(3,25)
[Ru(L-Val)(dppb)(bipy)]PFs (4) | 292(4.40) | 420(3,60) 500(3,25)
[Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PFs (5) | 293(4.30) | 418(3,50) 477(3.20)
[Ru(L-Lys)(dppb)(bipy)]PFs (6) | 293(4.35) | 414(3,55) 500(3,25)
[Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]PFs (7) | 294(4.47) | 427(3,60) 500(3,25)
[RU(L-Tyr)(dppb)(bipy)]PFs (8) | 293(4,45) | 427(3,60) 500(3,27)
[RU(L-Trp)(dppb)(bipy)[PFs (9) | 292(4.40) | 424(3,60) 500(3,20)
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3.3 - Espectroscopia de absorcéo naregiao do infravermelho

A coordenacao pelo ion carboxilato € a forma mais freqientemente
encontrada nos complexos de aminoacidos, e isso é observado nos espectros de
absor¢dao no infravermelho, com base nos deslocamentos sofridos pelos
estiramentos simétricos e assimétricos dos grupos carboxilicos, comparando-se os
espectros dos ligantes livres e coordenados. Os aminoacidos (Figura 3.11) tém
como principais bandas no espectro de 1V, os estiramentos v,s5(CO) e v5(CO), que
se encontram em uma faixa de 1590-1600 e 1340-1400 cm™[109, 110],
respectivamente (Tabela 3.4), sendo que este ultimo costuma ser de menor
intensidade em comparagdo com o0 estiramento Vas(CO). Ademais, os ions
carboxilatos podem se coordenar aos metais de duas maneiras- monodentadas e
bidentados. A distincdo entre essas duas formas de coordenacido pode ser feita
calculando-se a diferenca entre o estiramento simétrico e antisimetrico (Acm™) do
grupo carbonila [111, 112]. Tanto para a forma bidentadas quanto a forma
monodentados, Acm™ do composto sera maior do que no ligante livre [113]. O valor
de Acm™ para a forma monodentados é sempre maior do que para a forma
bidentada, pois os aminoacidos ao se coordenarem pela forma monodentada, o
estiramento assimétrico da carbonila, vai para valores mais altos em comparacgao
com a forma bidentada [114].
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FIGURA 3.11 - Espectros de absor¢ao na regiao do IV da leucina em KBr.
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TABELA 3.4- Freqiiéncias (cm™) no IV correspondente ao grupo carboxilato nos
ligantes livres [115, 116, 117].

Ligante vsCOO’ VasCOO'
Glicina 1413 1592
Alanina 1412 1595
Serina 1411 1599
Valina 1426 1588
Leucina 1410 1587
Lisina 1420 1589
Metionina 1410 1615
Tirosina 1416 1596
Triptofano 1414 1583

Os aminoacidos, ao se coordenarem com metais de transicdo, como
Ni(ll), apresentam deslocamentos dos estiramentos assimétricos do grupos
carboxilas em freqUéncias de maior energia e o simétrico em menores energias, e a
diferenca entre esses dois estiramentos aumenta na mesma ordem da serie
Ni(ID<Zn(IH)<Cu(I<Pd(I=Pt(I1)<Cr(ll1)[112]. Os espectros de IV dos compostos
[Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFe, em KBr, sdo qualitativamente similares

Todos os complexos [Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFes, apresentam uma forte
banda, larga entre 1615-1627 cm™ e outra 1382-1400 cm™, (Fig. 3.12), em que s&o
atribuidas como sendo estiramentos v,s5(CO) e vs(CO) do grupo carboxilato [115].
Também é de costume aparecer um pico alargado proximo de 3420 cm™, que pode
ser atribuido ao estiramento vibracional assimétrico NH, [112]. Nessa regidao é
também provavel encontrarmos estiramentos v,ss(OH), devido a &gua de
cristalizagdao do composto, o que faz com que a banda fique alargada. Na regiao
préxima de 560 cm™ é observado, para todos os complexos, o estiramento simétrico
fosforo-fluor, o que esta condizente com a literatura [114], pois a mesmo é ausente

NO precursor.
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FIGURA 3.12 - Espectros de absor¢cdo na regido do IV dos complexos
[RuClx(dppb)(bipy)] e [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs, em KBr.

As Figuras 3.13 e 3.14 apresentam os espectros de absorgao na regido
do infravermelho dos complexos [Ru(L-Ala)(dppb)(bipy)]PFe e [Ru(L-
Val)(dppb)(bipy)]PFs. Tentativas de atribuigdes para as principais bandas de todos
0os compostos encontram-se na Tabela 3.5. Os espectros dos demais compostos

encontram-se no Apéndice C.
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TABELA 3.5 - Tentativa de atribuicdo para as principais bandas observadas nos
espectros de absorgéo na regido do IV para os compostos sintetizados e valores de
Acm™[117].

Atribuicoes @ @A | @& |6 |6 O 6 0
V(ass)N-H (F) 3432 | 3412 | 3420 | 3430 | 3440 | 3429 | 3412 | 3430 | 3442
VasCOO'(F) e SNH 1623 | 1620 | 1616 | 1627 | 1610 | 1615 | 1626 | 1614 | 1624
vsCOO'(f) 1383 | 1384 | 1384 | 1376 | 1400 | 1382 | 1384 | 1384 | 1385
v(P-C) (m) 1095 | 1095 | 1097 | 1098 | 1098 | 1094 | 1096 | 1095 | 1094
vC-C(®) (m) 1434 | 1434 | 1435 | 1435 | 1431 | 1432 | 1431 | 1435 | 1434
6(C-0) (m) 742 | 743 | 743 | 741 | 740 | 738 | 742 | 744 | 743
y anel (m) 698 | 696 | 700 | 700 | 698 | 700 | 701 | 700 | 700
Vass(P-F) (F) 842 | 842 | 842 | 843 | 843 | 843 | 842 | 842 | 843
vs(P-F) (m) 558 | 557 | 557 | 558 | 555 | 554 | 557 | 558 | 558
v(Ru-N) (m) 514 | 508 | 510 | 505 | 509 | 511 | 518 | 509 | 509
Acm™ para ligantes 179 | 183 | 188 | 162 | 144 | 169 | 205 | 180 | 169
Acm™ para | 236 | 241 | 232 | 251 | 210 | 233 | 242 | 230 | 239
complexos

De acordo com os valores de Acm’ para 0s compostos aqui
sintetizados pode-se chegar a conclusao de que os compostos de aminoacidos
encontram-se coordenados na forma bidentada, pois Nakamoto et al. [113] fazem
uma série de medida de deslocamentos dos estiramentos simétricos e assimétricos
do grupo carboxilato dos aminoacidos e a diferenca (Acm™) desses estiramentos
apresentam valores semelhantes ao (Acm™) para os compostos de aminoacido aqui

sintetizados.
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3.4 - Condutimetria molar

A condutimetria € um método de analise de ions que se baseia na
medida da condutividade elétrica de uma solugédo. A condutimetria, que é o inverso
da resisténcia, depende da concentracdo e da natureza das espécies quimicas
presentes na solugdo, que definem a capacidade de transporte de carga que essa
mesma solugdo apresenta. Nas solugdes eletroliticas os ions positivos (cations) e
negativos (anions) estdo livres € movimentam-se, sendo os responsaveis pelo
transporte de carga e, consequentemente, pelas propriedades condutoras destas
solugoes.

As medidas de condutividade dos complexos foram feitas com o
objetivo de confirmar a formulacao proposta para os compostos sintetizados. Todas
as medidas formam feitas na concentracdo de 1,0 x 10 mol.L”' em diclorometano,
cujos valores encontrados para os complexos (Tabela 3.6) estdo dentro da faixa
esperada (17 a 77 pS.cm™) para o diclorometano, dando eletrdlito 1:1 [118],

mostrando-se coerente com a formulagao proposta para os compostos.

TABELA 3.6 - Condutividade molar para a série de complexos
[Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFe.

Condutimetria(uS.cm™)

Complexos Branco Amostra
[Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs 0,030 24,0
[Ru(L-Ala)(dppb)(bipy)]PFe 0,061 22,9
[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFe 0,024 27,0
[Ru(L-Val)(dppb)(bipy)IPFs 0,054 30,5
[Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PFs 0,080 16,5
[Ru(L-Lys)(dppb)(bipy)]PFe 0,060 19,3
[Ru(L-Met)(dppb(bipy)]PFs 0,065 274
[Ru(L-Try)(dppb)(bipy)]PFs 0,030 27,6
[Ru(L-Trp)(dppb)(bipy)]PFs 0,050 28,4
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3.5 - Andlise elementar

A analise elementar de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre dos
compostos sintetizados fornecem uma indicacdo de sua formula molecular. As
féormulas moleculares apresentadas pelos compostos sao consistentes com os

dados obtidos, segundo a Tabela 3.7.

TABELA 3.7 - Analise elementar de carbono, nitrogénio, hidrogénio e enxofre para a
série de compostos [Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFes.

Complexos C(%) H(%) N(%) S(%)
CaoHa0FsN302P3Ru (1) 53,40(53,28) | 4,52(4,40) | 4,90(4,75) | -
C41H42FsN302P3Ru.H20 (2) 52,50(52,74) | 4,46(4,64) | 4,59(4,50) | --—--
Ca1H42FsN303P3Ru.2H,0 (3) 50,48(50,88) | 4,47(4,69) | 4,80(4,34)
Ca3HasFsN302P3RuU.2H,0 (4) 52,78(52,65) | 4,60(5,00) | 4,54(4,30)
Ca4H4sFsN302P3Ru.2H,0 (5) 54,60(53,43) | 5,23(5,17) | 4,20(4,73)
Ca6HasFsN4O2P3RU.2CH,CI; (6) 48,20(48,9) | 4,2(4,64) | 4,85(3,8)
C43H4sFsN302P3SRu (7) 52,80(52,87) | 4,40(4.75) | 4,41(4,30) | 3,8(3,29)
Ca7H46F6N303P3Ru.H20 (8) 55,50(55,03) | 4,46(4,62) | 4,60(4,30)
Ca9H47FsN4O2P3Ru.2H,0 (9) 55,10(55,16) | 4,73(4,72) | 5,57(5,25)

Entre paréntese- Valor tedrico

Um fato a ser observado € que para a microanalise de alguns
compostos, ainda contem agua em suas formulagbes, mostrando que mesmo
tomando os devidos cuidados de colocar o composto no dessecador e depois na
pistola de secagem (ABDERHALDEN) para remover solventes, sempre ainda fica
alguma molécula de solvente no composto, 0 que pode ser observado no espectro
de RMN 'H por exemplo para o [Ru(L-Ala)(dppb)(bipy)]PFe.H20O (Figura 3.15) e
[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs.2H20.
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FIGURA 3.15 - Espectro de RMN 'H de [Ru(L-Ala)(dppb)(bipy)]PFs.H-O, em

cloroférmio deuterado, seco em peneira molecular.
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FIGURA 3.16 - Espectro de RMN 'H de [Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs2H.O em

cloroférmio deuterado, seco em peneira molecular.
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3.6 - Eletroquimica

As medidas eletroquimicas dos compostos foram realizadas por
voltametria ciclica (VC) e voltametria de pulso diferencial (VPD). Os experimentos
foram realizados em diclorometano, em PTBA 0,1 mol.L”" como eletrdlito suporte
com varredura de 100 mV/s indo de 0 a 1600 mV, tendo como eletrodo de referéncia
Ag/AgCI e platina, como eletrodo de trabalho e de auxiliar. Os processos redox do
precursor (cis-[RuCly(dppb)(bipy)]) usado para todas as sinteses, é ja bem
conhecido em nosso laboratério (Figura 3.17), e apresenta processo redox
Ru(I)/Ru(lll), reversivel, em 600 mV, enquanto que para o voltamograma ciclico
para todos os compostos com aminoacidos aqui sintetizados, apresentam potenciais
redox em valores mais altos. O voltamograma ciclico do [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFe
(Figura 3.18), apresenta processo proximo de 1100 mV, acontecendo o mesmo para

os demais compostos com aminoacidos.

40+ -
30 -
20 o

10 -

Corrente, pA

-10 4 -

-20 4 -

-30 4 -

T T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200
Potencial, mV

FIGURA 3.17 - Voltamograma ciclico do [RuCl,(dppb)(bipy)], eletrélito PTBA 0,1
mol.L™"; solvente- CH,Cl,; eletrodo de referéncia Ag/AgCl e platina de trabalho;

velocidade de varredura- 100 mV.s™.

Os voltamogramas ciclicos para todos os compostos, exceto com o
ligante triptofano, mostra um processo redox Ru(ll)/Ru(lll) quasi-reversivel. Estes
potenciais sao da ordem de 500 mV mais altos que o observado para o precursor
cis-[RuCly(dppb)(bipy)]. Esta alteracao de potencial pode ser explicada devido ao
fraco carater doador de densidade eletrénica do atomo de nitrogénio e oxigénio do

aminoacido, em comparacdo com os cloros, deixando o centro metalico mais
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deficiente em elétrons, deslocando os potenciais de oxidacdo do ruténio para altos
valores (Tabela 3.8). O fato de se substituir um ou dois atomos de cloro por um
ligante qualquer, desde que este tenha capacidade de deixar o centro metalico mais
deficiente de elétrons, seja por efeito de retrodoagdo ou pela menor capacidade de
doagao eletrébnica o/ em comparagao com o cloro sempre elevara o potencial de
oxidacdo do centro metalico para valores mais altos. Assim como acontece para
compostos com aminoacidos, o0 mesmo acontece com compostos do tipo
[RuCl(dppb)(bipy)L]PFe, (L = piridina, 4-fenilpiridina, 4-vinilpiridina, 4-aminopiridina)
[113]. Esses compostos possuem potenciais redox mais altos que seu precursor
([RuCly(dppb)(bipy)]), na ordem de 550 mV.
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50 B
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30- i
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-20 L

-30

8(|)0 ' 9(|)0 ' 10|00 ' 1 1|00 ' 12|00 ' 130C
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FIGURA 3.18 - Voltamograma ciclico do [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs, eletrélito PTBA

0,1 mol.L™"; solvente- CH,Cl,; eletrodo de referéncia Ag/AgCl e platina de trabalho;

velocidade de varredura- 100 mV.s™.

Na varredura anddica dos compostos com aminoacido, além do
processo redox Ru (lI)/Ru(lll) préximo de 1100 mV, é observado um processo redox
de menor intensidade acima de 1200 mV, porém tal processo nos voltamogramas
ciclicos nao é bem detectado em todos os compostos, e € melhor observado na
voltametria de pulso diferencial.

No voltamograma de pulso diferencial também s&o observados
processos redox Ru(ll)/Ru(lll) (Figura 3.19), vindo a comprovar a existéncia de
compostos de aminoacidos, sendo que esse mesmo processo para O precursor €

observado em 600 mV, o que ja foi descrito anteriormente.
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FIGURA 3.19 - Voltamograma de pulso diferencial de [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs,
eletrélito PTBA 0,1 mol.L™"; solvente- CH,Cly; eletrodo de referéncia Ag/AgCl e

platina de trabalho; velocidade de varredura- 70 mV.s™.

Para os demais compostos os voltamogramas possuem as mesmas

caracteristicas do composto com o aminodacido glicina, o que nos leva a acreditar

que se tratam dos mesmos processos eletroquimicos (Tabela 3.8).

TABELA 3.8 - Parametros eletroquimicos do composto com formula geral

[Ru(AA)(dppb)(bipy)IPFe.

Complexo Voltametria ciclica mV

Epa Epc E12(mV) lpa/ loc
1 1088 1025 1056 1,40
2 1100 995 1047 1,63
3 1122 1000 1061 1,70
4 1070 950 1043 1,25
5 1090 1000 1045 1,30
6 1130 1000 1061 1,88
7 1025 980 1002 3,2
8 1122 1000 1061 1,60
9 1102 Irreversivel
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FIGURA 3.20 - a) Voltamograma ciclico e b) pulso diferencial de oxidagao do [Ru(L-
Met)(dppb)(bipy)]PFs, eletrdlito PTBA 0,1 mol.L™"; solvente- CH,Cly; eletrodo de
referéncia- Ag/AgCl e e platina de trabalho; velocidade de varredura- 70 mV.s™.

O voltamograma de pulso diferencial de oxidacdo do [Ru(L-
Ser)(dppb)(bipy)]PFs, (Figura 3.21) além de potencial em 1148 mV referente a
processo redox Ru ll/lll, apresenta um segundo processo pouco intenso em 1300
mV, sendo que este, de menor intensidade, aparece em todos os compostos, com
excecao dos compostos 6 e 5. Em se tratando de um processo que aparece em
todos os compostos com maior ou menor intensidade, este processo redox pode ser
atribuido aos ligantes [119], pois para os aminoacidos livres glicina e triptofano é
observado processo redox nessa regido (Figuras 3.22 e 3.23). Uma vez se tratando
de um processo de oxidagao dos aminoacidos (Figura 3.24), a coordenacao deste
ao metal faz com que processo se desloque para um valor de potencial mais alto, o

que é observado para a série de complexos com aminoacido.
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FIGURA 3.21 - a) Voltamograma ciclico e b) pulso diferencial de oxidagado do [Ru(L-
Ser)(dppb)(bipy)]PFs, eletrdlito PTBA 0,1 mol.L™"; solvente- CH,Cly; eletrodo de
referéncia- Ag/AgCl e platina de trabalho; velocidade de varredura- 70 mV.s™.
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FIGURA 3.22 - (a) voltamograma ciclico e (b) voltamograma de pulso diferencial de
oxidac&o da glicina, eletrolito PTBA 0,1 mol.L™"; solvente- dimetilformamida; eletrodo

de referéncia- Ag/AgCl e platina de trabalho; velocidade de varredura- 70 mV.s™.
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FIGURA 3.23 - (a) voltamograma ciclico e (b) voltamograma de pulso diferencial de
oxidagdo do triptofano. Eletrdlito PTBA 0,1 mol.L™"; solvente- dimetilformamida;
eletrodo de referéncia- Ag/AgCl e platina de trabalho; velocidade de varredura- 70

mV.s™.

E /V vs AglAgCI

FIGURA 3.24 - Voltamograma ciclico de oxidagao da glicina, em solugdo 0,1 mol.L™

HCIO4 com Ag/AgCl como eletrodo de referencia e prata como de trabalho [119].
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3.7 - Resolucao dos diastereoisdomeros

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), assim como o
RMN, é também uma técnica muito utilizada na caracterizagdo de compostos de
coordenacao. Ela pode ser empregada tanto na identificagdo, quanto na separagéo
de diastereoisbmeros [120-122]. A Figura 3.25 mostra o cromatograma do [Ru(L-
Ser)(dppb)(bipy)]PFs, onde cada pico corresponde a um diastereocisbmero, sendo

que estes possuem tempos de retengao proximos.

28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62
Minutes

FIGURA 3.25 - Cromatograma de misturas de diastereocisémeros do A,A-[Ru(L-
Ser)(dppb)(bipy)]PFe.

A mistura de diastereoisbmeros foi resolvida passando o [Ru(L-
Ser)(dppb)(bipy)]PFs por uma coluna ODS-C18 (5 mm; 250 x 4.6 mm; Shimadzu)
usando o método isocratico, tendo como fase movel metanol/agua (57/43) em
tampao pH experimetal 3,5 com um fluxo de 1 mL.min™’ cujos cromatogramas sao

mostrados nas Figura 3.26 e 3.27.
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FIGURA 3.26 - Cromatograma da primeira fragdo coletada referente a mistura de
diastereoisdbmero A, -[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFe.
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FIGURA 3.27 - Cromatograma da segunda fragcao coletada referente a mistura de
diastereoisbmeros A,A,-[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFes.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia mostrou-se eficaz na
resolugcado dos diastereoisdbmeros, dando uma resolugcédo de separacéo (Rs) igual a
1,11, sendo que para tal valor, mostra que apenas aproximadamente 2% de bandas
estdo sobrepostas [123] na Figura 3.25. Das fracbes referentes a cada
diastereoisémero, foi feito um RMN 3'P{'H}, cujos espectros sdo mostrados nas
Figura 3.28 e 3.29, sendo que para cada fragcdo sao observados somente dois
dubletos, o que ja era esperado. Os valores dos deslocamentos quimicos deles

separados estdo condizentes com os valores na mistura (Figura 3.30).
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FIGURA 3.28 - Espectro de RMN *'P{'H} do diasterecisomero A-[Ru(L-
Ser)(dppb)(bipy)]PFs em CH,CI»/D,0.
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FIGURA 329 - Espectro de RMN *P{'H} do diasterecisomero A-[Ru(L-
Ser)(dppb)(bipy)]PFs em CH,CI,/D,0.
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FIGURA 3.30 - Espectro de RMN *'P{'H} de A,A-[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs em
CH,Cl,/D,0.

Por se tratar de mistura de diastereocisomeros, foram feitas medidas em
dicroismo circular Modelo Jasco 720 com as fragdes separadas no CLAE. A Figura
3.31 mostra que tais amostras sdo realmente isbmeros Opticos, em que o A-[Ru(L-
Ser)(dppb)(bipy)]PFs apresenta um desvio da luz polarizada no sentido horario e o
A-[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs, com o desvio da luz polarizada no sentido anti-

horario.
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FIGURA 3.31 - Espectro de dicroismo circular; (----)A-[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFe¢ e (-

---)A-[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)|PFs em metanol.
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Ademais, para as fragcbes coletadas foram obtidas os espectros eletrbnicos dos
mesmos 0s quais sdo mostrados na Figura 3.32. Observa-se que 0s espectros

eletronicos dos diasteréoisomeros sao idénticos.

1,2+ L

1,0+ L
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A[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)IPF, i

0,8 -

Absorbancia
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FIGURA 3.32 - Espectro de absor¢cdo na regido do UV-Vis dos A-[Ru(L-

Ser)(dppb)(bipy)]PFs € A-[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs em diclorometano.
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Assim, como no espectro eletrénico, na voltametria ciclica de pulso
diferencial também ndo € observada grande mudanca de potencial de oxidacéo
Ru(ll)/Ru(lll) para os diastereocisomeros, como mostrado na Figura 3.33. Os
potenciais redox para as espeécies sdo praticamente idénticos, tanto para o
diastereoisdbmero lambda (A), quanto o delta (A), vindo mais uma vez mostrar que a
Unica diferenca entre eles € o desvio de luz polarizada, ou seja, um desvia a luz

polarizada no sentido horario e o outro, sentido anti-horario.

70 . 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
i} A-[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PF, L
60 | A-[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PF, _

Corrente, pA

T — —— — — T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
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FIGURA 3.33 - Voltamograma ciclico de pulso diferencial, mostrando os procesos de
oxidacdo das fracbes dos diastereoisomeros do composto com a serina. Eletrdlito
PTBA 0,1 mol.L™; solvente- CH,Cly; eletrodo de referéncia- Ag/AgCl e platina de

trabalho: velocidade de varredura- 70 mV.s™.
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3.8 - Difracao de raios-x

Um cristal € um sdélido nos quais os constituintes, sejam eles atomos,
moléculas ou ions, estdo organizados num padrao tridimensional bem definido, que
se repete no espaco, formando uma estrutura com uma geometria especifica. A
cristalografia é uma ciéncia experimental que tem como objeto de estudo a
disposicdo dos atomos em solidos. Desta forma a técnica é de fundamental

importancia para a elucidacao da estrutura dos compostos de coordenacao.

A reacado do [RuCly(dppb)(bipy)], precursor, com a glicina, produz o
composto 1 como pode ser observada na estrutura molecular de raios X (Figura
3.35). O aminoacido esta coordenado ao ruténio de forma bidentada, através do
oxigénio do grupo carboxilato e do nitrogénio do grupo NH, confirmando assim a

estrutura proposta por >'"P{'"H} RMN.

O cristal tem uma estrutura octaédrica distorcida, com sistema do tipo
monoclinico, o que é refletido nos parédmetros de ligacdo. O aminoacido ao se
coordenar de forma bidentada, portanto formando um anel de cinco membros, este
acaba tendo um angulo Na)-Ru-Onay de 78,27(12)°, valor este condizente com

outros encontrado na literatura [124].

Na Figura 3.34 é exibida a estrutura cristalina do [RuClx(dppb)(bipy)],
precursor utilizado em todas as sinteses. No cristal, observa-se que o comprimento
da ligagdo (Tabela 3.9) Ru-Cl trans ao atomo de fosforo da 1,4-bis-
(difenilfosfino)butano (2,4849A) é maior que a ligagdo Ru-Cl trans ao atomo de
nitrogénio da 2,2’-bipiridina (2,428A) [125]. Quando os atomos de cloro s&o
substituidos pelo aminoacido(glicina) (Figura 3.35), o comprimento das ligacdes
diminui para 2,179 e 2,080A para Ru-Ny), € Ru-Oy), respectivamente, devido ao
tamanho do raio tanto do nitrogénio(0,16 A) quanto do oxigénio (1,4 A) serem
menores que do cloro (1,81 A). O valor comprimento de ligagdo Ru-Na) esta
coerente com valores encontrado na literatura, pois Majumder e colaboradores
descrevem complexos de ruténio com aminoacido com a mesma ordem de ligagcéo
[126].
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FIGURA 3.34 - Estrutura cristalina para o complexo [RuClz(dppb)(bipy)], mostrando a

numeragao dos atomos e as elipsoides de 50 % de probabilidade [126].

TABELA 3.9- Distancias de ligagdo do complexo cis-[RuClx(dppb)(bipy)]

Ligagoes Distéancias
Ru-Cl trans P4 2,4849(3)
Ru-Cl; trans N3 2,428(3)
Ru-N; trans Cl; 2,097(8)
Ru-N4 trans P> 2,088(9)
Ru-P1 trans Cl4 2,279(3)
Ru-P; trans N 2,331(3)

Sendo o raio do nitrogénio menor que o oxigénio, esperava-se que 0
comprimento da ligagdo Ru-Niy) fosse menor que a ligagdo Ru-O(gyy), isso de fato
nao acontece e uma possivel explicagdo para o maior comprimento de ligagdo Ru-
Ny trans a 1,4-bis-(difenilfosfino)butano em comparagdo com o comprimento da
ligacdo Ru-Oaly), pode ser atribuido ao efeito trans da dppb sendo que o mesmo

efeito € descrito por Sheldrick e colaboradores [127].
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Os comprimentos da ligacdo Ru-P; e Ru-P, da 1,4-bis-
(difenilfosfino)butano sdo de 2.3165(9) e 2.3139(9) A (Tabela 3.10), valores estes
que sao coerente para compostos de ruténio (lI) com dppb encontrados na literatura.
[128, 129].

TABELA 3.10- Principais distancias e &angulos de ligagdo do complexo
[Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFe.

Ligac&o Distancia (A)
Ru-O(1) 2.080(3)
Ru-N(2) 2.080(3)
Ru-N(3) 2.095(3)
Ru-N(1) 2.179(3)
Ru-P(2) 2.3139(9)
Ru-P(1) 2.3165(9)
Angulo (°)
O(1)-Ru-N(2) 166.67(11)
O(1)-Ru-N(3) 89.24(12)
N(2)-Ru-N(3) 78.34(12)
O(1)-Ru-N(1) 78.27(12)
N(2)-Ru-N(1) 95.29(12)
O(1)-Ru-P(2) 87.38(8)
N(2)-Ru-P(2) 104.34(8)
N(3)-Ru-P(2) 172.29(8)
N(1)-Ru-P(2) 89.24(9)
O(1)-Ru-P(1) 98.69(8)
N(2)-Ru-P(1) 86.62(8)
N(3)-Ru-P(1) 91.67(8)
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FIGURA 3.35 - Estrutura cristalina para o complexo [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs

mostrando a numeragao dos atomos e as elipsoéides de 50 % de probabilidade.
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TABELA 3.11 - Dados de refinamento da estrutura cristalina do complexo [Ru(l-
Gly)(dppb)(bipy)IPFe.

Formula empl'rica {C40H41N302P2RU}PF63/2.H20
Peso molecular 929.75

Temperatura 293(2) K

Comprimento de onda 0.71073 A

Sistema cristalino Monoclinico

Grupo espacial P24/c

Dimengao da cela unitaria a =14.8055(3) A

b =13.2182(4) A = 98.791(2)°
c=21.7925(4) A

Volume 4214.74(17) A®

Z 4

Densidade (calculada) 1.465 Mg/m®

Coeficiente de absorgéo 0.554 mm”’

F(000) 1900

Tamanho do cristal 0.15x0.14 x 0.11 mm?°

Limite de 8 para coleta de dados | 3.12t0 27.01°

Razédo de h, K, | -18<h<17,-16 <k<15,-26 <1<
27

Reflexdes coletadas 26669

Reflexbes independentes 8589 [R(int) = 0.0589

Completeness to theta = 25.50° 99.3 %

Correcao por absorcao Gaussian

Max. e min. transmissao 0.956 € 0.912

Método de refinamento Matriz completa de  minimos

quadrados em F?
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O composto [Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PFs, (Figura 3.36) possui uma
estrutura octaédrica distorcida, com sistema do tipo triclinico. Seus comprimentos de
ligacdo sao semelhantes ao composto [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs Os comprimentos de
ligagdo Ru-N(eyy € Ru-Oey), S0 de 2,193(3) e 2,086(2)A. Em se tratando de
estrutura semelhantes a do composto 1, os comprimentos de ligacédo Ru-P1 e Ru-
P2, também vao obedecer a mesma ordem de grandeza para comprimentos de

ligagéo, com valores de 2,3325(9) e 2,3259(9)A respectivamente.

FIGURA 3.36 - Estrutura cristalina para o complexo [Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PF6

mostrando a numeragao dos atomos e as elipsoéides de 50 % de probabilidade.



CAPITULO Il

TABELA 3.12 - Dados do refinamento da estrutura cristalina do complexo [Ru(L-

RESULTADOS E DISCUSSOES

Leu)(dppb)(bipy)IPFs.
Férmula empirica {C44H49N302,P,RU}(PFg)1/2(CH30OH)
Peso molecular 973.85
Temperatura 293(2) K
Comprimento de onda 0.71073 A
Sistema cristalino Triclinico
Grupo espacial P1

Dimensao da cela unitaria

a =10.6530(2) A a = 85.205(1)°

b =13.8920(3) A B =83.336(1)°

c=15.3150(3) A  =86.616(1)°

Volume 2240.51(8) A3
Z 2

Densidade (calculada) 1.444 Mg/m®
Coeficiente de absorgao 0.523 mm™"’
F(000) 1000

Tamanho do cristal

0.26 x 0.24 x 0.10 mm?

Limite de 6 para coleta de

dados

2.95t0 25.41°

Razao de h, K, |

12<h<12,-16<k<16,-18<1<18

Reflexdes coletadas

15666

Reflexdes independentes

8217 [R(int) = 0.0418]

Completeness to theta = 25.50° | 99.4 %
Correcao por absorcao Gaussian
Max. and min. transmissao 0.993 e 0.874

Método de refinamento

Matriz ~ completa de minimos

quadrados em F?
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TABELA 3.13 - Principais distdncias e angulos de ligacao do complexo [Ru(L-
Leu)(dppb)(bipy)]PFe.

Ligacao Distancia (A)
Ru-O(1) 2.086(2)
Ru-N(2) 2.067(3)
Ru-N(3) 2.193(3)
Ru-N(1) 2.103(3)
Ru-P(2) 2.3259(9)
Ru-P(1) 2.3325(9)
Angulo (°)
O(1)-Ru-N(2) 167.32(11)
O(1)-Ru-N(3) 77.56(11)
N(2)-Ru-N(3) 97.31(12)
O(1)-Ru-N(1) 89.37(11)
N(2)-Ru-N(1) 78.51(11)
N(3)-Ru-N(1) 84.30(12)
O(1)-Ru-P(2) 97.33(8)
N(2)-Ru-P(2) 86.46(8)
N(3)-Ru-P(2) 172.15(9)
N(1)-Ru-P(2) 89.73(8)
O(1)-Ru-P(1) 92.20(8)
N(2)-Ru-P(1) 99.18(8)
N(3)-Ru-P(1) 87.24(9)
N(1)-Ru-P(1) 170.85(8)
P(2)-Ru-P(1) 99.00(3)
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3.9 - Testes de citotoxicidade

Os testes bioldgicos foram feitos pelo método MTT, que consiste na
absorcao do sal MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazodlio]} pelas
células, sendo este reduzido no interior da mitocdndria a um produto chamado
formazana. Os cristais foram solubilizados em DMSO e realizadas as leituras em um
espectrofotbmetro UV-Vis, em 560 nm. A viabilidade celular do composto em
linhagem tumoral MDA-MB-231 foi dada em ICso, que € a menor concentragdo da
droga capaz de inibir a reprodugédo de 50% das células doentes. Foram feitos testes
de citotoxicidade com os complexos de aminoacidos, usando como padrao de
comparacgao o farmaco comercial cisplatina. Para efeito de comparagao também foi
feito o teste de citotoxicidade com o precursor cis-[RuCly(dppb)(bipy)] usado nas
sinteses. O ICsy para o cisplatina e cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] foi de 87,5 e 131 uM,
respectivamnete. Fazendo uma comparagdo com os compostos de aminoacidos,
estes valores estdo muito altos, ou seja para o mesmo efeito de citotoxicidade em
células cancerigenas € necessario doses mais altas do cisplatina e cis-
[RuCly(dppb)(bipy)]. Uma importante observacéo feita para os compostos de
aminoacidos, € que todos sdo compostos carregados positivamente, enquanto o
cisplatina e cis-[RuClx(dppb)(bipy)] sdo neutros. Isso pode ser um forte fator que vem
a contribuir para a uma diminuicdo do ICsg. O ICsp para os compostos
[Ru(Gly)(dppb)(bipy)IPFe, [Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]lPFs (Figura 3.37a e b) e [Ru(L-
Leu)(dppb)(bipy)]PFs, sdo os menores, mostrando-se bastante ativo contra a

linhagem de célula cancerigena, com valores de 14,5, 5,0 e 7,1 yM respectivamente.
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FIGURA 3.37 - Ensaios de MTT para os complexos [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs (a) e
[Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]PFs, (b) em linhagem de célula tumoral MDA-MB-231, tempo
de incubacgao 48 h.

Uma observagcdo a ser feita nos compostos 1, 5 e 7, € que o
aminoacido ligado ao composto em se é dito como aminoacido com maior carater
apolar, isso por que o grupo R ligado ao carbono alfa se trata de um grupo apolar e
com isso diminuindo o carater polar do aminoacido como todo. Desta forma pode ser
que esses aminoacidos estejam aumentando o carater apolar do complexo como
todo. Um maior carater apolar para tais complexos poder vir a dar uma melhor
passagem através da membrana celular que tem uma parede celular de maior

carater lipofilico, e assim chegando ao DNA.
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FIGURA 3.38 - Ensaios de MTT para os complexos [Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PFs (a),
[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)IPFe(b),  [Ru(L-Lys)(dppb)(bipy)]PFs  (c) e  [Ru(L-
Val)(dppb)(bipy)]PFs, (d) [Ru(L-Typ)(dppb)(bipy)]PFs, em linhagem de célula tumoral
MDA-MB-231, tempo de incubagao 48 h.
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FIGURA 3.39 - Ensaios de MTT para os complexos (a) [Ru(L-Trp)(dppb)(bipy)]PFs,
(b) [Ru(L-Ala)(dppb)(bipy)]PFs e (c) [Ru(L-Try)(dppb)(bipy)]PFs em linhagem de
célula tumoral MDA-MB-231, tempo de incubagao 48 h.

Para 0s compostos [Ru(L-Val)(dppb)(bipy)]PFs, [Ru(L-
Ala)(dppb)(bipy)]PFs, os aminoacido coordenado ao complexo também apresentam
0 grupo R apolares porém os valores de 1Cs, deram valores mais altos (Figura 3.8d e
3.39a) que os compostos [Ru(L-Gly)(dppb)(bipy)]PFs, [Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PFe.
[Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]PFs. Esperava-se que esses valores de ICsy préximos do
composto [Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]PFs. Isso de fato nao acontece, dando a entender
que outros fatores estdo envolvidos além carga e carater apolar dos complexos. De
maneira geral, além da carga, o aminoacido parece ser um dos fatores que melhora

a atividade dos compostos, pois o ICso do precursor (cis-[RuCl(dppb)(bipy)]) é de
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131 pmol.L™', e quando os cloros s&o substituidos pelo aminoacido esse valor cai
para valores menores.

Comparando o valor de I1Csp do composto [Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]PFe,
com o ICsg do cisplatina 87,5 pmoI.L'1, observa-se que este tem um valor 17,5 vezes
menor que o ICs do cisplatina, mostrando desta forma uma boa atividade nesse tipo
de linhagem de célula tumoral. Em geral, todos os compostos com aminoacidos aqui
testados como citotoxico, (Figura 3.40) em células tumorais do tipo mamaria,
apresentam boa atividade principalmente o composto [Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]PFs

que apresentou um ICsp menor que os demais compostos (Tabela 3.14).

TABELA 3.14 - Valores de ICsp dos ensaios de MTT para os complexos com
aminoacidos em linhagem de célula tumoral MDA-MB-231, tempo de incubacao 48
h.

Composto ICs0, pmol.L™" (%)
[PtCI2(NH3)2] 87,5 (12,6)
[RuClz(dppb)(bipy)] 131 (2,1)
[Ru(L-Gly)(dppb)(bipy)]PFs (1) 14,5 (0,4
[Ru(L-Ala)(dppb)(bipy)]PFs (2) 28,5 (5,2

(
[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs (3) 24,1 (3,6
[Ru(L-Val)(dppb)(bipy)]PFs (4) 26,2 (4,0
[Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PFs (5) 7,1(0,6)
(
(
(
(

)
)
)
)

[Ru(L-Lys)(dppb)(bipy)]PFs (6) 16,2 (1,6)
[Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]PFs (7) 5,0 (1,5)
[Ru(L-Try)(dppb)(bipy)]PFs (8) 21,3 (2,5)
[Ru(L-Trp)(dppb)(bipy)]PFe (9) 28,2 (1,5)
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FIGURA 3.40 - Histograma de 1C5y de compostos com aminoacidos.

Em via de comparacado de citotoxicidade, podemos fazer uma breve
comparagao dos compostos de ruténio com aminoacidos com outros compostos
sintetizados em  nosso  laboratorio. Os isOmeros  estruturais do
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs (Figura 3.41) sao ativos na mesma linhagem de células
cancerigenas testadas com complexos de aminoacidos. Esses compostos também
sdo carregados igualmente a os compostos de aminoacidos. Os valores de ICsg para
ct-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs, tc-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)IPFs e cc-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFs sdo 9,8, 2,5 e 1,9 pmol.L™", respectivamente [130].
Compostos com NO como [RuClz(NO)(dppp)(py)]PFs [RuClx(NO)(dppp)(mepy)]PFe.
[RUClz(NO)(dppp)(4-phpy)IPFs [131] (Figura 3.41) sdo também bastante ativos na
mesma linhagem de célula cancerigena com valores de ICso de 21, 7,4 e 7,1 ymol.L’
' respectivamente. Para os compostos nitrosilos além da carga, a fosfina também
aparenta dar uma grande contribuicdo para a atividade desses compostos, pois para
o precursor (RuCIsNO.2H,0), o ICso € maior que 200 pmol.L™". O inverso acontece
com os compostos de aminodacidos, pois o precursor (cis-[RuClx(dppb)(bipy)])
apresenta um ICsy mais alto de que até mesmo o cisplatina, onde este é tem uma

reducao com a substituicdo dos cloros pelos aminoacidos.
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FIGURA 3.41 - Estrutura quimica para compostos carbonilicos e nitrosilos; a) ct-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe b) tc-[RuCI(CO)(dppb)(bipy)]PFe c) cc-
[RuCI(CO)(dppb)(bipy)IPFs d) [RuCIz(NO)(dppp)(py)IPFs e)
[RuCl2(NO)(dppp)(mepy)]PFs f) [RuCl2(NO)(dppp)(4-phpy)]PFs.

Em se tratando de mecanismo de atuacao para os compostos de CO,
NO e aminoacidos, tudo indica que se trata de mecanismos semelhantes, pois os
cloros dos compostos nitrosilos e carbonilicos ndo sao labeis, e nem os compostos
com aminoacidos sofrem hidrdlise. Desta forma esses compostos apresentam
mecanismo de atuacao deferente da cisplatina. Nakabayashi e colaboradores [132]
descrevem que compostos de aminoacidos com ruténio podem interagir com o DNA
via interacgdes eletrostaticas, ademais estes também podem se intercalar ao DNA via
hidrogénio do grupo amino do aminoacido e o oxigénio da guanina através de
ligagdo de hidrogénio. Embora os compostos de aminoacidos tenham valores de
ICs50 maiores que os compostos com NO e CO, dentro de uma margem de erro de
ICs0, 0s valores sao proximos. Os compostos com aminoacidos podem ser farmacos
em potencial mais promissores do que os com CO e NO, pois os aminoacidos
presentes nos complexos podem facilitar o reconhecimento do complexo como um
todo pelo DNA, sendo assim menos toxico.

No estagio de nossos trabalhos com os dados em maos, ainda néo é
possivel de fato indicar um mecanismo real para os compostos de aminoacidos,

necessitando assim de mais estudos, principalmente no que se diz interacdo dos
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complexos de aminoacidos com o DNA, topoisomerase Il, transferrina, ou alguma

outra biomolécula.
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4- CONCLUSOES

Os aminoacidos formam complexos de ruténio, estaveis na presenga
de ligantes fosfinicos(dppb), em que o estado de oxidagdo 2+ € estabilizado.
Compostos desse tipo possuem caracteristicas de formar diastereoisbmeros, o que
pode ser verificado por RMN de *'P{'H} e "*C. Os deslocamentos quimicos de RMN
de °'P{'H} para todos os compostos, com excecdo do composto
[Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFse, séo semelhantes. Para, o} composto
[Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs s&o observados dois dubletos em 385 e 45,3 ppm,
enquanto que para os demais, estes apresentam quatro dubletos bem intensos em
38,0; 38,40; 42,0; 46,50 ppm. A existéncia de quatro dubletos para esses compostos
sugere uma mistura de diastereoisomeros, o que também é evidenciado mediante os
espectros RMN de *C dos mesmos, que apresentam dois sinais, entre 190 e 180
ppm. Como sdo misturas de diastereoisomeros, isto sugere que cada sinal pode esta
associado a um diastereoisomero. Para o composto [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs €&
observado no espectro de RMN de "*C somente um sinal em 185,7 ppm referente ao
carbono da carbonila, indicando a ndo existéncia de mistura diastereooisémerica,
desta forma concordando com o seu espectro de RMN de *'P{"H}. No voltamograma
ciclico para todos os compostos € observado um processo de oxidagao quasi-
reversivel de oxidagao ruténio(ll)/ruténio(lll), em aproximadamente 1100 mV. Esse
potencial alto pode ser justificado por causa da saida dos cloros e entrada do
aminoacido deixando o centro metdlico mais deficiente eletronicamente havendo um
aumento de 500 mV no potencial, indicando assim que um novo composto foi
formado, sendo que para o precursor, este vem a possuir processo redox
ruténio(ll)/ruténio(lll) reversivel em 600 mV. Ademais, nestes compostos é
observado processo redox proximo de 1300 mV, processo este atribuido ao ligante
aminoacido. No espectro IV dos complexos do tipo [Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFs, tem
como principais bandas a serem observadas as dos estiramentos assimétricos NHy,
entre 3200 e 3400 cm™, uma banda intensa entre 1600 a 1620 cm™ do Vas(CO) e
uma banda de menor intensidade em 1380 cm™ atribuidas a estiramento assimétrico
e simétrico, bandas estas que estdo condizentes com a literatura. Para seus
espectros eletrénicos sado observadas duas bandas proximos de 290, 415 e 500 nm
que sao decorrentes de transicdes de transferéncia de carga intraligante m—1* e

ruténio/bipiridina dm—T1*pipy) para essas duas ultimas. Para as condutimetria dos
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compostos de aminodacidos, todos deram dentro da faixa (17 a 77uS.cm™), indicando
assim a razao eletrdlito 1:1, mostrando-se coerente com a formulagédo proposta.
Para a analise elementar de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre os valores
deram dentro do esperado para as estruturas propostas. A estrutura cristalografica
dos compostos [Ru(Gly)(dppb)(bipy)]PFs e [Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PFs foram
resolvidas por difracdo de raios X. As estruturas para ambos mostram-se
semelhantes, no que se diz as formas de coordenacdo dos aminoacidos. Os
comprimentos de ligagao sdao também sao parecidos. O comprimento da ligagdo Ru-
Nay, € de 2,179 A enquanto para a mesma ligagdo do composto [Ru(L-
Leu)(dppb)(bipy)IPFs ligagdo € da ordem de 2,193(3) A. A ligagdo Ru-O(gly) possui
um comprimento de ligag&o de 2,080(3) A, enquanto para a mesma ligagdo Ru-Oytey)
do composto [Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PFs é de 2,086 A. A mistura racémica do
composto [Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs foi resolvida por CLAE, usando uma coluna
ODS-C18 (5 mm; 250 x 4.6 mm; Shimadzu) usando o método isocratico, tendo como
fase movel metanol/agua (57/43) em tampdo pH 3,5, com um fluxo de 1 mL.min™.
No cromatograma do composto [Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFes foram observados dois
picos, com tempos de retengdo em 43 e 47 min., mostrando assim que o0s
diastereoisomeros possuem tempos de retencado préoximos. O espectro de RMN
31P{1H} para a as fracdes separadas deram somente dois dubletos cada uma, visto
que na mistura diastereocisomérica eram observados quatro dubletos, dando indicios
de que os isbmeros foram realmente separados. Os espectros eletronicos dos
mesmos mostram-se semelhante, ndo havendo algo a diferenciar entre eles. Para a
voltametria de pulso diferencial dessas fragdes € observado uma pequena diferencga
de 30 mV no processo redox ruténio(ll)/ruténio(lll). Além do mais para os
diastereoisomeros separados foram feitos medidas em um espectrofotdmetro de
dicroismo circular Modelo Jasco 720, determinando assim a configuragdo absoluta
dos diastereosiomeros A-[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs e A-[Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs.
Nos testes de citotoxicidade, todos os compostos mostraram-se bastante ativos na
linhagem de célula tumoral do tipo mamaria, dando um destaque maior para o
composto 6 com um ICsy de 5 pmol.L™", valor este 17,5 vezes menor que o ICso do
cisplatina que é de 87,5 pmol.L™". Entdo neste trabalhos podemos afirmar que todos
os compostos de aminoacidos mostram-se fortes agentes citotoxicos na linhagem de

célula MD-MDA-231, em comparagao com a cisplatina.
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Espectro de RMN 3*'P{*H} do complexo [Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]PFs em CH,Cl,/D,0
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Espectro de RMN 3'P{*H} do complexo [Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PFs em CH,Cl,/D,O
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Espectro de RMN *C do complexo [Ru(L-Leu)(dppb)(bipy)]PFs em cloroférmio
deuterado.
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Espectro de RMN **C do complexo [Ru(L-Ala)(dppb)(bipy)]PFs em cloroférmio
deuterado.
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Espectro de RMN *3C do complexo [Ru(L-Val)(dppb)(bipy)]PFs em cloroférmio

deuterado.
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Espectro de RMN **C do complexo [Ru(L-Ser)(dppb)(bipy)]PFs em cloroférmio
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Espectro de RMN *3C do complexo [Ru(L-Met)(dppb)(bipy)]PFs em cloroférmio

deuterado.
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Espectro de RMN *3C do complexo [Ru(L-Lys)(dppb)(bipy)]PFs em cloroférmio

deuterado
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Espectro de RMN **C Glicina em D-O.
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Espectro de RMN *C L-Ser em D,0.
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APENDICE B - Espectro de Absorcdo na Regido do Ultravioleta e Visivel dos

compostos [Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFes.
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APENDICE C - Espectro de Absor¢do na Regido do Infravermelho dos compostos
[Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFe.
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APENDICE D - Voltamogramas ciclicos e de pulso diferencial para os compostos
[Ru(AA)(dppb)(bipy)]PFe.
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(a) (b)
Voltamogramas do complexo [Ru(L-Ala)(dppb)(bipy)]PFs; a) ciclico b)de pulso
diferencial.
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Voltamogramas do complexo [Ru(L-Lys)(dppb)(bipy)]PFs; c) ciclico d) de pulso
diferencial.
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